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RESUMEN

Introduccion: La integridad del ADN espermdtico es uno de los facto-
res mds importantes que se analizan actualmente en el estudio de fer-
tilidad masculina.

Hay numerosas publicaciones sobre la utilidad de diversos métodos
en los cuales se analiza el estado de la cromatina espermitica. Uno de
los mas sencillos es el test de bromuro de etidio y naranja de acridina
(AO), con el cual se comprueba el grado de desnaturalizacién del
ADN espermadtico en funcién de su unién al colorante naranja de acri-
dina. Sin embargo, la técnica de AO estd limitada a estas propiedades
metacromaticas, por cuanto nos aporta informacién limitada del esta-
tus nuclear del espermatozoide.

Otras técnicas, como el sperm chromatin dispersion (SCD) analizan la
fragmentacién del ADN espermatico comprobando roturas en la ca-
dena.

Objetivo: En nuestro estudio se intenta observar si hay correlacién en-
tre la vitalidad del espermatozoide mediante el test vital de AO-bro-
muro de etidio con la fragmentacion del ADN medida mediante el
test SCD. En ambos casos se trata de un sistema visual de andlisis.

Material y métodos: Para ¢l estudio se han incluido 82 muestras de se-
men de varones en estudio de fertilidad en la Clinica Tambre.

Para la vitalidad se ha empleado el test de bromuro de etidio AO y
para la fragmentacion espermitica el test SCD (Halosperm, Halo-
tech).

La técnica de AO detecta la proporcién de espermatozoides muertos
dependiendo del grado de desnaturalizacion del ADN nuclear. Esper-
matozoides con fluorescencia naranja indican un ADN desnaturaliza-
do, mientras que los que presentan fluorescencia verde contienen el
ADN intacto.
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ABSTRACT

Comparison between the sperm DNA fragmentation
test using the sperm chromatin dispersion technique
and the vitality index measured with the acridine
orange test

Introduction: Sperm DNA integrity is one of the
most important factors currently analyzed in the
study of male fertility. There are numerous publi-
cations on the utility of diverse methods
analyzing sperm chromatin status. One of the
simplest is the ethidium bromide /acridine orange
(AO) test, which assesses the degree of sperm
DNA denaturation according to its binding to
acridine orange staining. However, the AO test is
limited to these metachromatic properties and
consequently provides limited information on the
nuclear status of the sperm. Other techniques,
such as the sperm chromatin dispersion (SCD)
test, analyze sperm DNA fragmentation by asses-
sing DNA strand breaks.

Objective: To analyze whether there is a correla-
tion between sperm vitality measured through the
cthidium bromide /AO test and DNA fragmenta-
tion measured through the SCD test. In both ca-
ses, the samples were analyzed visually.

Material and methods: Eighty-two semen samples
from men undergoing fertility testing in the Cli-
nica Tambre were included in this study. The
ethidium bromide/AO test was used to test
sperm vitality and the SCD test (Halosperm, Ha-
lotech) was used to evaluate sperm DNA frag-
mentation. The AO technique detects the pro-
portion of dead sperm, depending on the degree
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El porcentaje de fragmentacion se midié mediante el test SCD mejo-
rado (Halosperm). Este test nos indica la presencia de roturas de la
cadena de ADN basindonos en el tamano del halo obtenido. En un
espermatozoide fragmentado no observaremos este halo al analizar la
muestra con microscopio de fluorescencia y el fluorocromo GelRed vy,
por el contrario, un espermatozoide con el ADN no fragmentado pre-
senta un halo mayor.

Se utilizé la t de Student para comparacién estatica de medias entre
ambos grupos. Se ha considerado como significativo un valor de
p < 0,05.

Resultados: La proporcién de espermatozoides con ADN desnaturali-
zado detectado con el test de AO se correlacioné significativamente
con la proporcién de espermatozoides con ADN fragmentado, detec-
tado con el test SCD (r = 0,5; p < 0,001). El valor medio del indice
de vitalidad con AO fue de 20,93% (6 = 50) frente al 28,35% (7,3 + 40)
de indice de fragmentacién en las 82 muestras analizadas.

Ademis, también se correlaciona positivamente el valor de los esper-
matozoides con ADN fragmentado o desnaturalizado con la movili-
dad.

Por otra parte, los 2 ensayos mostraron una correlacién estadistica-
mente negativa con la concentracién espermatica.

Discusidn: Este estudio demuestra la correlacion entre los resultados
de vitalidad espermdtica medida con el test de AO y el grado de frag-
mentaciéon de ADN con el SCD. Estos resultados sugieren que podria
utilizarse el test de AO como primera opcién para determinar el dafio
espermatico de la cromatina antes de la realizacién de tests mas costo-
sos o complicados.

Palabras clave: Fragmentaciéon ADN. Vitalidad. Naranja de acridina-
bromuro de etidio. SCD.

medida con el test de naranja de acridina

of nuclear DNA denaturation. Sperm with orange
fluorescence indicate denatured DNA, while tho-
se with green fluorescence contain intact DNA.

The percentage of fragmentation was measured
by the improved SCD test (Halosperm). This test
indicates DNA strand breaks based on the size of
the halo obtained. In fragmented sperm, no halo
is observed when the sample is examined with a
fluorescence microscope and GelRed fluorochro-
me. Sperm with intact DNA show a halo.

Student’s t-test was used to compare the means
between the two groups. Differences of p<0.05
were considered statistically significant.

Results: The proportion of sperm with denatured
DNA detected with the AO test was significantly
correlated with the proportion of sperm DNA
fragmentation detected with the SCD test (r =
0.5, P < 0.001). In the 82 samples analyzed, the
mean vitality index with the AO test was 20.93%
(6 = 50) versus 28.35% (7.3 = 40) for the frag-
mentation index. The proportion of sperm with
denatured or fragmented DNA was also positively
correlated with motility. The two assays showed a
statistically significant negative correlation with
sperm concentration.

Discussion: This study demonstrates a correlation
between the results of sperm vitality measured by
the AO test and the degree of DNA fragmenta-
tion measured by the SCD test. These results su-
ggest that the AO test could be the first option to
determine sperm chromatin damage before more
expensive or complicated tests are performed.

Key words: DNA fragmentation. Vitality. Ethi-
dium bromide/acridine orange. SCD.

INTRODUCCION

Actualmente se estd intentando profundizar en el es-
tudio de la fertilidad masculina. Dentro de este cam-
po, el drea que mas auge tiene en este momento es el
estudio de la integridad de la molécula del ADN en el
espermatozoide!®. Se trata de un parimetro que en
principio se piensa que no estd correlacionado o que
es independiente de los parimetros que analizamos de
forma rutinaria en el laboratorio, y puede ser que ten-
ga cfectos directos en la fecundacién. Hay estudios
que demuestran una relacién con los parametros ruti-
narios®’. Todos consideran que es importante realizar
esta prueba de forma complementaria en pacientes
que tengan algn parimetro alterado.

El ADN del espermatozoide se encuentra unas 6
veces mas compactado que el del cromosoma mitoti-
co. Esta compactacién en bucles es posible gracias a la
accién de las protaminas intercaladas, que sustituyen a
las histonas (proteinas asociadas al ADN en las etapas

iniciales de la espermatogénesis formando los clisicos
nucleosomas), las cuales estabilizan rigidamente la es-
tructura a través de la formacién de puentes disulfuro
entre ellas®. Esta compactaciéon es importante para
proteger al genoma espermdtico de agentes externos
como el estrés oxidativo, el paso a través del epididi-
mo o el tracto reproductivo femenino, ya que una
matriz nuclear estable es crucial en la participacién del
desarrollo embrionario y errores en la organizaciéon
del material genémico pueden producir un serio im-
pacto en el principio del desarrollo.

Los mecanismos que producen el daiio estin en
parte identificados, pero la procedencia del daiio, una
vez que éste se localiza en el espermatozoide maduro
no se puede identificar con facilidad. Se han propues-
to 3 hipétesis principales que explicarfan la presencia
de ADN fragmentado en el espermatozoide.

En la primera se relaciona la existencia de roturas
en la cadena del ADN en células maduras con el in-
tercambio del complejo de histonas por el de prota-
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minas que ocurre en el proceso de la espermiogéne-
sis?. Este intercambio, dirigido a conseguir una mayor
compactacién de la molécula de ADN, genera cierto
nivel de estrés en la torsién de la molécula de ADN,
dado que existe un saper-enrollamiento heredado de
la presencia de histonas. Para eliminar este tipo de
tensiones y facilitar el reemplazamiento de las histonas
por protaminas se genera un cierto nivel de roturas en
las moléculas de ADN que serdn posteriormente repa-
radas!®.

La segunda hipétesis implica al proceso apoptético.
Con el concurso de enzimas nucleoliticas se genera-
rfan roturas de cadena doble en la molécula de
ADN!13 de manera similar a lo que puede ocurrir en
las células somdticas'. La tercera hipétesis propone
que la fragmentacién del ADN es la consecuencia de
un exceso de estrés oxidativo en el tracto reproducti-
vo masculino. Los altos valores de especies reactivas
de oxigeno (ROS) podrian ser consecuencia de su li-
beracion por los leucocitos activados y/o macréfagos,
por e¢jemplo, frente a una respuesta inflamatoria gene-
rada ante un proceso infeccioso. La presencia de célu-
las inmaduras en el eyaculado y que mantienen canti-
dades excesivas de citoplasma, como por e¢jemplo la
presencia de gotas citoplasmdticas proximales o dista-
les’®1 pueden también contribuir a provocar altos
valores de oxidacion de tipo enddgeno en este caso.
El estrés oxidativo puede desencadenarse cuando la
produccién de ROS supera la actividad de los agentes
antioxidantes presentes en el plasma seminal, inclu-
yendo enzimas tales como la superdxido dismutasa, la
catalasa o la glutatiébn peroxidasa, asi como agentes
que bloquean la cascada de reacciones redox. Nor-
malmente, este tipo de daiio suele generar danos en
las bases y roturas en una de las 2 hebras de la doble
cadena del ADN.

Finalmente, debemos tener en cuenta que la pre-
sencia de ADN fragmentado en un espermatozoide
maduro puede ser el resultado de procesos combina-
dos, dado que los mecanismos propuestos en las 3 hi-
potesis no son excluyentes y lo méds probable es que
no operen como fenémenos aislados. Por ejemplo, se
podria asumir que el proceso apoptético y el dano ge-
nerado por ROS puedan estar asociados y lo mismo
podria ocurrir tras un proceso de espermiogénesis
anormal con acumulacién de roturas, hecho que po-
drfa ser detectado por el proceso de senalizacién de la
apoptosis. Adicionalmente a todo este tipo de proce-
sos en los que se produce un incremento en las tasas
basales de dafio espermitico, el manejo de los esper-
matozoides de forma extracorporal puede generar
también cierto daio en el ADN.

Hay diferentes metododologias para analizar la
fragmentaciéon del ADN. Estas técnicas las podemos
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dividir en 2 grupos, en el primero estarfan las técnicas
que marcan las roturas del ADN, porque incorporan
moléculas marcadas con fluorocromos a los extremos
de rotura como son TUNEL (zerminal d-utp nick-
end labeling) *° ¢ ISNT (in situ nick transiation)'*. El
segundo incluye técnicas basadas en la capacidad de
desnaturalizaciéon del ADN debido a las roturas de sus
cadenas y frente a determinados tratamientos, en este
grupo incluimos SCSA (sperm chromatin structurve as-
say)?t23 DBD-FISH (DNA breakage detection-fluo-
rescence in situ hybridation)**, COMETA?*?” y SCD
(sperm chromatin dispersion).

Ademais, también hay otros métodos como el AO
(naranja de acridina) o el TB (azul de toluidina)*~°
basados en propiedades metacromaticas.

— SCD. Se fundamenta en la compactacion del
ADN por accién de las protaminas y las relaciones de
puentes disulfuro que se establecen entre ellas. Anali-
za la diferente descondensacion de la cromatina al tra-
tarse con un medio dcido seguido de una desproteini-
zacién rompiendo los enlaces disulfuro y relajando la
molécula de ADN formando un halo de dispersion al-
rededor de la estructura nuclear central.

Observaremos diferentes tipos de halos, ya que el
ADN no fragmentado producird un halo de disper-
siébn mayor que corresponde a los bucles de ADN
mientras que el ADN fragmentado ve impedida la li-
beracién de estos bucles dando lugar a halos de me-
nor dispersion. Valoraremos el tamano de estos halos
de dispersiéon de la cromatina mediante microscopia,
ya sea de fluorescencia o de campo claro.

La ventaja y a su vez desventaja es que los resulta-
dos no necesitan medir colores o intensidades de fluo-
rescencia y, por tanto, tampoco necesitan de un equi-
po complejo como el citémetro de flujo ni personal
especializado. Por el contrario, la determinacién del
resultado por distintos observadores puede introducir
muchos errores, ya que es una interpretaciéon subjeti-
Va30,31'

— AO. El tipo de fluorescencia emitida por el AO
depende de la existencia de tioles/disulfuros presentes
en las protaminas nucleares que se asocian al ADN.
Dicho fluorocromo se intercala en la doble hélice de
ADN (asociada a protaminas ricas en enlaces disulfu-
ro) como monémero generando una fluorescencia
verde. Tras la desnaturalizacién de la doble hélice
(asociada a protaminas ricas en enlaces tioles), el AO
se une formando agregados, generando una fluores-
cencia naranja.

Es una de las metodologias alternativas nombradas
anteriormente??. Utiliza el mismo principio del SCSA,
ambos estin basados en la susceptibilidad del ADN
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nuclear espermatico en condiciones acidas y las pro-
piedades metacromaticas del AO, pero el resultado se
observa en microscopia de fluorescencia. Aqui es don-
de radica el mayor problema de esta técnica, que es la
subjetividad de la persona que evalGa la muestra, ya
que hay toda una serie de tonalidades intermedias en-
tre el verde y el naranja. Esto también ayuda a que los
resultados no sean muy reproducibles y no distingue
entre pacientes fértiles e infértiles®®. En cambio otros
autores indican que si existen diferencias en los valo-
res de AO en grupos con baja fertilidad y grupos con-
trol**. Como ya hemos dicho es una simplificacién del
método SCSA que no requiere ni citbmetro de flujo
ni a una persona experimentada, aunque esta técnica
tiene un valor predictivo comprometido.

Estas metodologias son variadas, cada una tiene
ventajas y desventajas dependiendo del lugar en el que
vayamos a utilizarlas. Han sido y siguen siendo punto
de mira y de critica por diversos autores, y hay nume-
rosos estudios en los que se compara su eficacia. Por
ejemplo, el de Erenpreiss et al, 2004 en el que com-
paran la técnica de TB con el SCSA y el TUNEL?, o
el de Donald y Evenson, 2005%° donde se compara el
SCD con ¢l SCSA, entre otros.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio hemos analizado 82 muestras de se-
men de pacientes en estudio de fertilidad de la clinica
Tambre. En los 82 casos se analizaron los siguientes
pardmetros: concentracién, movilidad, vitalidad esper-
matica y fragmentacién del ADN. Estos pardmetros se
midieron tras un tiempo licuefaccién /licuacién medio
de 30 min. La concentracién y la movilidad se valo-
ran, para tener un conocimiento previo de la muestra
a evaluar.

Para la concentracién utilizamos una cdmara
Makler®. En ella colocamos 6 nl del eyaculado con el
cubreobjetos y dejamos atemperar en la platina cale-
factada durante 1 min. El recuento lo realizamos en
un microscopio de contraste de fases a 20X, siendo el
procedimiento ideal de barrido el de zig-zag. La ci-
mara Makler consta de 100 cuadraditos (10 X 10),
contamos 10 de esos cuadraditos, ya sea en horizon-
tal, vertical o en diagonal. Lo ideal es contar unas 3
veces los 10 cuadraditos y hacer una media. Este re-
sultado se traduce en millones de spz/ml.

En la valoracién de la movilidad tenemos que dis-
tinguir un aspecto cuantitativo, o porcentaje de esper-
matozoides con movilidad, y un aspecto cualitativo, o
velocidad y direccionalidad de los espermatozoides
moviles. La evaluacion de la movilidad espermitica a
través de la observacién directa con el microscopio

medida con el test de naranja de acridina

optico tiene un handicap importante a tener en cuen-
ta, que es la objetividad, ya que la subjetividad de la
observacién por el operador puede distorsionar el re-
sultado del andlisis. Para su realizacién se colocan 6 pl
del eyaculado en la cdmara Makler y tras el minuto en
la platina calefactada procedemos a valorar la movili-
dad en el microscopio 6tico con objetivo de 20X. El
recuento lo realizamos en un total de 100 spz y los
dividimos en 4 categorias:

— Movilidad activa de grado 3 o categoria a: el mo-
vimiento espermdtico de traslaciéon es rapido, rectili-
neo y cuantitativamente mds importante que el des-
plazamiento lateral de la cabeza.

— Movilidad activa de grado 2 o categoria b: el mo-
vimiento espermdtico de traslacién es progresivo, pero
cuantitativamente menor que en la movilidad activa
de grado 3 y con frecuencia no rectilineo.

— Movilidad activa de grado 1 o categoria c: el mo-
vimiento de traslacién es minimo o inexistente, y de
amplitud semejante al desplazamiento lateral de la ca-
beza y la cola.

— Movilidad de grado 0 o categoria d: son esperma-
tozoides inméviles.

La OMS 1999 aconseja aceptar una muestra de se-
men como normal cuando al menos el 50% de los es-
permatozoides estin dotados de movilidad progresiva
(tipo a + tipo b) o cuando haya mdis de un 25% de
tipo a. Se denomina astenozoospérmico cuando no se
cumple este requisito de movilidad. Actualmente, es-
tos valores han variado debido a la revisién realizada
recientemente OMS 2010, pero en el momento del
estudio éstos fueron los parimetros establecidos.

Vitalidad. Para la determinacién del porcentaje de es-
permatozoides vivos se utilizé la tincién de AO-bro-
muro de etidio que requiere de microscopio de fluo-
rescencia con filtro (Nikon B2A).

Colocamos sobre un portaobjetos una proporcién
1:1 (v/v) de semen vy la solucién de AO-bromuro de
ctidio. Colocamos un cubreobjetos y procedemos a la
lectura lo mis rapido posible, ya que el porcentaje de
los espermatozoides con ADN desnaturalizado au-
menta conforme aumenta el tiempo de exposicién. El
recuento se realizé en 100 espermatozoides con obje-
tivo 40X.

Se considera un eyaculado normal cuando hay mas
del 75% de espermatozoides sin tefiir de color naran-
ja.

Fragmentacion. La fragmentacion la medimos me-
diante el test SCD (Halosperm; Halotech-DNA S.L.,
Madrid, Espana).
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Las muestras de semen se diluyeron con PBS (tam-
pon fosfato salino) hasta alcanzar una concentraciéon
de entre 5 y 10 millones de espermatozoides por ml.
A continuacién se procesa con el kit SCD y para reali-
zar la lectura de las muestras una vez secas se puede
proceder de 2 formas: tenir los portaobjetos con Dift-
Quick y observarlo en microscopio de campo claro, o
con microscopio de fluorescencia anadiendo un fluo-
rocromo. En nuestro caso, las muestras una vez pro-
cesadas se tineron con fluorocromo GelRed, y el re-
cuento se realizd en 300 espermatozoides en un
microscopio de fluorescencia con objetivo de 40X.
Este fluorocromo es muy sensible, extremadamente
estable y poco contaminante para el medio ambiente.
Estd disenado para reemplazar el bromuro de etidio
que es muy toxico y sirve para tenir el ADN] ya sea de
simple o doble cadena, y el ARN en geles de agarosa.

En cada muestra contabilizamos los espermatozoi-
des en 3 grupos:

— Espermatozoides con halo grande y mediano: el
grosor del halo es = a la longitud del didmetro menor
del core.

— Espermatozoides con halo pequeno: el grosor del
halo es = que un tercio del didmetro menor del core,
pudiendo ser de forma irregular o pricticamente ina-
preciable.

— Espermatozoides sin halo y degradados: los que
sin mostrar halo presentan el core fragmentado en gra-
nulos 0 muestran una tincion muy débil.

La suma de los 2 dltimos grupos nos da el valor del
indice de fragmentacion. Tras esta observacién asumi-
mos que los espermatozoides que contienen ADN
fragmentado son los que no presentan halo de disper-
sion.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como medias + desviacién
tipica.

Se utilizé el test de la t de Student para estudiar la
relacién con las variables dicotémicas o nominales, y
el ANOVA con las variables métricas. Una diferencia
de p < 0,05 se ha considerado como estadisticamente
significativa.

Para la elaboracién de la base de datos se utilizd
Microsoft Excel, para el andlisis estadistico el paquete
SPSS for Windows 11.5 y la representacién grifica de
los resultados se realizdé con Apple grapher 2.0 para la
elaboracién de las curvas de regresion logistica.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de concentra-
cién espermatica, movilidad total, porcentaje de es-
permatozoides muertos (valorados con AQO) e indice
de fragmentacién de los 82 casos expresados como
media + desviacion tipica.

El porcentaje de espermatozoides con el ADN des-
naturalizado (muertos) y con ADN fragmentado se
correlaciona significativamente (r = 0,5; p < 0,001)
(fig. 1).

También se ha identificado una relacién entre el
porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmen-
tado y la tasa de inméviles (r= 0,303; p < 0,005) (fig. 2)
y una correlacién entre los espermatozoides con ADN
desnaturalizado y los inméviles (r = 0,306; p < 0,005)
(fig. 3).

No se ha encontrado correlacién entre el porcenta-
je de espermatozoides fragmentados o desnaturaliza-
dos con la concentracién espermdtica.

DISCUSION

En este estudio hemos identificado importantes co-
rrelaciones entre calidad de semen, evaluada por los
parimetros convencionales (concentracion y movili-
dad), y marcadores de la integridad de ADN: estruc-
tura de la cromatina espermdtica y fragmentacién. En
este sentido se ha comprobado que hay una estrecha
correlacién entre los 2 tests y la movilidad espermati-
ca, pero no con la concentraciéon. Podemos aventurar
que la asociacion entre estas 2 pruebas de ADN vy la
movilidad espermatica, en realidad, reflejan las propie-
dades de estos tests de funcién que, aunque miden
caracteristicas diferentes, estan estrechamente relacio-
nadas con la integridad del ADN espermatico.

Por otra parte, la correlacion encontrada entre el
test de AO, que mide desnaturalizacion del ADN, vy el

TABLA 1. Resultados de los 82 casos*

Concentracion (x10¢/ml)

Movilidad (a + b + ¢, %)

Muertos (A0, %) indice de fragmentacion (SCD, %)

n=82 45,57 + 33,38

52,75 + 16,42

20,93 + 10,58 28,35+ 9,35

AO: test de naranja de acridina; SCD: sperm chromatin dispersion.
*Resultados expresados como media + desviacion tipica.
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Figura 1. Correlacién entre el porcentaje de espermatozoides con
anomalias de ADN medido con el test de fragmentacién Halosperm
y con naranja de acridina.
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Figura 2. Correlacion entre el porcentaje de espermatozoides in-
méviles y con anomalfas de ADN (medido con el test de fragmen-
tacién Halosperm).

de fragmentacién, que mide roturas en las cadenas,
aunque légica, ha sido muy discutida en diferentes
publicaciones. Las principales razones de discusion se
basan en la poca fiabilidad que ofrece el test de
AQO%3¢ debido a su falta de subjetividad: problemas
con la rapida evolucién hacia espermatozoides muer-
tos por la fluorescencia y tinciones heterogéneas. Es-
tas dificultades han limitado la aplicacién de rutina de

Figura 3. Correlacion entre el porcentaje de espermatozoides in-
moéviles y con anomalias de ADN (medido con el test naranja de
acridina).

esta técnica en los estudios diagnoésticos de evaluacion
de la fertilidad masculina®”. Para solucionar estos pro-
blemas, Evenson (1980)?! desarroll6 el test de SCSA,
que es similar al de AO, pero ofrece resultados mas
objetivos ya que utiliza citometria de flujo.

Ya que la utilizacién de la técnica de TUNEL que
detecta dafio endégeno de ADN se ha considerado la
mds exacta para cuantificar roturas en las cadenas de
ADN de los espermatozoides®, se han realizado estu-
dios para comparar la técnica de TUNEL con la de
SCSA%® | comprobindose que los resultados que mues-
tran son similares.

Mais adelante se desarrollé el SCD, que analiza la
diferente descondensacién de la cromatina al tratarse
con un medio dcido, seguido de una desproteiniza-
cién, rompiendo los enlaces disulfuro y relajando la
molécula de ADN, formando un halo de dispersion
alrededor de la estructura central®. Posteriormente,
en el 2005, estos mismos autores publicaron una
adaptacion de este test: el Halosperm, el cual, basin-
dose en las mismas propiedades es de facil realizacién
en la rutina del laboratorio®!.

Los resultados obtenidos con este trabajo, con el
cual se demuestra la correlacién existente entre estas
2 pruebas de estudio de ADN, nos pueden servir para
reforzar la importancia del test de AO como rutina
del laboratorio de andrologia. Esta prueba, que es fa-
cil y barata, no necesita observadores experimentados,
pero sin embargo nos proporciona una informacién
muy util de cara al factor pronéstico de infertilidad
masculina.
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medida con el test de naranja de acridina

Pacientes con resultados de necrozoospermia en
funcién del test de desnaturalizacién de ADN debe-
rfan, por tanto, ser candidatos a realizarse un analisis
miés profundo de fragmentaciéon de ADN, que nos
aporte mds informacién respecto a la integridad nu-
clear.

Sin embargo, el valor de estos tests de integridad
de ADN se debe evaluar con los mismos criterios que
cualquier prueba diagnéstica, utilizando una combi-
nacién de pardmetros estadisticos y juicio clinico. Esta
claro que uno de los condicionantes para el éxito en
la reproduccién humana depende de la integridad del
ADN. Ademas, parece también que esta claro que ro-
turas en la cadena de ADN pueden influir en el desa-
rrollo embrionario y como consecuencia en la conse-
cuciéon de embarazo. Sin embargo, todavia no es del
todo conocido cémo estas técnicas, que miden la in-
tegridad de la molécula del ADN, pueden ayudarnos
a identificar problemas de fertilidad y cémo afectan a
la posibilidad de gestacién en reproduccion asistida.

Se necesitan estudios adicionales que definan mejor
el valor clinico de las pruebas de dafio espermitico del
ADN, y el test que pueda resultar mas apropiado para
utilizarse en esta comprobacién.
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