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PALABRAS CLAVE Resumen

Andrologia; Introduccion: El estrés oxidativo en una de las causas que puede explicar la presencia de
Factor masculino; unos niveles elevados de dafo en la molécula de ADN. En 2 cuadros clinicos que afectan
Fragmentacion del ADN a la linea germinal del varon, la leucocitospermia y el varicocele, se reconoce la inciden-
espermatico; cia de niveles elevados de estrés oxidativo.

Halosperm; Objetivos: En el presente trabajo se compararon 2 cuadros clinicos, varicocele y leucoci-
Varicocele; tospermia, con objeto de comprobar si existe una intensidad diferencial de la fragmen-
Leucocitospermia tacion del ADN espermatico.

Material y métodos: Se incluyeron como controles externos donantes de espermatozoi-
des con fertilidad probada y pacientes con factor masculino no determinado. A diferencia
de otros estudios de fragmentacion del ADN espermatico, en este caso, se consideraron
tanto los niveles de fragmentacion absolutos (SDF), como la proporcion de espermatozoi-
des degradados en el total de fragmentados (indice de degradacion [ID]) de acuerdo con
la informacion obtenida tras la aplicacion del test Halosperm.

Resultados: Se demostré un aumento muy significativo de la fragmentacion del ADN es-
permatico en las muestras seminales de pacientes con varicocele y con leucocitospermia.
Los pacientes con varicocele mostraron un ID 2 veces mayor que el observado en pacien-
tes con factor masculino no determinado o en pacientes con leucocitospermia, y 6 veces
mayor que en los donantes.

Discusion: La presencia de unos niveles de estrés oxidativo elevados podria ser una expli-
cacion asumible para justificar los altos niveles de dafo observado en los espermatozoi-
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Introduccién

des de los pacientes tanto con varicocele como con leucocitospermia, pero probablemen-
te estos niveles sean mas elevados en el caso del varicocele ya que los niveles de
degradacion del ADN espermatico son superiores a los observados en cuadros de leucoci-
tospermia.

Conclusiones: Los niveles SDF en los pacientes con leucocitospermia y varicocele son
significativamente mayores que los observados en donantes o en varones con factor mas-
culino no determinado. El ID en muestras de esperma de pacientes con varicocele es el
mas elevado de toda la muestra incluida en el analisis. La determinacién rutinaria del ID
podria tener valor practico, al orientar hacia el diagnostico potencial de varicocele, in-
cluso cuando este sea subclinico.

© 2011 Asociacion Espaiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Publicado por
Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Varicocele, leukocytospermia and its impact on the spermatic DNA fragmentation

Abstract

Introduction: High levels of oxidative stress can explain the presence of high levels of
damage in the DNA molecule. The impact of high levels of oxidative stress in 2 clinical
circumstances affecting the male germ line has been well established: leukocytospermia
and varicocele.

Objective: To assess sperm DNA fragmentation in patients diagnosed with leukocytospermic
and varicocele.

Material and methods: Leukocytospermic and varicocele patients and external controls
(donors with proven fertility and patients with undetermined male factor). Unlike in
other studies of sperm DNA fragmentation, in this study both the proportion of damaged
sperm after using the sperm chromatin dispersion test (Halosperm), and the proportion
of degraded sperm in total fragmented (degradation index [DI]) were taken into
consideration.

Results: A highly significant increase in sperm DNA fragmentation has been observed in
semen samples of patients with varicocele and leukocytospermia. Varicocele patients
showed a DI twice as high as that observed in patients with undetermined male factor or
in patients with leukocytospermia, and 6 times as high as that observed in the donors.
Discussion: The presence of high levels of oxidative stress could be an acceptable
explanation for the high levels of damage observed in the spermatozoa of varicocele
patients or with leukocytospermia; the level of sperm degradation is higher in the case
of varicocele than those observed in leukocytospermia.

Conclusions: SDF levels in patients with leukocytospermia and varicocele are significantly
higher than those observed in donors or men with undetermined male factor. The DI in
sperm samples from patients with varicocele is the highest of all the samples studied in
this analysis. The routine determination of the DI may have a practical value, by guiding
the patient towards the potential diagnosis of varicocele, even when this is subclinical.
© 2011 Asociacion Espanola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by
Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

ambito de actuacion implica tanto los procesos de desarro-
llo del espermatozoide como su manipulacion in vitro. El

El material genético del espermatozoide puede ser danado
por multiples causas, abarcando desde enfermedades de
base genética hasta dafos externos derivados del manejo
ex vivo de las muestras seminales. En particular, el daho
iatrogénico que es inherente al empleo de las nuevas técni-
cas de reproduccion asistida debiera ser controlado y valo-
rado de forma rutinaria en cualquier acto de reproduccion
asistida. El estrés oxidativo es considerado uno de los me-
canismos mas activos en la generacion de dafio celular y su

estrés oxidativo tiene lugar cuando la produccion de espe-
cies reactivas de oxigeno (ERO) excede la capacidad an-
tioxidante; la consecuencia inmediata es la generacion de
dano celular'2. En el semen hay 2 fuentes basicas de pro-
duccion de radicales libres: los propios espermatozoides,
especialmente los inmaduros, y los leucocitos polimorfonu-
cleares?3. Estos ultimos poseen la capacidad de generar
ERO para combatir ciertos agentes patogenos*. Las ERO
pueden alterar la funcionalidad de los espermatozoides,
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principalmente por 2 mecanismos: el primero es un efecto
de peroxidacion de los acidos grasos insaturados, que dafan
la membrana, lo que reduce su movilidad y su habilidad
para fusionarse con el oocito’. En cuanto al segundo meca-
nismo, las ERO modifican la estructura quimica tanto de las
bases puricas y pirimidinicas como también de la desoxiri-
bosa, inestabilizandolas y degenerando en roturas del acido
desoxirribonucleico (ADN) espermatico®. Dentro de los cua-
dros clinicos donde el espermatozoide se puede ver afectado
por estrés oxidativo, destacan por su etiologia las muestras
procedentes de pacientes con varicocele o leucocitospermia.

La fisiopatologia del varicocele es compleja y comprende
multitud de factores, entre los cuales destaca la presencia
de una dilatacion de las venas del cordon espermatico que
drenan el testiculo. Los vasos sanguineos que descienden
por el canal inguinal para nutrir el testiculo ejercen una
compresion no fisiologica de estas venas y provocan la dila-
tacion de las mismas, cuyo grado depende de la intensidad
de la compresion’. El plexo pampiniforme se sitUa alrededor
de la arteria espermatica y funciona como un regulador de
temperatura. Dado que la sangre arterial pierde calor a me-
dida que pasa por el cordon espermatico y la sangre venosa
gana calor en su retorno, si este mecanismo se encuentra
alterado, produce un aumento de la temperatura testicular
de entre 0,6-0,8 °C por encima de lo normal. Este aumento
de la temperatura tiene un impacto en la maduracion del
nlcleo espermatico que conlleva una mayor retencion de
histonas no reemplazadas por protaminas con el consiguien-
te déficit de compactacion y vulnerabilidad de las ERO??.
Ademas, los pacientes con varicocele tienen una mayor pre-
sion sanguinea en la vena espermatica en comparacion con
otros individuos sin varicocele y, en consecuencia, se produ-
ce un paso acelerado de los espermatozoides por el epididi-
mo, lo que dificulta el proceso natural de la expulsion de la
gota citoplasmatica y genera espermatozoides inmaduros. A
su vez, estos espermatozoides contienen organulos intrace-
lulares no procesados que facilitan la formacion de ERO con
el consiguiente incremento del estrés oxidativo™.

La leucocitospermia es el término que se utiliza para de-
finir las muestras seminales que contienen un nimero anor-
malmente alto de leucocitos. Segin la Organizacion Mundial
de la Salud, se considera que una muestra de semen es leu-
cocitospérmica si contiene una concentracion > 1x10° leucoci-
tos/ml eyaculado. La leucocitospermia suele estar asociada
a infecciones en el tracto genital de diferente etiologia y su
prevalencia entre los varones infértiles es muy variable, os-
cilando desde un 2-40%®. En funcion del estado de activa-
cion del leucocito, éste puede liberar citoquinas o ERO,
provocando estrés oxidativo. Asi pues, los macrofagos y los
granulocitos activos pueden liberar perdxido de hidrogeno,
radicales libres de oxigeno, asi como reactivos derivados de
agentes nitrogenados*®. El grado de dano que pueden pro-
ducir los productos de los leucocitos sobre los espermato-
zoides es variable y depende del lugar anatomico donde
tenga lugar, del tiempo de exposicion a esos productos y de
la capacidad de activacion de los sistemas de defensa de los
espermatozoides’.

El efecto del dano oxidativo del ADN en el espermatozoide
no es facil de analizar. Las técnicas al uso para su caracteriza-
cion, TUNEL, SCSA, SCD-Halosperm u otro tipo de estrategias,
determinan la presencia de roturas de las cadenas del ADN,

pero no identifican las posibles modificaciones que sufren las
bases nitrogenadas, tales como la presencia de 8-OHdG,
8-OHdA, timina-glicol, uracil-glicol, residuos de urea, 5-OHdU,
5-0OHdC o hidantoina®"'. Sin embargo, la técnica de SCD-Ha-
losperm, a diferencia de otras técnicas para medir el dano en
el ADN del espermatozoide, identifica un tipo peculiar de es-
permatozoides altamente fragmentados y considerados como
degradados tanto en su componente de ADN como en el de sus
proteinas nucleares y cuya frecuencia puede ser relativamen-
te alta en los pacientes con varicocele'> .

El objetivo esencial de este trabajo es comparar estos 2
cuadros clinicos en los que se ha reconocido la incidencia
de altos niveles de estrés oxidativo para comprobar si esta
situacion da lugar a un incremento significativo en la fre-
cuencia de espermatozoides con ADN fragmentado y si exis-
ten diferencias o no entre ambos grupos en la distribucion
de los niveles de daio, especialmente en la proporcion re-
lativa de espermatozoides de tipo “degradado”.

Material y métodos
Muestras seminales

Se utilizaron un total de 268 muestras de donantes (D) y
pacientes con distintas patologias. Los grupos se establecie-
ron en funcion de la determinacion clinica del paciente:
muestras de donantes con fertilidad probada (D; n = 50), mues-
tras de pacientes infértiles que lograron un embarazo con
ayuda de técnicas de reproduccion asistida (pacientes in-
fértiles; n = 55); muestras de pacientes con presencia de
leucocitos y/o macrofagos (L/M; n = 72); muestras de pa-
cientes con varicocele subclinico (Vsub; n = 34); pacientes
con varicocele clinico (Vcl; n = 43) y, finalmente, pacientes con
varicocele indeterminado (Vin; n = 14). Los pacientes con va-
ricocele clinico fueron diagnosticados mediante palpacion o
examen visual segln los criterios de Dubin'®, mientras que
el diagnostico de varicocele subclinico fue realizado me-
diante ecografia Doppler". Finalmente, debido a la variabi-
lidad que existe y segln el nivel de experiencia entre los
diferentes especialistas a la hora de determinar el grado y
tipo de varicocele, en el grupo de pacientes con varicocele
indeterminado se incluyeron aquellos pacientes en los que
el tipo o la severidad del varicocele no pudieron ser clara-
mente determinados. Los valores de normalidad para la
leucocitosperia se establecieron en < 1x10° leucocitos/ml.

Andlisis de la fragmentacion del acido
desoxirribonucleico

Existen diversas técnicas para detectar el dafio del ADN es-
permatico. En nuestro caso se utilizé el test Sperm Chroma-
tin Dispersion (SCD) en su version comercial Halosperm-Gil|
(Halotech SL, Madrid, Espaia) dado que esta metodologia
nos permite identificar los espermatozoides con el nucleo
degradado. Basicamente, el método consiste en someter
una muestra de semen a un tratamiento acido inicial que
desnaturaliza el ADN en caso de estar fragmentado y, poste-
riormente, a una desproteinizacion controlada que extrae
la mayor parte de las proteinas nucleares. En los esperma-
tozoides sin fragmentacion del ADN se producen nucleoi-
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des con grandes halos de bucles de ADN emergiendo de un
core central (fig. 1), mientras que los nucleoides de esper-
matozoides con ADN fragmentado no muestran halo de dis-
persion o es minimo (fig. 1). Para ello, en un primer paso, la
muestra de semen se diluye en buffer fosfato salino hasta
alcanzar una concentracion de 5-10 millones de espermato-
zoides por ml. Un Eppendorf con 50 ul de agarosa solidifica-
da dispensada en el kit se introduce con ayuda de un flota-
dor en agua y se incuba durante 2 minutos en el microondas
a 750 W. Una vez que la agarosa esta liquida, el Eppendorf
con el flotador se introduce en un bafo con agua a 37 °Cy
se mantiene 5 minutos hasta que la agarosa se atempere. Se
anaden 25 pl de la muestra de semen al Eppendorf con 50
wl de agarosa liquida. Se mezcla bien y se coloca aproxima-
damente una gota de 15-20 pl sobre un portaobjetos pre-
tratado y se cubre utilizando un cubreobjetos de 18 x 18
mm o 20 x 20 mm, respectivamente. Se coloca el portaob-
jetos sobre una superficie preenfriada (de metal o cristal) y
se deja en el frigorifico a 4 °C durante 5 minutos para que
la muestra gelifique.

De forma paralela, se preparan tanto la solucion desnatu-
ralizante como la solucion de lisis. Una vez retirado el por-
taobjetos de la muestra gelificada, se incuba el portaobjetos
en posicion horizontal durante 7 minutos en la solucion des-
naturalizante para, a continuacion, realizar la desproteini-
zacion. Para ello, el portaobjetos se incuba en una bandeja
que contiene 10 ml de solucion de lisis durante 25 minutos.
Trascurrido ese tiempo, se deshidratan los portaobjetos du-
rante 2 minutos en una serie de alcoholes (70-100%). Final-
mente, las preparaciones se secan a temperatura ambiente
y se almacenan en oscuridad hasta su estudio.

Si bien las preparaciones se pueden teiir para ser evalua-
das en microscopia de campo claro, en nuestro caso no se
utilizo la tincion recomendada por el fabricante y las mues-
tras se analizaron con microscopia de fluorescencia utili-
zando EvaGreen (Biotium, Hayward, CA, EE. UU.) como
fluorocromo para tefiir ADN. Este se prepar6 a una concen-
tracion final 10X en buffer fosfato salino. El fluorocromo se
diluy6 para su utilizacion con un agente retardador de la
caida de la intensidad de la fluorescencia (Vectashield®:
Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA EE.UU.) en una
proporcion 1:1. Las preparaciones se analizaron utilizando
un microscopio de epifluorescencia Leica DMLA motorizado
con software automatico para rastreo y digitalizacion de las
imagenes (Leica Microsystems, Barcelona, Espana). El equi-
po va dotado de una fuente de fluorescencia metal hialide
Leica EL6000 y se utilizd un objetivo Leica plan-Fluotar 40x
para la obtencion de las imagenes sobre una CCD Leica
DFC350 FX, (Leica Microsystems, Barcelona, Espafa).

Analisis estadisticos

El analisis estadistico de los datos se realizo con el progra-
ma IBM® SPSS® Statistics (Chicago, IL, EE.UU.) para entorno
Windows. Las comparaciones de los datos obtenidos entre
los diferentes grupos se llevaron a cabo mediante test no
parametricos (Kruskal-Wallis para comparar valores entre
varios grupos y Mann-Whitney para comparar valores en-
tre 2 grupos). La dependencia entre variables se estudio
mediante el test de correlacion de Pearson aplicando ajus-
tes de la relacion lineal.

Fragmentado

Figura 1 Visualizacion de la integridad del ADN espermatico
utilizando Halosperm. Notese que los espermatozoides degra-
dados muestran no sélo una fluorescencia para ADN mas reduci-
da que en el caso de los fragmentados, sino también que el core
residual de cromatina se encuentra notablemente alterado.

Resultados
Halosperm y morfologia nuclear espermatica

Tras la aplicacion del test SCD, la cabeza del espermatozoi-
de sin ADN fragmentado muestra un halo periférico de difu-
sion de bucles de ADN alrededor de un core central compac-
to correspondiente a la cabeza residual (fig. 1). El tamafo
del halo puede ser grande o mediano, tomando como refe-
rencia el diametro menor del core. En el caso de presentar
ADN fragmentado, el core puede aparecer sin halo o tener-
lo muy reducido o bien puede no presentar halo y mostrarse
como “degradado”. Estos espermatozoides son muy carac-
teristicos ya que presentan un core muy afectado (fig. 1).
Esto no ocurre en los espermatozoides con halo pequeno o
sin halo, los cuales también presentan fragmentacion del
ADN pero con un core perfectamente definido.

Analisis de la fragmentacion del acido
desoxirribonucleico espermatico en los distintos
grupos

Se analizaron un total de 268 muestras seminales, obteni-
das tras la eyaculacion y licuacion, para determinar la fre-
cuencia de espermatozoides con ADN fragmentado (SDF)
mediante el test Halosperm. De cada una de las muestras,
se calculo el indice de fragmentacion: SDF = % de esperma-
tozoides con halo pequefio + sin halo + degradados, asi
como el indice de degradacion: ID = % de espermatozoides
degradados / % SDF. Los resultados de la estadistica descrip-
tiva para los valores obtenidos de SDF e ID para cada uno de
los grupos se muestran en la figura 2. En la tabla 1 se mues-
tran los valores medios de SDF desglosada en 2 componen-
tes (halo pequefo/sin halo y degradados) junto con el ID.
Con objeto de analizar si existen diferencias significati-
vas en el dano basal del ADN espermatico entre los distintos
grupos, se compararon el SDF (fig. 2A) e ID (fig. 2B) entre los
distintos grupos utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. Se
asumio como hipétesis nula (H,) que la distribucion de los
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Figura 2 Grafico box-plot multiple en que se muestran los niveles de SDF por grupo de pacientes (A) y los indices de degradacion

estimados por grupo (B).

Tabla 1 Distribucion de los valores medios de fragmentacion del acido desoxirribonucleico espermatico por grupos de pacien-
tes

Grupo SDF % halo pequeno/sin halo % degradados indice de degradacion

D (n = 50) 11,49 10,83 0,66 0,06

PI (n = 55) 32,85 28,81 3,41 0,11

L/M (n = 72) 49,85 41,74 8,11 0,16

Vsub (n = 34) 59,31 37,97 21,34 0,36

Vcl (n = 43) 47,83 31,68 16,15 0,34

Vin (n = 14) 70,94 45,22 25,72 0,36

Los datos globales de fragmentacion se muestran desglosados en las dos subpoblaciones (halo pequefo/sin halo y degradados). Se in-

cluye también el indice de degradacion por grupo de pacientes.

D: donantes; L/M: leucocitos y/o macrofagos; Pl: pacientes infértiles; SDF: fragmentacion del ADN; Vcl: varicocele clinico; Vin: vari-
cocele indeterminado; Vsub: varicocele subclinico. SDF expresado en porcentaje.

datos de SDF y el ID es igual para todos los grupos, mientras
que la hipotesis alternativa (H,) asume que si existen dife-
rencias en las distribuciones. Rechazamos la H, tanto para
el caso de los valores estimados de SDF (x%: 144,9; gl 5; p <
0,05) como de ID (x%: 192,2; gl 5; p < 0,05).

De igual forma, se apreciaron diferencias significativas
entre los 3 grupos de varicocele para los niveles de SDF (x%:
14,5; gl 2; p < 0,0007) y del ID (x%: 14,0; gl 2; p < 0,0008).
Sin embargo, tomadas en conjunto, las muestras de varico-
cele mostraron SDF mas altos que las de leucocitospermia, y
éstas, a su vez mas altas que en las de individuos infértiles
que lograron embarazo mediante técnicas de reproduccion
asistida. Habria que resaltar que el ID fue particularmente
elevado en el caso de los pacientes con varicocele (ID = 0,35
de media en los diferentes casos), siendo el doble del obser-
vado en los pacientes con leucocitospermia (ID = 0,16) y 6
veces mayor que el observado en los donantes (ID = 0,06).

Finalmente, se aplico el test de correlacion de Pearson
para comprobar si existia relacion de dependencia lineal en-
tre el porcentaje de espermatozoides degradados y el por-
centaje de espermatozoides con ADN fragmentado (excluidos

los degradados) presentes en cada muestra. Se demostroé una
correlacion positiva (fig. 3) (R2 0,619; p < 0,000), por lo que
en general los indices de degradacion espermatica eran mas
elevados a medida que aumentaban los valores de la frag-
mentacion basal. Sin embargo, cuando se analizaron los gru-
pos de individuos por separado, los coeficientes de ajuste
cambiaron para cada cuadro clinico. El orden de los grupos en
funcién de la correlacion lineal ordenada desde valores de R
menores a mayores fue: donantes (R2 = 0,21), muestras con
leucocitos y macréfagos (R2 = 0,33), pacientes con varicocele
subclinico (R2= 0,38), pacientes infértiles que dan embarazo
(R2 = 0,54), pacientes con varicocele clinico (R2 = 0,70) y
pacientes con varicocele indeterminado (R2 = 0,70). Los 3
Ultimos grupos mostraban una correlacion lineal fuerte.

Discusion

Los resultados que se presentan en este trabajo nos permi-
ten establecer, al menos, 2 hechos que debiéramos tener en
cuenta en el momento de valorar las muestras seminales de
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Figura 3 A) Representacion grafica de la relacion lineal entre el porcentaje de espermatozoides degradados y el porcentaje de
espermatozoides con ADN fragmentado (excluyendo los degradados) para todas las muestras (n = 268). B) Representacion grafica
de la relacion lineal entre el porcentaje de espermatozoides degradados y el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado
(excluyendo los degradados) con lineas de ajuste por cada grupo de pacientes.

D: donantes; L/M: leucocitos y/o macrofagos; Pl: pacientes infértiles; SDF: fragmentacion del ADN; Vcl: varicocele clinico; Vin:

varicocele indeterminado; Vsub: varicocele subclinico.

los pacientes: 1) los indices de fragmentacion espermatica
basal son mas elevados, con respecto a individuos con un
seminograma normal, en determinadas patologias tales
como el varicocele o la leucocitospermia. En la misma di-
reccion se comporta el grupo de pacientes en los que el
factor masculino se ve afectado por causas de etiologia no
determinada, y 2) los espermatozoides degradados, consi-
derados como una subpoblacion de los espermatozoides con
ADN fragmentado, se ven representados de forma distinta
dependiendo del cuadro clinico al que nos enfrentemos. En
particular, los pacientes que presentan varicocele muestran
indices de degradacion muy elevados, de tal modo que 1 de
cada 2 espermatozoides con ADN fragmentado es de tipo de-
gradado, de promedio. Este indice es del orden de dos veces
mayor que el observado en los otros cuadros clinicos. Es de-
cir, los espermatozoides degradados constituyen una propor-
cion relativamente alta dentro de los que contienen el ADN
fragmentado. Este indice de degradacion en el caso de los
pacientes con varicocele puede llegar a ser 6 veces mayor
que en los donantes donde se encontraria un espermatozoide
degradado por cada 17 con ADN fragmentado, de promedio.

Se considera que las muestras seminales que presentan
algun factor masculino asociado muestran indices de frag-
mentacion alterados y que estos suelen ser superiores al
valor de normalidad establecido, que se encuentra en torno
a valores no mayores de un 20% de espermatozoides afecta-
dos''8. En el caso particular del varicocele, los pacientes
no eluden esta regla y los indices de fragmentacion son mas
elevados que los de los varones fértiles, hecho que se con-
firma en este estudio. Sin embargo, el porcentaje promedio

de espermatozoides con ADN fragmentado determinado con
técnicas tales como el SCSA genera valores medios de frag-
mentacion para los casos de varicocele de aproximadamen-
te un 25%", mientras que si la técnica aplicada es el TUNEL,
estos valores se sit(an en torno al 23%%. Nuestros resulta-
dos utilizando el kit de Halosperm, si bien concuerdan con
la observacion de ese incremento, no lo hacen en los valo-
res registrados ya que los sitla en valores medios de SDF
mas elevados, del 50%. Esta situacion puede reflejar una
sensibilidad diferencial para detectar dafo del ADN depen-
diendo de la técnica aplicada y que es mayor en el caso de
Halosperm. De hecho, el test Halosperm permite diferen-
ciar el dafo en 3 niveles diferentes de espermatozoides con
ADN fragmentado: halos muy reducidos, ausencia de halo
(estos 2 tipos con un core compacto) y “espermatozoides
degradados” (sin halo y con un core muy afectado). Con
otro tipo de técnicas del tipo TUNEL o SCSA no se pueden
distinguir, por ejemplo, los espermatozoides considerados
como degradados y no podemos calibrar su contribucion fi-
nal al indice de fragmentacion total. Los elevados niveles
de dano observados en el presente estudio y asociados al
varicocele concuerdan con los publicados recientemente
por otros autores utilizando también Halosperm™. Los 3
subgrupos establecidos en los pacientes con varicocele tie-
nen los ID mas altos que el resto de los grupos. Las medias
de SDF de pacientes con varicocele subclinico, varicocele
clinico o de varicocele indeterminado son SDF = 58,8%, SDF
=47,8% y SDF = 70,9%, respectivamente. De igual forma, los
ID (ID = 0,36; 0,34; 0,36, respectivamente) son relatores
explicitos del dano masivo que esta ocurriendo en el nicleo
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celular. De hecho, el varicocele es el Unico cuadro clinico
en el que se sabe con certeza que el estrés oxidativo esta
exacerbado y tiene su reflejo directo en la calidad del ADN
espermatico?'. De hecho, se ha demostrado que los pacien-
tes con varicocele tienen un aumento significativo del anion
superdxido y de la actividad de las ERO, ademas de otros
productos toxicos para el espermatozoide?. La relacion en-
tre unos niveles elevados de estrés oxidativo y la SDF esper-
matica es un hecho bien documentado en la literatura y se
ha constatado que los varones infértiles suelen presentar
niveles significativamente mayores de ERO que los férti-
les®>24, Asimismo, estos pacientes tienen niveles menores
de antioxidantes?. De forma paralela, se ha comprobado
que existe una correlacion positiva entre la generacion de
estrés oxidativo en los espermatozoides y el incremento del
dafo en el ADN espermatico??’. Si bien, en el presente es-
tudio se muestran diferencias significativas, particularmen-
te en la proporcion de espermatozoides degradados en cada
grupo de pacientes con varicocele. Este aspecto, que pu-
diera tener cierta logica, tendria que ser analizado con un
nimero mayor de pacientes para poder establecer rangos
mas claros de separacion si los hubiere. De hecho, en otros
estudios, la distribucion del dafo en las muestras de varico-
cele no permite asociar un determinado rango de frecuen-
cia de espermatozoides con SDF tal que pueda orientar so-
bre la gravedad de la enfermedad?. Esto ocurre, en cierta
medida, al considerar la fragmentacion total en nuestro
modelo experimental, pero no cuando separamos y compa-
ramos las subpoblaciones de espermatozoides degradados.

Es interesante resaltar el hecho de que los cuadros clini-
cos asociados con leucocitospermia no resultan tan agresi-
vos sobre el espermatozoide como lo son los cuadros de va-
ricocele. Los valores medios del dafio total producido en los
pacientes L/M (SDF = 49%) son ligeramente inferiores
a los obtenidos en los cuadros de varicocele, pero no existen
diferencias significativas claras (Mann-Whitney; Wilcoxon:
W =3.757, P = 0,107). Sin embargo, cuando se comparan los
ID, los 2 grupos difieren significativamente (Mann-Whitney;
Wilcoxon: W = 5.559, P = 0,000). Estos resultados nos obli-
gan a reconsiderar parcialmente una de nuestras hipotesis
de partida en la que planteabamos que en los pacientes con
leucocitospermia, los indices de dafo en el ADN espermati-
co podrian ser elevados y equiparables a los encontrados en
varicocele. Sin embargo, la comparacion del dafio sufrido
por el ADN en los pacientes con varicocele y con leucocitos-
permia no deja dudas sobre que si bien en ambos tipos de
cuadro clinicos la presencia de ERO parece estar implicada,
en el valor total del dano producido no es equiparable. Al
igual que ocurre en el varicocele, existen multiples trabajos
en los que se ha establecido una relacion entre la presencia
de leucocitos activos y la generacion de ERO a través de un
aumento del estrés oxidativo*?*2, Sin embargo, la inciden-
cia efectiva de ERO asociada a presencia de leucocitos es un
tema polémico dado que algunos autores no estan de acuer-
do con la idea de una correlacion perfecta entre presencia
de leucocitos e incremento en los niveles de estrés oxidati-
vo y, consecuentemente, dafo en el espermatozoide, ya
que los leucocitos pueden no estar activados?-32. No existe
un consenso respecto a la influencia negativa de los leuco-
citos en el semen e incluso hay estudios que sugieren que
los leucocitos juegan un papel positivo al fagocitar esper-

matozoides defectuosos®*. En este sentido, la fuerte disper-
sion de los valores del dafo, tanto en los parametros de SDF
como de ID en el grupo de pacientes L/M (fig. 2), pueden
estar reflejando esta circunstancia, de forma tal que las
células extra presentes en el eyaculado pueden generar ni-
veles de ERO muy variables que se traducen en diferentes
niveles de dano. Recientemente, se ha constatado que exis-
te una clara asociacion entre la cantidad de leucocitos pre-
sentes en la muestra seminal y la calidad espermatica®, lo
cual refuerza la posibilidad de una dispersion del dafo re-
gistrado como consecuencia de esta variabilidad. En el caso
del varicocele, la situacion puede ser un poco diferente
dado que la dilatacion permanente de las venas espermati-
cas da lugar a una hiperproduccion crénica de 6xido nitrico,
que reacciona con el anion superoxido produciendo peroxi-
nitrito, el cual es un agente oxidante muy potente3+36. Ade-
mas, los espermatozoides de las muestras de individuos con
varicocele suelen retener la gota citoplasmatica como con-
secuencia de un proceso de inmadurez y esto supone una
fuente de ERO muy activa®”-%. Asi pues, mientras que el es-
trés oxidativo que afecta al varicocele puede tener un ori-
gen intratesticular, intenso y continuo, el dafo por una ac-
tividad elevada de ERO via leucocitos, podria ser mas
transitorio en el espacio y el tiempo.

En cualquiera de los casos, el ID observado en las muestras
analizadas tiene una relevancia singular en el marco de este
tipo de estudios, dado que ofrece unas diferencias muy signi-
ficativas entre los grupos de pacientes que no se observan de
forma tan nitida con los valores obtenidos al estimar la SDF
total, es decir, sin establecer la discriminacion de los esper-
matozoides degradados dentro de los espermatozoides con
ADN fragmentado. Por lo tanto, y de acuerdo con los resulta-
dos aqui obtenidos, pensamos que valores de ID del ADN es-
permatico superiores a 0,30 no solo nos indican un grado alto
de afectacion de la molécula de ADN, sino también que este
valor se podria utilizar como marcador potencial de presencia
de varicocele. Actualmente, las determinaciones del ID se es-
tan extendiendo a multiples patologias androldgicas con ma-
yor nimero de individuos y esperamos poder confirmar los
resultados aqui presentados. En cualquiera de los casos, si en
un estudio de fragmentacion de ADN espermatico se detecta
la presencia de una proporcion elevada de espermatozoides
degradados en el conjunto de espermatozoides con ADN frag-
mentado, independiente de la cifra global de fragmentacion,
se deberia confirmar con los métodos diagnosticos clasicos la
posible presencia de varicocele, incluso si éste es subclinico.

Agradecimientos

Los autores quieren agradecer a Altea Gosalbez y a Francis-
ca Arroyo su inestimable colaboracion en el procesado de
muchas de las muestras utilizadas en el presente trabajo,
realizado con fondos del Ministerio de Ciencia y Tecnologia:
BFU2010-16738/BFI.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no tienen ningun conflicto de in-
tereses.



10 B. Rodriguez et al
Bib[iograﬁa 20. Chen Ch, Lee SS, Chen DC, Chien HH, Chen IC, Chu YN, et al.
Apoptosis and kinematics of ejaculated spermatozoa in pa-

1. Tremellen K. Oxidative stress and male infertility: a clinical tients with varicocele. J Androl. 2004;25:348-53.
perspective. Hum Reprod Update. 2008;14:243-58. 21. Hendin BN, Kolettis PN, Sharma RK, Thomas AJ Jr, Agarwal A.

2. Henkel RR. Leukocytes and oxidative stress: dilemma for sperm Varicocele is associated with elevated spermatozoal reactive
function and male fertility. Asian J Androl. 2011;13:43-52. oxygen species production and diminished seminal plasma an-

3. Said TM, Agarwal A, Sharma RK, Thomas AJ Jr, Sikka SC. Impact tioxidant capacity. J Urol. 1999;161:1831-4.
of sperm morphology on DNA damage caused by oxidative stress 22. Alvarez JG, Touchstone JC, Blasco L, Storey BT. Spontaneous lipid
induced by beta-nicotinamide adenine dinucleotide phospha- peroxidation and production of hydrogen peroxide and superoxide
te. Fertil Steril. 2005;83:95-103. in human spermatozoa. Superoxide dismutase as major enzyme

4. Aitken RJ, Buckingham DW, Brindle J, Gomez E, Baker HW, Irvine protectant against oxygen toxicity. J Androl. 1987;8:338-48.

DS. Andrology: Analysis of sperm movement in relation to the 23. Sharma RK, Pasqualotto AE, Nelson DR, Thomas AJ Jr, Agarwal
oxidative stress created by leukocytes in washed sperm prepara- A. Relationship between seminal white blood cell counts and
tions and seminal plasma. Hum Reprod. 1995;10:2061-71. oxidative stress in men treated at an infertility clinic. J Androl.

5. De Lamirande E, Tsai C, Harakat A, Gagnon C. Involvement of 2001;22:575-83.
reactive oxygen species in human sperm acrosome reaction in- 24. Ochsendorf FR, Thiele J, Fuchs J, Schiittau H, Freisleben HJ,
duced by A23187, lysophosphatidylcholine, and biological fluid Buslau M, et al. Chemiluminescence in semen of infertile men.
ultrafiltrates. J Androl. 1998;19:585-94. Andrologia. 1994;26:289-93.

6. Wiseman H, Halliwell B. Damage to DNA by reactive oxygen and 25. Koca Y, Ozdal OL, Celik M, Unal S, Balaban N. Antioxidant activ-
nitrogen species: role in inflammatory disease and progression ity of seminal plasma in fertile and infertile men. Arch Androl.
to cancer. Biochem J. 1996;313;17-29. 2003;49:355-9.

7. Hopps CV, Lemer ML, Schlegel PN, Goldstein M. Intraoperative 26. Moustafa MH, Sharma RK, Thornton J, Mascha E, Abdel-Hafez
varicocele anatomy: a microscopic study of the inguinal versus MA, Thomas AJ Jr, et al. Relationship between ROS production,
subinguinal approach. J Urol. 2003;170:2366-70. apoptosis and DNA denaturation in spermatozoa from patients

8. Yanushpolsky EH, Politch JA, Hill JA, Anderson DJ. Is leuko- examined for infertility. Hum Reprod. 2004;19:129-38.
cytospermia clinically relevant? Fertil Steril. 1996;66:822-5. 27. Kao SH, Chao HT, Chen HW, Hwang TI, Liao TL, Wei YH. In-

9. Aitken R, West KM. Analysis of the relationship between reac- crease of oxidative stress in human sperm with lower motility.
tive oxygen species production and leucocyte infiltration in Fertil Steril. 2008;89:1183-90.
fractions of human semen separated on Percoll gradients. Int J 28. Iwasaki A, Gagnon C. Formation of reactive oxygen species in
Androl. 1990;13:433-51. spermatozoa of infertile patients. Fertil Steril. 1992;57:409-16.

10. Storey BT. Biochemistry of the induction and prevention of li- 29. Tomlinson MJ, Barratt CL, Cooke ID. Prospective study of leuko-
poperoxidative damage in human spermatozoa. Mol Hum Re- cytes and leukocyte subpopulations in semen suggests they are
prod. 1997;3:203-13. not a cause of male infertility. Fertil Steril. 1993;60:1069-75.

11. Alvarez JG, Gosalvez J. Role of protamine disulfide cross link- 30. Kaleli S, Ocer F, Irez T, Budak E, Aksu MF. Does leukocytospermia
ing in counteracting oxidative damage to DNA. In Studies on associate with poor semen parameters and sperm functions in
Men’s Health and Fertility. Edited by Agarwal A, Aitken J and male infertility? The role of different seminal leukocyte concen-
Alvarez JG. Springer Science and Business Media. Inc. NY. EE. trations. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. 2000;89:185-91.
UU. 2011. (De proxima aparicion). 31. Ziyyat A, Barraud-Lange V, Sifer C, Ducot B, Wolf JP, Soufir JC.

12. Fernandez JL, Muriel L, Goyanes V, Segrelles E, Gosalvez J, Paradoxical increase of sperm motility and seminal carnitine
Enciso M, et al. Simple determination of human sperm DNA associated with moderate leukocytospermia in infertile pa-
fragmentation with an improved sperm chromatin dispersion tients. Fertil Steril. 2008;90:2257-63.

(SCD) test. Fertil Steril. 2005;84:833-42. 32. Lackner JE, Agarwal A, Mahfouz R, Du Plessis SS, Schatzl G. The

13. Enciso M, Muriel L, Fernandez JL, Goyanes V, Segrelles E, Mar- association between leukocytes and sperm quality is concen-
cos M, et al. Infertile men with varicocele show a high relative tration dependent. Reprod Biol Endocrinol. 2010;8:12.
proportion of sperm cells with more intense nuclear damage 33. Tomlinson MJ, White A, Barratt CL, Bolton AE, Cooke ID. The re-
level in the population with fragmented DNA, evidenced by the moval of morphologically abnormal sperm forms by phagocytes: a
sperm chromatin dispersion (SCD) test. J Androl. 2006;27:106- positive role for seminal leukocytes? Hum Reprod. 1992;7:517-22.
11. 34. Mitropoulos D, Deliconstantinos G, Zervas A, Villiotou V, Dimo-

14. Garcia-Peird A, Oliver-Bonet M, Navarro J, Abad C, Amengual MJ, poulos C, Stavrides J. Nitric oxide synthase and xanthine oxi-
Lopez-Fernandez C, et al. Differential clustering of sperm sub- dase activities in the spermatic vein of patients with varico-
populations in infertile males with clinical varicocele and carriers cele: a potential role for nitric oxide and peroxynitrite in
of rearranged genomes. J Androl. 2011. (De proxima aparicion). sperm dysfunction. J Urol. 1996;156:1952-8.

15. Lee J, Binsaleh S, Lo K, Jarvi K. Varicoceles: the diagnostic di- 35. Romeo C, lentile R, Santoro G, Impellizzeri P, Turiaco N, Impala
lemma. J Androl. 2008;29:1436. P, et al. Nitric oxide production is increased in the spermatic

16. Hirsh AV, Cameron KM, Tyler JP, Simpson J, Pryor JP. The Dop- veins of adolescents with left idiophatic varicocele. J Pediatr
pler assessment of varicoceles and internal spermatic vein re- Surg. 2001;36:389-93.
flux in infertile men. Br J Urol. 1980;52:50-6. 36. Turkyilmaz Z, Giilen S, Sonmez K, Karabulut R, Dinger S, Can

17. Agarwal A, Allamaneni SS. The effect of sperm DNA damage on Basaklar A, et al. Increased nitric oxide is accompanied by lipid
assisted reproduction outcomes. A review. Minerva Ginecol. oxidation in adolescent varicocele. Int J Androl. 2004;27:183-7.
2004;56:235-45. 37. Ollero M, Gil-Guzman E, Lopez MC, Sharma RK, Agarwal A, Larson

18. Bungum M, Bungum L, Giwercman A. Sperm chromatin struc- KL, et al. Characterization of subsets of human spermatozoa at
ture assay (SCSA): a tool in diagnosis and treatment of infertil- different stages of maturation: implications in the diagnosis and
ity. Asian J Androl. 2011;13:69-75. treatment of male infertility. Hum Reprod. 2001;16:1912-21.

19. Saleh RA, Agarwal A, Sharma RK, Said TM, Sikka SC, Thomas AJ 38. Zini A, Defreitas G, Freeman M, Hechter S, Jarvi K. Varicocele

Jr. Evaluation of nuclear DNA damage in spermatozoa from in-
fertile men with varicocele. Fertil Steril. 2003;80:1431-6.

is associated with abnormal retention of cytoplasmic droplets
by human spermatozoa. Fertil Steril. 2000;74:461-4.



