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PALABRAS CLAVE Resumen

Fragmentacion de ADN; Objetivo: La aparicion de nuevas herramientas de estudio en el campo de la andrologia
Alta magnificacion; nos ha permitido evaluar nuevos marcadores de calidad seminal, como la presencia de
L-carnitina; vacuolas en el nicleo del espermatozoide, mediante el uso de microscopia de alta mag-
Coenzima Q,; nificacion, y el grado de fragmentacion del acido desoxirribonucleico (ADN) espermatico.
Antioxidantes Ambos marcadores de calidad pueden verse afectados por la presencia de radicales libres

de oxigeno, que favorecen la oxidacion celular. En el presente estudio piloto se plantea
valorar la utilidad de un tratamiento con antioxidantes para reducir tanto el indice de
vacuolizacién espermatica, como el grado de fragmentacion del ADN de una forma signi-
ficativa.

Material y métodos: Estudio prospectivo para el que se seleccion6 a un total de 65 pa-
cientes, de los cuales 33 finalizaron el estudio. Cada paciente entregé dos muestras de
semen y realiz6 un tratamiento con antioxidantes mediante Androferti®. Se evalué el
indice de vacuolizacion en el nucleo del espermatozoide y la fragmentacion del ADN es-
permatico en cada una de las muestras entregadas.

Resultados: Se observa un aumento estadisticamente significativo de espermatozoides
con grados de vacuolizacion | y Il después de un mes de tratamiento, asi como también
una disminucion del grado de fragmentacion del ADN espermatico.

Conclusiones: A pesar de que se trata de un estudio clinico no aleatorizado, parece con-
cluyente la importancia del uso de un tratamiento antioxidante para aumentar el éxito
de un ciclo de reproduccion asistida, con el objetivo de disminuir la influencia negativa
de malformaciones en el nicleo espermatico y de la fragmentacion del ADN.
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Effect of a treatment with vitamins, L-carnitine and coenzyme Q,, on sperm head
vacuolization and DNA fragmentation on in vitro fertilization patients

Abstract

Objective: The appearance of new diagnostic tools in the field of andrology, have allowed
the study of new sperm quality markers, such as the presence of vacuoles in the nucleus
of the spermatozoa, by means of high magnification microscopy, and sperm DNA fragmen-
tation. Both quality markers can be affected by the presence of free oxygen radicals that
cause cellular oxidation. In the present pilot study we try to assess the utility of a ther-
apy with antioxidants to significantly reduce both the sperm vacuolization grade and
sperm DNA fragmentation.

Material and methods: In prospective study we included 65 patients, 33 of whom finished
the study. Each patient brought two semen samples and underwent an antioxidant ther-
apy with Androferti®. Sperm head vacuolization and DNA fragmentation were both as-
sessed in each sample.

Results: It was observed a statistically significant increase of spermatozoa from grades |
and Il of vacuolization after one month of treatment. Also, sperm DNA fragmentation
decreased after the treatment.

Conclusions: Although this is a non-randomized study, it seems conclusive the importance
of an antioxidant therapy to increase assisted reproduction outcomes, aiming to mini-
mize the negative influence of sperm nuclear malformations and sperm DNA fragmenta-
tion.

© 2011 Asociacion Espafiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by

Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La deteccion de parametros seminales con valor predictivo
en el resultado de las técnicas de reproduccion representa
uno de los principales objetivos para los profesionales de un
laboratorio de andrologia. Si estos parametros estan altera-
dos, hay que intentar disponer de los recursos necesarios
para poder dar solucion o intentar disminuir el efecto nega-
tivo.

Entre los pardmetros bésicos de valoracion del espermio-
grama, cabe destacar la importancia que ha adquirido la
morfologia espermética en el diagndstico de la infertilidad
masculina. A pesar de la controversia existente acerca de su
funcién en la fecundacion y el desarrollo embrionario®, nu-
merosos estudios han demostrado que la seleccién del me-
jor espermatozoide antes de una inyeccion intracitoplas-
matica de espermatozoides (ICSI) mejora el resultado del
tratamiento®“.

La aparicion de nuevas herramientas, como el microsco-
pio de alta magnificacion, ha permitido a los investigadores
profundizar en el estudio de la morfologia espermatica y
detectar defectos en el nucleo del espermatozoide, como
la presencia de vacuolas nucleares que no pueden ser de-
tectadas mediante una ICSI convencional a x400. Se ha de-
mostrado que estas vacuolas tienen un efecto directo en el
desarrollo embrionario y el aborto temprano®®. Varios auto-
res han demostrado una correlacion negativa entre la pre-
sencia de grandes vacuolas en el nicleo del espermatozoide
y la estabilidad de la cromatina espermatica*"¢. Asimismo,
se ha observado también que el aumento de la fragmenta-

cién del acido desoxirribonucleico (ADN) espermatico esta
asociado a la presencia de anomalias en la morfologia es-
permatica®.

Los mecanismos exactos que dan lugar a estas alteracio-
nes espermaticas son todavia objeto de estudio. Se han
barajado diferentes teorias que implican la interrelacion
de diferentes mecanismos: empaquetamiento de la cro-
matina espermatica, apoptosis, estrés oxidativo, anoma-
lias genéticas y estrés cronico®. Un ambiente testicular
alterado (con presencia de leucocitos, células germinales
inmaduras, etc.) puede causar disfuncion en la espermato-
génesis. Asi pues, el dafio en el ADN y el potencial de fer-
tilidad espermético se han relacionado con la toxicidad
provocada por el oxigeno y la accién de las especies reac-
tivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Spe-
cies)!t. Una elevada produccion de ROS que sobrepase los
mecanismos de defensa de la célula puede dafiar significa-
tivamente la funcién de la membrana espermatica debido
a la peroxidacion lipidica®?, con lo que asi se reduce la
capacidad del espermatozoide para llevar a cabo la reac-
cién acrosémica®.

Debido a la escasa efectividad de los mecanismos endo-
genos de defensa en humanos, parece efectiva la adminis-
tracion de un tratamiento con antioxidantes!'* para la me-
jora de la calidad espermatica en pacientes que se someten
a tratamiento de fertilizacién in vitro/ICSI.

El objetivo de este estudio piloto fue investigar el efecto
de la L-carnitina, la coenzima Q,, y las vitaminas C, Ey B,
en la vacuolizacion en la cabeza del espermatozoide y la
fragmentacion del ADN espermatico.
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Material y método

Para este estudio prospectivo se seleccion6 a un total de 65
pacientes que acudieron a nuestro centro entre mayo y no-
viembre de 2009, de los cuales 33 finalizaron el estudio
dentro de este periodo. La edad media + desviacion estan-
dar fue de 37,2 + 5,4 afios. El presente estudio fue aproba-
do por el Comité Etico del centro y todos los pacientes fir-
maron el consentimiento informado.

Cada paciente entregdé dos muestras de semen en un in-
tervalo aproximado de 30 dias. Las muestras se obtuvieron
por masturbacion después de mantener entre 3 y 5 dias de
abstinencia sexual. Las muestras se dejaron licuar a tempe-
ratura ambiente y tras 20 minutos se realizd un analisis de
los parametros seminales bésicos siguiendo los criterios de
la Organizacion Mundial de la Salud. Se consideraron las
variables siguientes: volumen (ml), concentracion esperma-
tica (n x 10%/ml), movilidad espermatica (porcentaje de
espermatozoides a y b) y morfologia espermatica (porcen-
taje de formas normales).

Una vez entregada la primera muestra, los pacientes em-
pezaron un tratamiento con Androferti® (Laboratorios Q
Pharma SL, Alicante [Espafia]), cuya composicion por dosis
es de 750 mg de L-carnitina fumarato, 250 mg de acetil-L-
carnitina, 10 mg de coenzima Q,,, 5 mg de cinc, 100 pg de
acido félico, 25 pg de selenio, 0,50 pg de vitamina B,,, 30
mg de vitamina C y 5 mg de vitamina E.

La dosis administrada fue de un sobre cada 12 horas du-
rante un minimo de 30 dias. Se decidio realizar el estudio
con este intervalo de tiempo con la intencion de valorar el
efecto de este tratamiento en espermatozoides del mismo
ciclo espermatogénico.

Tras este periodo, cada paciente entregd una segunda
muestra de semen que fue nuevamente analizada.

A cada una de las muestras se practicaron, ademas, los
analisis siguientes: a) indice de vacuolizacion en el nucleo
del espermatozoide, y b) fragmentacion del ADN espermati-
co.

El andlisis del indice de vacuolizacion se llevé a cabo me-
diante un microscopio invertido equipado con lentes No-
marski, que permite un grado de magnificacion de x8000.
En cada una de las muestras se analizaron 100 espermato-
zoides, que se clasificaron en cuatro categorias, teniendo
en cuenta el nimero y el tamafio de las vacuolas que conte-
nia su nacleo* (fig. 1).

La fragmentacion del ADN espermatico se evalué median-
te el kit Halosperm (Halotech DNA SL, Madrid [Espafia])®®
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determin¢ el
porcentaje de fragmentacién mediante la evaluacion de
500 espermatozoides de cada muestra, con microscopia 6p-
tica a x1000. Se considera que el resultado del test de Ha-
losperm tiene un valor predictivo negativo en el resultado
de embarazo cuando més del 30% de los espermatozoides
en la muestra en fresco presentan fragmentacion del
ADN?s,

Como principales indicadores de éxito del tratamiento
antioxidante, se consideraron la mejora en el indice de va-
cuolizacion y en la fragmentacion del ADN espermatico.

Las comparaciones entre las muestras de semen pretra-
tamiento y postratamiento se llevaron a cabo mediante el
test Wilcoxon para datos pareados, considerandose estadis-
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Figura 1 Criterio de clasificacién de espermatozoides en fun-
cion de la presencia vacuolar. A) Forma normal sin vacuolas
(grado 1). B) Forma normal y un maximo de 2 vacuolas pequefias
(grado II). C) Forma normal y al menos una vacuola grande (gra-

do Ill). D) Forma anormal u otras anormalidades (grado 1V).
(x8000).

ticamente significativo un valor de p < 0,05. Los datos se
analizaron mediante software R v 2.9.0.

Resultados

Se observa un aumento estadisticamente significativo de
espermatozoides con grados de vacuolizacion | y Il des-
pués de un mes de tratamiento (5,85 + 2,14; p = 0,01). El
grado de fragmentacion del ADN espermatico también se
ve significativamente reducido después del tratamiento
(-4,91 + 2,5; p = 0,03). En la tabla 1 se muestran las va-
riaciones estadisticamente significativas expresadas como
el incremento resultante de comparar las variables estu-
diadas antes y después de un mes de tratamiento antioxi-
dante.

En la figura 2 se ilustran los valores de cada uno de los
grados de vacuolizacion (grados I-1V) expresados como me-
dia * desviacién estandar de la media.

En la figura 3 se ilustra la variacion del porcentaje de
espermatozoides de los grados | y Il (considerados los mas
adecuados para IMSI [del inglés, intra-cytoplasmic morpho-
logically-selected sperm injection, microinyeccion intra-
citoplasmica de esperma seleccionado morfoldgicamente])*
antes y después del tratamiento con antioxidantes.

En la figura 4 se representan los valores del indice de
fragmentacion del ADN espermético obtenidos antes y des-
pués del tratamiento.
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Tabla 1 Resultado de la comparacién de las diferentes variables estudiadas antes y después del tratamiento

Antes Después Incremento? Valor de p®
Vacuolizacion de grado | (%) 1,44 +0,32 3,48 £ 0,86 2,05+ 0,79 0,007
Vacuolizacion de grado Il (%) 16,7 £ 1,91 20,5+1,91 3,81+1,72 0,032
Vacuolizacion de grado Il (%) 40,3+ 2,1 42,85 + 1,81 2,54 +2,93 0,339
Vacuolizacion de grado IV (%) 41,56 + 3,41 33,16 + 2,65 -8,4 3,12 0,015
Vacuolizacion de grado | + 11 (%) 18,14 + 2,15 23,99 + 2,54 5,85+2,14 0,019
Fragmentacion de ADN (%) 27,62 + 2,64 22,72 +1,71 -4,91+2,5 0,033

ADN: acido desoxirribonucleico.
aValores expresados como media + desviacién estandar.

®Se considera estadisticamente significativo cuando el valor de p es < 0,05.

Discusion

Hay varias hipétesis acerca del momento en el que se pro-
duce el dafio oxidativo sobre los espermatozoides. Tesarik
et al' indicaron que habia un mecanismo postesticular de
dafio del ADN espermatico, pero no excluyeron la posibili-
dad de una accion directa en el testiculo durante el periodo
de desarrollo de las células germinales.

Sabemos que el periodo de tratamiento escogido para el
estudio no es suficiente para afectar un ciclo de espermato-

Vacuolizacion de grado | (%)
Valor de p = 0,007
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I Después
6_
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4073 + 2’1 * 42,85 + 1,81
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génesis completo, pero cabia esperar una mejora en la ho-
meostasis y el microambiente del epididimo!* que afectara
directamente a los espermatozoides extratesticulares en
periodo de maduracion.

El tratamiento ofrecido a los pacientes contiene diferen-
tes componentes que han sido cominmente utilizados como
tratamiento en varones con baja calidad espermatica o in-
fértiles. Se ha demostrado que la carnitina tiene una accién
en el metabolismo energético del espermatozoide y como
protector del dafio oxidativo, y que evita el deterioro de la

Vacuolizacion de grado Il (%)
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Figura 2 Comparacion de los grados de vacuolizacion espermatica (grado I, grado Il, grado lll y grado IV) evaluados mediante alta

magnificacion, antes y después del tratamiento con antioxidantes.

*Valores expresados como media * desviacion estandar.
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Vacuolizacion de grado | + 11 (%)
Valor de p = 0,0193
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Figura3 Comparacion de la suma de los grados | y Il de vacuo-
lizacion espermatica, considerados aptos para IMSI (del inglés
intra-cytoplasmic morphologically-selected sperm injection,
microinyeccién intracitopldsmica de esperma seleccionado
morfologicamente), antes y después del tratamiento.

*Valores expresados como media + desviacién estandar.

Vacuolizacion de grado ADN (%)
Valor de p = 0,033
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Figura 4 Comparacién del indice de fragmentacién del acido
desoxirribonucleico (ADN) espermético antes y después del tra-
tamiento con antioxidantes.

*Valores expresados como media + desviacion estandar.

membrana espermaética inducido por los radicales libres de
oxigeno*. Se ha establecido también la funcion de la coen-
zima Q,, como un componente de la cadena respiratoria
mitocondrial, la cual desempefia un papel crucial en el me-
tabolismo energético y como antioxidante liposoluble para
membranas celulares y lipoproteinas. También se encuen-
tran altos niveles de su forma reducida (ubiquinol) en los
espermatozoides, hecho que indica un papel defensivo
como antioxidante®®.

Ademas, estudios previos han demostrado que el trata-
miento con antioxidantes orales, como las vitaminas E y C,
dan lugar a una disminucién en la fragmentacion del ADN
espermatico®®.

Las variaciones de estos componentes en el plasma semi-
nal o dentro de la célula se han correlacionado de forma
positiva con una mejora en la integridad del ADN esperma-
tico. La contribucién de estos componentes a la capacidad
antioxidante del semen podria explicar el aumento de es-

permatozoides menos vacuolados en las muestras postrata-
miento.

Dado que el resultado de las técnicas de reproduccion
asistida esta influido negativamente por la presencia de
malformaciones en el ndcleo espermatico y por la fragmen-
tacion del ADN espermatico® —y coincidiendo con el trabajo
publicado por Balmori et al?® en esta misma revista—, parece
concluyente que el uso de un tratamiento antioxidante pue-
de aumentar el éxito de un ciclo de reproduccion asistida.

A pesar de que se trata de un estudio clinico no aleatori-
zado, los datos obtenidos muestran claramente que el indi-
ce de vacuolizacién y la fragmentacion del ADN espermatico
se reducen notablemente gracias al tratamiento combinado
de antioxidantes orales, como la L-carnitina, la coenzima
Q,, Y las vitaminas C, Ey B,,.

No obstante, consideramos la necesidad de llevar a cabo
estudios prospectivos aleatorizados para concluir si el tra-
tamiento con estos antioxidantes tiene también un efecto
positivo en los parametros seminales basicos y en la conse-
cucién de embarazo tras la aplicacion de un tratamiento de
reproduccién asistida.
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