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RESUMEN

En los procesos de reproduccién asistida ya no nos vale con conseguir
espermatozoides, debemos conseguir los mejores espermatozoides.
Dentro de los paraimetros que hasta ahora se estudiaban estaba la con-
centracion, la movilidad y la forma. Se observan diferencias en las ta-
sas de éxito reproductivo, a pesar de sémenes con parimetros clasicos
similares, por lo que se buscan otros marcadores de calidad seminal.
Uno de ellos es el grado de fragmentaciéon de ADN espermatico. Se
han visto claras relaciones entre valores de ADN elevados y dificulta-
des reproductivas. Tradicionalmente, y de una manera empirica, el uso
de vitaminas como la E y la C se han usado para mejorar la calidad es-
permatica.

La relacion entre los grados de fragmentacién de ADN de espermato-
zoides y el exceso de radicales libres o el déficit de antioxidantes ha
planteado que el suplemento de complejos o sustancias antioxidantes
en varones infértiles puede mejorar su capacidad reproductiva al redu-
cir los grados de fragmentacién de ADN de los espermatozoides. En
este trabajo pretendemos valorar la utilidad de un complejo de an-
tioxidantes (Androferti® Laboratorio Q-Pharma) para reducir los ni-
veles de fragmentaciéon de ADN espermatico.
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ABSTRACT

Impact of an antioxidant complex supplementation
on sperm DNA fragmentation in infertile men

In assisted reproduction treatments it is no longer
enough to obtain spermatozoa, we must find the
best spermatozoa. Among the different parame-
ters studied until recently, such as concentration,
motility and morphology, varying success rates
were observed even with similar classical sperm
quality markers. Thus, research has been develo-
ped in order to find new markers of sperm quali-
ty. One of them is sperm DNA fragmentation. A
close correlation between high sperm DNA frag-
mentation and poor reproductive outcome. Tra-
ditionally, and completely empirically, vitamins C
and E have been used in an effort to improve
sperm quality.

The relationship between sperm DNA fragmenta-
tion and the excess of free radicals and /or an-
tioxidants deficit in infertile males has raised the
question whether the supplementation with an-
tioxidant substances may improve their reproduc-
tive outcome by reducing sperm DNA fragmenta-
tion. In this study, we evaluate the impact of an
antioxidant complex (Androferti®, Laboratorio
Q-Pharma) supplementation to infertile males in
their sperm DNA fragmentation.

Key words: ROS. Spermatozoa. Infertility. An-
tioxidant. Sperm DNA fragmentation. Assisted
reproductive technologies (ART).
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INTRODUCCION

La incidencia de casos de infertilidad es variable segtn
la poblacion estudiada, pero se estima que la preva-
lencia (entendida como el nimero total de parejas in-
fértiles frente al nimero total de parejas en el mismo
tiempo y lugar) es de un 15%. Actualmente, en Espa-
na hay alrededor de unas 900.000 parejas estériles, de
las cuales aproximadamente la mitad acuden a los cen-
tros de fertilidad para tratar de corregir su problema
En el 20-30% de las parejas infértiles, la causa princi-
pal es masculina, presentando alteraciones en la fun-
cién testicular, obstrucciéon de conductos, patologias
en la proéstata, y alteraciones en la eyaculacién o erec-
cion'.

Las clasicas valoraciones de la fertilidad masculina
basadas en los 3 parimetros basicos del espermiogra-
ma: concentraciéon, movilidad y morfologia, conoci-
dos y usados desde hace mas de 50 anos?® se hacen in-
suficientes a la hora de buscar soluciones a los
problemas de infertilidad masculina. Pacientes en los
que su seminograma entra dentro de los parimetros
de normalidad vy, sin embargo, tienen problemas re-
productivos, o pacientes que se encuentran en progra-
mas de fertilizacién artificial ante similares espermio-
gramas y técnicas usadas, obviando el factor femenino,
no consiguen similares resultados. Todo ello nos lleva
a pensar en que otros factores influyen en la infertili-
dad masculina.

Entre estos factores parece cada vez mas evidente la
influencia del estrés oxidativo®. Las especies reactivas
de oxigeno (ROS) son los radicales libres especificos
del estrés oxidativo celular. La btsqueda de un marca-
dor de ese desequilibrio que supone el estrés oxidati-
vo ha llevado a tener en cuenta el grado de fragmen-
tacion del ADN de los espermatozoides®. Los
incrementos de ROS llevan a un daio en el ADN es-
permatico®. Las fuentes ex6genas productoras de ROS
son multiples: sustancias quimicas, exposicién a altas
temperaturas, consumo de alcohol y tabaco, y ejerci-
cio fisico intenso. Entre las endégenas tenemos: leu-
cocitospermia, procesos febriles, inflamatorios o es-
trés®S. La mayoria de estos procesos producen un
exceso de ROS y un defecto de los sistemas antioxi-
dantes, por tanto, la correccién de los factores noci-
vos antes descritos y la administracion de sustancias
antioxidantes deben resultar beneficiosas para la ferti-

lidad masculina’. En este trabajo, nos proponemos va-
lorar la utilidad de un compuesto de antoxidantes
(Androferti® laboratorios Q-Pharma) sobre la frag-
mentacion del ADN espermitico.

MATERIAL Y METODOS

Entre octubre de 2008 y julio de 2009 se seleccion6
un total de 101 varones que acudieron a nuestra clini-
ca junto a su pareja para un tratamiento de fertilidad.
La edad media de éstos fue de 39 anos. Los criterios
de inclusiéon fueron: parejas con fallos repetidos de
técnica de reproduccidn asistida, oligozoospermia
(< 10 millones/ml) o astenozoospermia (< 50% a+b)
y grados de fragmentacion de ADN espermatico, me-
dido por TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transfe-
rase-mediated deoxynvidine tviphosphate-nick end labe-
ling), > 20%.

Este estudio fue aprobado por la comision de ética
y la direccién del centro donde se ha realizado.

A todos ellos se les propuso la toma de 2 sobres de
Androferti®, cuya composicién por sobre es L-carniti-
na fumarato 500 mg, coenzima Q-10 10 mg, zinc
5 mg, acido félico 100 pg, selenio 25 pg, vitamina B12
0,50 pg, vitamina C 30 mg, vitamina E 5 mg. Tam-
bién se les aconsejé acerca de habitos de vida y ali-
menticios. Se les realiz6 un control con seminograma
y valoracion de la fragmentacion de ADN de los es-
permatozoides a los 70 dias de tratamiento. Las rotu-
ras del ADN espermitico se estudiaron mediante la
técnica de TUNEL usando el kit comercial i situ cell
death detection kit, fluorescein (Roche, Mannheim,
Alemania). Se basa en la incorporaciéon de deoxiuridi-
na marcada con componentes fluorescentes, gracias a
la enzima Tdt, en los puntos de rotura de la cadena
de ADN sencilla o doble en el extremo 3'-OH de la
cadena afectada.

Dentro de los parametros del seminograma se estu-
diaron los valores de concentracion, movilidad, total
moviles progresivos (TMP) y forma. El total de pa-
cientes reclutados en la fase preliminar del estudio fue
de 37, en el resto de los pacientes hubo 8 que obtu-
vieron embarazo espontineo antes de finalizar el
tiempo del control, el resto no acudié a consulta en el
tiempo indicado. El resumen de datos obtenidos se
contempla en la tabla 1.

TABLA 1. Resumen de los datos del seminograma

Concentracion  Movilidad (tipo A) Movilidad (tipo B) Movilidad (tipo C) Movilidad (tipo D) T™P Formas
0 dfas 11,3 0 21 9 66 5,6 15
70 dias 11 0 25 11 60 7,8 2

TMP: total méviles progresivos.
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En la distribucién de los datos, tras el control reali-
zado a los 70 dias, no se observan diferencias signifi-
cativas. Por otro lado, la dispersiéon de los datos es
bastante elevada en casi todas las variables. Para los
valores centrales y dispersién de datos, en general, es
mejor utilizar los resultados obtenidos por la mediana
y por los cuartiles. En cuanto a la forma, y debido a
los saltos de escala, sélo se podrin utilizar en el anali-
sis ANOVA.

En el andlisis descriptivo si se observa un desplaza-
miento de la curva hacia la derecha en el caso de los
espermatozoides tipo B y hacia la izquierda en los de
tipo D, indicindonos una mejorfa de la movilidad
(figs. 1y 2).

Los resultados de las correlaciones no son conclu-
yentes, por lo que no se puede aplicar el analisis facto-
rial y de componentes principales (fig. 3).

Los resultados de los anilisis de las varianzas mues-
tran que no hay diferencias significativas. Sin embar-
go, al ser el ANOVA dependiente de la distribucién,
no se recomienda, sélo la prueba de Wilcoxon (no pa-
ramétrica). Aunque las conclusiones son similares para
la forma, no lo son para la variable concentracién y
TMP (figs. 4y 5).

Aunque los datos no parecen significativos debido a
la gran dispersion y al nimero de la muestra, si parece
haber de una manera genérica cierta tendencia a la
mejorfa de parimetros, como se puede observar de
manera grifica en la tabla de evolucién individual de
pacientes (figs. 6y 7).

Con respecto a los datos de la fragmentaciéon de
ADN, la distribucién de probabilidad de los datos ini-
cialmente no se lleva a cabo de una forma normal, sin
embargo, tras el control realizado se observa que hay
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Figura 1. Analisis descriptivo. Espermatozoides tipo B base y tras tratamiento.
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Figura 2. Anilisis descriptivo. Espermatozoides tipo D base y tras tratamiento.
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Millones/ml A B C D Millones/ml A B C D
A * A *
B 0,249 * B 0,065 *
0,137 * 0,701 *
C -0,054 * 0,352 C -0,032 * -0,050
0,749 * 0,033 0,851 * 0,769
D -0,186 * -0,915 | —0,682 D -0,1049 * -0,920 | -0,345
0,269 * 0,000 0,000 0,774 * 0,000 0,036
T™MP -0,721 * 0,647 0,110 | 0,566 T™MP 0,707 * 0,525 | -0,125 | -0,445
0,000 * 0,000 0,518 0,000 0,000 * 0,001 0,462 0,006

Figura 3. Correlaciones: millones/ml; A; B; C; D; TMP.

Analysis of Variance
Source DF SS MS F P

Factor 1 729 729 241 0.125
Error 72 21790 303
Total 73 22519
Individual 95% Cls For Mean
Base on Pooled StDev
Level N Mean  StDev - oo roseeenas oo +ee
Mill/ml 37 1365  13.82 (oo
Mill/ml 37 1992 2035 = (ol )
-------- s B R A
Pooled StDev= 17.40 10.0 15.0 20.0 25.0

Figura 4. One-way ANOVA: concentracién; concentraciéon (con-
trol).

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Factor 1 1968 1968 2.20 0.142

Error 72 64305 893
Total 73 66273

Individual 95% Cls For Mean

Base on Pooled StDev
Level N  Mean StDev + + +
TMP 37 1364 2219
TMP (con37 2395  35.97

-------- L L ATt SR
Pooled StDev= 29.89

Figura 5. One-way ANOVA: TMP; TMP (control).

una tendencia a una distribucién normal de los datos,
siendo estadisticamente significativa (fig. 8).

Para los valores centrales y dispersiéon de datos, en
general es mejor utilizar los resultados obtenidos por
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la mediana y por los cuartiles al inicio del estudio y
tras el control los valores de la media y de la desvia-
cién estandar.

Para ver si las diferencias existentes en las medianas
son estadisticamente significativas es necesario ver el
punto referente al ANOVA.

Los valores de la variable fragmentacion de ADN
tienen un rango de 31,7 + 9,5 antes del tratamiento y
de 224 + 19,1 posterior al tratamiento, con una p
(Wilcoxon) = 0,004.

El estudio ANOVA, los datos nos muestran que
hay diferencias significativas entre los valores al inicio
y el control (tabla 2).

DISCUSION

Desde hace tiempo, el uso de antioxidantes de mane-
ra empirica se sabe que, en algunos casos, mejora la
calidad espermatica; sin embargo, no se sabia exacta-
mente a qué varones podria beneficiar el uso de estos
compuestos'®. Estd siendo mejor conocido el meca-
nismo del estrés oxidativo y, por tanto, su respuesta a
los tratamientos que se propugnan para el control de
los desequilibrios de éstell.

Entre los efectos nocivos del desequilibrio del es-
trés oxidativo esta la fragmentacion de las cadenas de
ADN de los espermatozoides, sobre todo la que se
produce postesticular en el epididimo y los conductos
seminiferos!?. La fragmentacién de ADN espermdtico
se puede traducir en fallos de implantacién, alteracio-
nes en el desarrollo embrionario o aumentos del na-
mero de abortos'®. Por tanto, cualquier tratamiento o
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Figura 6. Evolucién individual de cada paciente para TMP.
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Figura 7. Evolucién individual de cada paciente para concentracion.

Descriptive Statistics Descriptive Statistics
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Figura 8. Anilisis descriptivo de los valores de fragmentacién de ADN.
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TABLA 2. ANOVA de los datos de fragmentacién de ADN

Pruebas no paramétricas. Estadisticos descriptivos

Desviacion

n Media .. Minimo  Maximo
tipica
Inicio 21 31,7619  9,50213 21,00 52,00
Final 17 22,3529 10,08056 10,00 42,00
Prueba de los rangos con signo Wilcoxon. Rangos
Rango Suma
promedio de rangos
Final-inicio Rangos negativos 13 10,5 136,5
Rangos positivos 4b 4,13 16,5
Empates 0¢
Total 17

“Final < inicio. "Final > inicio. Final = inicio.

Final-inicio
Z -2,843*
Sig. asint6t. (bilateral) 0,004

‘Basado en los rangos positivos.
*Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon.

habitos de vida encaminados a reducir la fragmenta-
cién del ADN espermatico se vera reflejado en mayo-
res tasas de fertilidad!. Parece claro que el uso de an-
tioxidantes puede ser beneficioso para corregir los
defectos del ADN espermitico®.

El uso de sustancias como las vitaminas C y E, el
zing, el 4cido fdlico, el selenio, la coenzima Q-10, la
L-carnitina han demostrado su eficacia en diferentes
estudios, algunos en toma individual, otros asociados,
pero nunca en un asociacion de todos los componen-
teslé—lS.

El tiempo de la duracién total de la espermatogé-
nesis es de unos 65-70 dias', por lo que el uso du-
rante ese tiempo a nivel testicular serfa el 6ptimo,
pero esos espermatozoides no serfan los que obtene-
mos en el eyaculado a los 2 meses. Los espermatozoi-
des que valoramos en 70 dias son espermatozoides
extratesticulares que se estin madurando, capacitan-
do, almacenando o concentrando en las vias semina-
les, sobre todo en el epididimo?®. Por tanto, si el tra-
tamiento ya ha conseguido mejorar la fragmentacién
de ADN de los espermatozoides en esta zona, su uso
durante un periodo mas prolongado, unos 6 meses,
nos permitird valorar hasta qué punto se pueden me-
jorar los indices de fragmentacién del ADN en el pro-
ceso completo, desde la espermiogénesis intratesticu-
lar hasta la eyaculacion de los espermatozoides
pasando por la capacitaciéon epididimaria. Este punto
es objeto en la continuaciéon del estudio.

Cabe destacar que, si bien en estos datos prelimina-
res el nimero de la muestra no es alto y hay una gran
dispersion de datos en cuanto a los parimetros del se-
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minograma, si es interesante que la TMP y la concen-
tracién aumenten en tan s6élo 70 dfas, ya que como
antes explicamos estamos hablando de espermatozoi-
des extratesticulares. Si analizamos a los pacientes pa-
sados mas dfas valoraremos también el efecto del tra-
tamiento sobre la concentraciéon y la TMP desde la
célula madre intratesticular hasta el espermatozoide
eyaculado.

Utilizamos la técnica TUNEL para la medicién de
la fragmentacién de ADN espermitico, porque cree-
mos que es mds exacta que otras técnicas ya que no
tiene dependencia del observador, nos mide dafio real
y tiene un alto valor predictivo en reproduccién asisti-
da. Nuestro punto de corte fue considerar anormales
muestras de fragmentacién > 20%.

CONCLUSIONES

Los resultados preliminares del estudio demuestran
que Androferti® es un buen complejo de elementos
esenciales necesarios en el proceso de la formacién y
maduracién espermatica asi como en el mantenimien-
to de su calidad hasta el momento del eyaculado. La
mejorfa de la fragmentacién del ADN de los esperma-
tozoides es clave, segin todos los estudios actuales,
para lograr mayores tasas de éxito en reproduccién
asistida, por lo que un tratamiento con un producto
que logre esa mejorfa, como el estudiado aqui, puede
ser de gran utilidad en este campo.

La continuidad del estudio permitird demostrar si
Androferti® es también efectivo para mejorar otros
parimetros, como: calidad embrionaria, disminucién
de los fallos de implantacién, etc.

No obstante se hacen necesarios estudios bien dise-
flados, aleatorizados sobre todo este tipo de sustancias
para avalar de una manera mas cientifica lo que en la
practica clinica evidenciamos como un tratamiento
atil.
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