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1. RESUMEN

1.1. Resumen

INTRODUCCION: Mdltiples factores podrian ejercen un impacto potencial
sobre la calidad seminal humana, y de hecho los determinantes de la variabilidad de
la calidad seminal son aiin ampliamente desconocidos. Los habitos de vida (sexuales,
dieta, ejercicio fisico, estrés, tabaco, alcohol, cafeina, etc.) y un marcador de
exposicion prenatal a andrégenos [distancia anogenital, (AGD)] podrian ser factores
importantes y que podrian estar involucrados en esta cuestion. Por tanto, el objetivo
general de este trabajo fue describir y analizar los factores asociados a la variabilidad

de la calidad seminal humana.

MATERIAL Y METODO: Se llevd a cabo un estudio prospectivo y de
seguimiento realizando medidas repetidas de andlisis de calidad seminal en 19
varones voluntarios sanos durante un afio. La obtencién de las muestras seminales
fue aproximadamente cada 4-6 semanas. Siguiendo las directrices de la OMS, se
evaluaron el volumen, concentracidn, recuento total, movilidad y morfologia
espermatica y la fragmentacion del ADN espermatico. Se tomaron dos tipos de
mediciones de AGD, desde el ano hasta la base posterior del escroto (AGDas) y hasta
la insercidn cefdlica del pene (AGDap) en cada individuo. Los sujetos cumplimentaron
encuestas epidemioldgicas sobre habitos de vida y exposiciones ambientales en cada
una de las entrevistas. Se calculd el porcentaje de coeficiente de variacion (CV)
intraindividual (%CVi) y el CV interindividual (%CVe) para los parametros seminales y
la fragmentacion del ADN espermatico, y se examinaron sus diferencias estadisticas
con respecto a sus respuestas a los factores estudiados. La asociacién entre la AGD y
los parametros seminales se estudid utilizando tres herramientas estadisticas: a)
coeficiente de variacion general (CV) y coeficiente de variacién intraindividual (CVi);
b) modelos lineales generales para medidas repetidas; y c) modelos mixtos de

efectos fijos.

RESULTADOS: La mayor variabilidad intraindividual se observé en el recuento

total y la concentracion espermatica (CVi=74,5% y 65,6% respectivamente), seguidos



de la morfologia (CVi=41,2%) y el volumen de eyaculado (CVi=30,1%) y por ultimo en
la movilidad (CVi=14,6%). Un patrén similar se observd para la variabilidad
interindividual aunque los CVe fueron muy superiores a los CVi. Se obtuvieron
resultados comparables al considerar los habitos de vida. En general, los CViy los CVe
fueron mas bajos en sujetos que practicaban habitualmente ejercicio ligero o

moderado, o en consumidores no habituales de vino, cerveza o café.

El CViy CVe para el porcentaje de fragmentacidén espermatica fueron 47,2% y
262,9% respectivamente. Los CV fueron significativamente distintos para todas las
variables estudiadas, a excepcidn de la exposicidn a téxicos ambientales (similar CV) y
el ejercicio fisico ligero (similar CVi). Dicho indice también se relacioné positivamente

con el nimero de horas empleadas en actividades sedentarias (p-valor = 0,05).

Las mediciones de AGD se asociaron con la variabilidad de los pardmetros
seminales. Los varones con una AGDap acortada presentaron una mayor variabilidad
intraindividual en la concentracidn, recuento total y la morfologia espermatica. Sin
embargo, se observd una mayor variabilidad en la movilidad espermatica total
(progresiva y no progresiva) en varones con una AGDgs alargada. Ademas, una AGDas
acortada se asocié con una variabilidad intraindividual menor en la movilidad

espermatica total.

CONCLUSIONES: Nuestros resultados sugieren que un Unico analisis seminal
podria considerarse mas fiable o consistente si se practica habitualmente ejercicio
ligero o moderado, o no esta presente un consumo habitual de vino, cerveza o café.
No obstante, la practica de ejercicio intenso o moderado/intenso, la exposicién a
toxicos o el estrés psicoldgico, son factores que podrian predecir una medida mas
constante de la fragmentacién del ADN espermatico. La AGD podria ser util para

determinar la variabilidad intraindividual en los parametros seminales.



1.2. Summary

INTRODUCTION: Multiple factors could have a potential impact on human
seminal quality, and in fact, the determinants of seminal quality variability are still
unknown. It is necessary to explore characteristics and lifestyles that could interfere
in the variability of the seminal parameters and shed more light on the matter.
Lifestyles (sexual, diet, physical exercise, stress, tobacco, alcohol, caffeine, drugs and
medicines) and a marker of prenatal androgen exposure, the anogenital distance

(AGD), could be important factors related to such variability.

MATERIAL AND METHOD: A prospective and follow-up study was carried out,
performing repeated measures of seminal quality in 19 healthy male volunteers over
one year period. Seminal samples were collected every 4-6 weeks approximately.
Following WHO guidelines, the semen volume, sperm concentration, total count,
motility, morphology and sperm DNA fragmentation were evaluated. Two types of
AGD measurements were taken from the anus to the posterior base of the scrotum
(AGDas) and to the cephalic insertion of the penis (AGDap) in each individual. The
subjects completed epidemiological surveys on lifestyle in each of the interviews. The
percentage of intraindividual coefficient of variation (CV) (% CVi) and interindividual
CV (% CVe) for seminal parameters and sperm DNA fragmentation were calculated,
and their statistical differences with respect to their responses to the factors studied
were examined. The association between the AGD and the seminal parameters was
analyzed using three statistical tools: a) coefficient of general variation (CV) and
intraindividual variation coefficient (CVi), b) general linear models for repeated

measures, and c) mixed model fixed effects panel data.

RESULTS: The highest intraindividual variability was observed in the total
sperm count and concentration (CVi = 74.5% and 65.6% respectively), followed by
morphology (CVi = 41.2%), semen volume (CVi). = 30.1%) and motility (CVi = 14.6%).
A similar pattern was observed for interindividual variability, although CVe were
much higher than CVi. Comparable results were obtained when considering lifestyles.
In general, CVi and CVe were lower in subjects who regularly practiced light or

moderate exercise, or nonregular consumers of wine, beer or coffee.



The CVi and CVe for the percentage of sperm fragmentation were 47.2% and
262.9% respectively. CVs were significantly different for all the variables studied, but
exposure to environmental toxins (similar CV) and light physical exercise (similar CVi).
This index was also positively related to the number of hours spent in sedentary

activities (p-value = 0.05).

AGD measurements were associated with the variability of the semen
parameters. Men with shortened AGDapr showed greater intraindividual variability in
sperm concentration, total count and morphology. However, a longer AGDas was
related to higher variability for total sperm motility (progressive and non-
progressive). Moreover, shortened AGDas was associated with a lower intraindividual

variability of total sperm motility.

CONCLUSIONS: Our results suggest that a single seminal analysis could be
considered more reliable or consistent if light or moderate exercise is usually
performed, or regular consumption of wine, beer or coffee is not in place. However,
the practice of intense or moderate/intense exercise, exposure to toxic compounds
or psychological stress, are factors that may predict a more constant measure of
sperm DNA fragmentation. AGD could be useful to determine the intraindividual

variability in seminal parameters.



2. INTRODUCCION GENERAL

Estudios recientes informan de un importante declive en la concentracion
espermaética en la poblacion humana durante las Gltimas décadas’. Se estima que
mas de un 15% de parejas en edad reproductiva encuentran dificultad para tener
descendencia. Aproximadamente el 30% de estos casos se debe a un factor
masculino, principalmente a una calidad seminal disminuida® El diagndstico de la
calidad seminal se determina en el laboratorio de andrologia tras el analisis de 1 ¢ 2
muestras de semen, sin embargo, los resultados pueden presentar una considerable
variabilidad. La variabilidad observada en los pardmetros seminales se atribuye al
error analitico y a la variabilidad bioldgica®. En la actualidad, el “WHO laboratory
manual for the Examination and processing of human semen” en su quinta ediciéon
estandariza el procedimiento de anélisis del semen humano?, con el fin de minimizar

el error entre profesionales y/o entre distintos laboratorios.

Respecto a la variabilidad bioldgica, la cual nos ocupa en adelante,
numerosos estudios han mostrado que los parametros seminales presentan una
significativa variabilidad, lo cual puede influir en el diagndstico del potencial fértil del
vardn?. No obstante, son escasos los estudios sobre las causas de esta variabilidad
bioldgica, y estos trabajos muestran que determinados factores, tales como los
habitos sexuales (abstinencia sexual y frecuencia de eyaculacién), o la estacién del
afio, podrian estar relacionados con dicha variabilidad. Hasta ahora, no se ha
explorado la relacién de otros factores externos como la practica de actividad fisica,
el consumo de drogas (alcohol, tabaco, y otras), el consumo de café, el habito
dietético, la ingesta de antioxidantes, el estrés psicoldgico o la exposicion a tdxicos

ambientales como determinantes de la variabilidad seminal.

La distancia anogenital (AGD), distancia entre el ano y los genitales, es un
dimorfismo sexual en mamiferos placentarios y es alrededor del doble en machos
que en hembras®. Esta distancia se ha asociado recientemente con alteraciones
reproductivas e infertilidad masculina®. Diversos estudios han relacionado una AGD
acortada con la presencia de patologias o anomalias reproductivas en humanos’?,
como criptorquidia’, hipospadias'®!! bajo nivel de testosterona sérica®, disminucion

0

en el tamafio testicular®, disminucién en la longitud del pene®® o peor calidad



seminal®® .

La produccién de espermatozoides en el testiculo es un proceso complejo
gue requiere una completa sucesién de fendmenos celulares y hormonales que se
inician tempranamente en las primeras semanas del desarrollo fetal'2. Diversos
estudios en animales®® y humanos’®* han mostrado que la AGD es un marcador
fiable de la acciéon de andrégenos durante la formacion del sistema reproductivo
masculino. Por tanto, podria ser usada como un biomarcador util del desarrollo y

funcién gonadal normal, incluyendo calidad seminal, en el varén adulto®?°,

A continuacidn, realizamos un repaso acerca de la fisiologia reproductiva del
vardn asociada a la calidad seminal, la variabilidad bioldgica de la calidad seminal y

los determinantes relacionados, incluyendo la AGD.

2.1. Fisiologia reproductiva del varén adulto

2.1.1. Estructura del espermatozoide

El espermatozoide maduro normal esta constituido por una cabeza con
forma de espatula y un flagelo con una pequefa pieza conectora entre ambos. La
cabeza estd subdividida en regién acrosémica y regidn postacrosémica?. El flagelo le
otorga al espermatozoide la caracteristica de célula mavil. Su movilidad depende de
las estructuras de axonema (dobletes de microtubulos, brazos de dineina, y radios),
del aporte energético para mover estas estructuras (mitocondrias y fibras densas
externas), y de la insercidn de la cola a través de un centriolo y una vaina fibrosa®. El
espermatozoide es una célula genéticamente Unica, que actua como célula
mensajera. La informacion que porta es el acido desoxirribonucleico (ADN),
estructura cristalina estabilizada con zinc, y por tanto molecularmente densa, que le

protege y compensa de una falta de sistema de reparacién de dicho ADN.

Este empaquetamiento denso se debe a que durante la espermiogénesis, las
histonas del ADN son reemplazadas temporalmente por proteinas, y después por

protaminas. Simultaneamente, el zinc se incorpora al interior del nicleo®®. De esta
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manera, la cromatina espermatica queda formada por dos hebras de ADN

entremezcladas con una hebra de protaminas?®.

2.1.2. Espermatogénesis

La produccidn de espermatozoides comienza cuando el individuo alcanza la

pubertad, mediante el proceso conocido como espermatogénesis®®.

Durante el desarrollo embrionario, las células germinales inmaduras migran
desde el epiblasto del saco de yolk hasta los cordones seminiferos, en ambos
testiculos, y comienzan a proliferar y formar espermatogonias hasta la semana 18 en
el feto. El resto de células de los cordones seminiferos se multiplican también, y

originan las células de Sertoli.

La espermatogenesis comprende varias etapas’®.

En una primera etapa las espermatogonias conocidas como de tipo A oscuras
renuevan la poblacidn de espermatogonias mediante continuas mitosis, y a partir de
las espermatogonias conocidas como de tipo A claras, se generan espermatogonias
de tipo B, de manera que cada espermatogonia tipo A clara tras sufrir 2 divisiones

mitoéticas, forman 4 espermatogonias tipo B.

En una segunda etapa, conocida como espermatocitogénesis, estas 4
espermatogonias tipo B se diferencian a 4 espermatocitos primarios. En este punto

han transcurrido 27 dias.

La tercera etapa sucede cuando cada espermatocito primario sufre dos
divisiones meidticas, la primera meiosis genera 8 espermatocitos secundarios y la
segunda da lugar a 16 espermatidas redondas, lo cual dura 24 dias mas, por lo que
hasta este momento, han transcurrido 51 dias del proceso. Estas 16 espermatidas
redondas se diferencian a espermatidas alargadas, mediante el proceso Ilamado

espermiogénesis o diferenciacion.

Durante esta cuarta etapa cada espermatida inmadura posee un nucleo
redondo. La vesicula del acrosoma estd unida al nucleo y la cola ain no contacta con

el nucleo. Posteriormente, la vesicula del acrosoma aumenta de tamafio y comienza
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a envolver al nucleo y la cola establece contacto con el nucleo. Se va formando el

acrosoma, y se produce la condensacion del epitelio germinal.

Por ultimo, a través de la quinta etapa, la espermiacidn, se liberan al lumen
de los tubulos seminiferos 16 espermatozoides (dejando el cuerpo residual, restos de
citoplasma y membrana desde la pieza media del espermatozoide). Las etapas cuarta
y quinta duran 23 dias, por tanto, desde la espermacitogénesis hasta la formacién de
espermatozoides transcurren 74 dias en total®®.

El proceso de la espermatogénesis requiere control hormonal. Los datos
muestran que la hormona foliculo-estimulante (FSH) regula predominantemente el
desarrollo espermatogénico, mientras que la testosterona regula la ultima fase de la
espermiogénesis, ademads, tanto la FSH como la testosterona parecen ser igualmente

importantes en el apoyo al desarrollo del espermatocito?’.

Las hormonas también controlan la apoptosis de las células germinales
masculinas con errores en su ADN durante la divisidn celular. La apoptosis puede ser
inducida por estimulos especificos, como privacion de hormonas, exposicion a
radiacidon ionizante, diversos farmacos quimioterapicos, lesiéon y estrés celular.
Durante las divisiones mitétitas y meidticas de la espermatogénesis se mantiene la
estabilidad genética a través de mecanismos de duplicacién, reparacion vy

segregacion del ADN regulados en el ciclo celular mediante un control genético®’.

2.1.3. Transporte espermatico: del testiculo a la uretra

Los espermatozoides son transportados desde los tubulos seminiferos a
través de la red de testis y de los conductos eferentes hasta el epididimo. El
epididimo esta dividido anatomicamente en cabeza, cuerpo y cola, y fisiolégicamente
en segmento inicial, medio y terminal®. El transito de los espermatozdides por el
epididimo dura desde 2 dias, en hombres con una produccion de espermatozoides >
200 millones por dia, hasta 6 dias en hombres con una produccién espermatica de 70
millones por dia aproximadamente®®. La frecuencia de eyaculacién hace que
disminuya el nimero de espermatozoides almacenados, mientras que la abstinencia

sexual lo incrementa.
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El transporte espermatico continla a través del conducto deferente y las
vesiculas seminales. Los conductos deferentes se palpan como “cordones” de 3-5
mm de grosor en ambos lados del escroto. Antes de llegar a la prdstata, los
conductos deferentes tienen una dilatacién, denominada ampolla, desde la que se
desarrollan las vesiculas seminales. Tanto la ampolla como las vesiculas seminales
desembocan en el conducto eyaculatorio, el cual desemboca a su vez en la uretra?®.
En la ultima fase se produce la emisién de la mezcla de los espermatozoides con las

secrecciones glandulares a través de la uretra al exterior.

2.1.4. Secrecciones de los 6rganos sexuales accesorios

Durante la eyaculacién los espermatozoides se diluyen en las secrecciones de
los drganos sexuales accesorios. La composicion del fluido seminal también es

importante para la funcidn de los espermatozoides®.

El proceso de conservacion de los espermatozoides conlleva la inactividad del
metabolismo y movilidad, y la estabilidad de las membranas y estructuras
espermaticas’®. Durante el paso de los espermatozoides por el epididimo, sufren un
proceso de maduracién por el cual adquieren movilidad progresiva, habilidad para
fecundar al ovocito, y mantenimiento del desarrollo embrionario inicial. Al parecer, la
maduracién ocurre en la cabeza y cuerpo del epididimo, y es en la region caudal
proximal donde se almacenan y se conservan gracias a una menor temperatura (342

Q).

Las vesiculas seminales y la ampolla poseen un epitelio secretor el cual
produce fructosa®®. El papel fisioldgico de las vesiculas seminales en humanos no se
conoce plenamente. Los espermazoides humanos del eyaculado o incubados en el
fluido de las vesiculas seminales muestran disminucion de motilidad, vitalidad,
contenido de zinc en la cromatina y profundos cambios en la estabilidad
cromatinica’®. Ademds, las vesiculas seminales tienen una concentracion de
prostaglandinas muy superior a la concentracién que hay en sangre, y su papel

fisioldgico todavia falta por esclarecerse?®.

Durante la eyaculacion, la mezcla de los espermatozoides con el fluido

prostatico restaura la movilidad y capacita a los espermatozoides para la
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fecundacion?® . La préstata esta formada por 20-30 glandulas diferentes que se abren
al interior de la uretra y aportan al fluido prostatico sustancias como: zinc, magnesio,

calcio, citrato, fosfatasa acida, y antigeno especifico de la prdstata (PSA)2.

Las secrecciones de todos los 6rganos sexuales, desde los testiculos al cuerpo
del epididimo, dependen de los andrdgenos. La mayoria de los andréogenos provienen
del fluido transportado desde el testiculo (fluido luminal y linfatico y plexo venoso
local), mientras que el sistema circulatorio aporta andrdgenos a la regién caudal del

epididimo, los conductos deferentes, las vesiculas seminales y la préstatae.

2.2. Parametros de calidad seminal

La condicidon de un vardn fértil es eyacular un fluido seminal de dptima
calidad espermatica. Para determinar la calidad seminal de un vardn los principales
parametros evaluados son: el volimen de eyaculado, la concentracién o recuento
espermatico, la motilidad progresiva y la morfologia espermatica, y en algunos casos
se realiza un andlisis de fragmentacion del ADN espermatico. Diversos autores
coinciden en que la evaluacidn de la integridad del ADN espermatico se considera un
buen indicador de la calidad seminal y de la capacidad reproductiva masculina, y que
complementa el estudio basico del semen'®?°, Tanto la recogida como el andlisis de
semen deben realizarse por procedimientos estandarizados para garantizar que los
resultados proporcionen una informacidn Gtil®. La quinta edicién del manual “WHO
Examination and processing of human semen” de la OMS* recoje los aspectos
mencionados anteriormente y delimita el actual umbral minimo de los parametros

seminales que define una calidad seminal aceptable.

2.2.1.Volumen

El volumen del eyaculado esta formado mayoritariamente por las secreciones
de las vesiculas seminales y la prdstata, y en menor medida por las de las glandulas
bulbouretrales y el epididimo®. El volimen del eyaculado puede medirse pesando la

muestra en el recipiente de recogida. La medida del volimen permite calcular el
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numero total de espermatozoides en el eyaculado, asumiendo la densidad del semen

como 1 g/ml.

El limite inferior de referencia de la OMS para el volimen seminal es 1,5 ml

(percentil 5, IC 95%: 1,4-1,7)".

2.2.2. Recuento

El recuento total de espermatozoides en el eyaculado y la concentracion

estdn relacionados con el éxito de embarazo?°.

La concentracidon de espermatozoides en el semen esta influenciada por la
secrecion de las vesiculas seminales y la prdstata. El limite inferior de referencia es 15

x 10° espermatozoides por ml (percentil 5, IC 95%: 12—16 x 108/ml)*.

El numero total de espermatozoides en el eyaculado mide la capacidad de
produccidn espermatica en los testiculos. Se obtiene multiplicando la concentracién

espermética por el volumen total de eyaculado®.

El limite inferior de referencia para el nUmero total de espermatozoides es 39

x 10° espermatozoides por eyaculado (percentil 5, IC 95%: 33—46 x 10°)*.

2.2.3. Movilidad

La movildad espermadtica progresiva se asocia también al éxito del

embarazo?°.

La movilidad de cada espermatozoide se clasifica en 3 categorias:

e  Movilidad progresiva (PR): espermatozoides con movimiento activo, lineal u

ondulatorio de gran amplitud y rapidez.

e Movilidad no progresiva (NP): espermatozoides con movimiento, pero con

ausencia de progresion.

e Inmaviles (IM): no se observa ninglin movimiento.
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El limite inferior de referencia para la movilidad total (PR+NP) es de 40%
(percentil 5, IC 95%:38—-42). También se considera el limite inferior de referencia para

la movilidad progresiva (PR) de 32% (percentil 5, IC 95%: 31-34)*.

El nimero total de espermatozoides mdviles progresivos en el eyaculado es
también bioldgicamente significativo. Se obtiene multiplicando el nimero total de
espermatozoides en el eyaculado por el porcentaje de espermatozoides con

movilidad progresiva®.

2.2.4. Morfologia

La morfologia del espermatozoide normal con potencial de fecundacion se
determiné a partir del estudio de espermatozoides del moco cervical femenino?! y
espermatozoides adheridos a la superficie de la zona peltcida?’. La morfologia
espermatica también estd relacionada con el éxito en la consecucién del
embarazo?*%,

El semen contiene un alto porcentaje de espermatozoides con distintas
malformaciones en la cabeza y/o el flagelo. Los defectos mas comunes observados en
la cabeza son: grande o pequefia, redondeada, amorfa, piriforme, vacuolada (mas de
dos vacuolas o que ocupen mas del >20% del drea de la cabeza), vacuolas en la region
post-acrosémica, acrosoma grande o pequefio (<40% o >70% del area de la cabeza),
cabeza doble o alguna combinacién de estas. Los defectos en el flagelo pueden estar
localizados en el cuello o en la pieza media (inserciéon asimétrica en la cabeza o
irregular, anormalmente delgada, doblada bruscamente o alguna combinacion de
estas) o en la pieza principal (corta, multiple, rota, angulado bruscamente, ancho
irregular, enrollada o alguna combinacién de éstas)’. Ademds, algunos
espermatozoides presentan exceso de citoplasma residual, considerado anormal

cuando su tamafio es un tercio o mas del tamafio de la cabeza.

El limite inferior de referencia para la morfologia normal es 4% (percentil 5,

IC 95%: 3,0—4,0)%.
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2.2.5. Fragmentacion del ADN espermatico

La integridad del ADN espermatico es esencial para la capacidad reproductiva
del varén® y se ha asociado con la infertilidad masculina?®%’. La fragmentacion del
ADN espermatico puede darse por varios mecanismos: apoptosis durante el proceso
de espermatogénesis; remodelacién de la cromatina espermatica durante la
espermiogénesis; presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante el
transporte espermatico post-testicular; accion de endonucleasas enddgenas;
tratamiento radio y quimioterdpico; o exposicion a tdéxicos y/o contaminantes
ambientales?®. Hasta el momento, la fragmentacién del ADN espermético inducida

durante el transporte post-testicular parece la causa mas relevante®®.

El espermatozoide es la Unica célula del cuerpo que carece de sistema de
reparacion de ADN. Sin embargo, el ovocito tiene capacidad para reparar el dafio del
ADN en el espermatozoide. Una reparacién defectuosa podria resultar en

translocaciones de novo, inversiones o delecciones?.

El dafio del ADN espermatico puede ser medido por distintos métodos: el
ensayo Terminal deoxynucleotidy! transferase dUTP nick end labeling (TUNEL), la
técnica In Situ Nick Translation (ISNT), el ensayo del cometa o single cell gel
electrophoresis (SCGE), DNA Breakage Detection-Fluorescence in Situ Hybridization
(DBD-FISH), el Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA) o el test Sperm Chromatin
Dispersion (SCD)?.

2.3. Variabilidad de la calidad seminal

La gran variabilidad en la calidad seminal, incluso en un mismo sujeto,
requiere que el analisis de todos los pardmetros seminales anteriores sea preciso®.

Debido a esto, es dificil caracterizar la calidad seminal de un varén evaluando una

sola muestra seminal, por lo que se recomienda analizar al menos dos?>=°,

La bibliografia previa consultada encuentra una considerable variacion en los

31-36

parametros seminales basicos e incluso en el indice de fragmentacién del ADN
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espermatico®”®, En estos estudios previos se calcula el porcentaje de coeficiente de
variacion (CV) intraindividual (%CVi), y en algunos casos también el CV interindividual
(%CVe)3*33. A continuacidn, pasamos a revisar el grado de variabilidad para cada uno

de los parametros espermaticos y el indice de fragmentacién del ADN espermatico:

2.3.1. Variabilidad en el volumen de eyaculado

El volumen de eyaculado refleja la actividad secretora de las glandulas
anejas®. El CVi obtenido para el volumen de eyaculado concuerda entre los distintos
estudios publicados3®3¥333% Schwartz y colaboradores obtuvieron un CVi de 28%>! en
donantes y casi tres décadas mas tarde, Keel y colegas obtuvieron CVi similares, de
25,3% y 29,6% en donantes y pacientes respectivamente®. Igualmente, Francavilla y
colaboradores obtuvieron un CVi de 27,1% en varones sometidos a tratamientos de
reproduccion asistida®®. Leushuis y colaboradores presentaron un CVi de 28% en
varones de parejas subfértiles®. Algunos autores estudiaron la variabilidad
interindividual, obteniendo un CVe de 98,6% en pacientes con problemas de

infertilidad®°.

2.3.2. Variabilidad en el recuento y la concentracion espermatica

El nimero o recuento total de espermatozoides refleja la produccién de
esperma en los testiculos y la permeabilidad del sistema de conductos post-
testicular. La concentracion de espermatozoides no es una medida directa de la
produccion de espermatozoides testiculares, ya que estad influenciada por el
funcionamiento de otros érganos reproductores®. La produccidn espermatica es
continua, y el hombre tiene la capacidad de tener varias eyaculaciones en un mismo
dia. La produccién espermatica humana diaria es relativamente baja respecto a otros

mamiferos ( 100-500 millones por dia)?®.

Varios estudios previos han mostrado que el recuento espermatico es el

3033 @ inter-individual®®*. No obstante, los

parametro con mayor variabilidad intra
CVi obtenidos por los distintos autores varian en funcién del grupo de pacientes
estudiado. En pacientes infértiles los valores encontrados fueron de CVi=54,2% vy
CVi=56,8% en los estudios de Keel y colaboradores®®y Francavilla y colaboradores®?,

respectivamente, y fueron superiores a los CVi encontrados en otros estudios con
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varones no infértiles: CVi=39%3!, CVi=45,8%>°, CVi=47%>? y CVi=28%>3 o subfértiles
CVi=29%%. Los resultados de los CVe para la concentracidn espermatica son aiin mas
dispares, al comparar los CVe de 187,8% y 233,5% obtenidos por Keel y
colaboradores en pacientes infértiles y donantes, respectivamente®® con el CVe de

56,4% hallado por Alvarez y colaboradores en varones sanos?>.

2.3.3. Variabilidad en la movilidad espermatica

La mayoria de los estudios previos indican que la movilidad espermatica

presenta menor variabilidad que la concentracidn espermatica3%333¢

, excepto para
Leushuis y colaboradores, que encuentran similitud en los CVi en ambos parametros
seminales en varones de parejas subfértiles®®. En el estudio de Alvarez y
colaboradores, el CVi para el porcentaje de espermatozoides mdéviles totales fue de
20,4% en varones sanos®® inferior al 26% obtenido en el estudio de Schrader y
colaboradores®® en varones de entre 25-35 afios, sin problemas de fertilidad ni

exposiciéon conocida a téxicos. El estudio de Alvarez y colaboradores muestra,

ademds, un CVe de la movilidad espermatica del 29,8%3.

2.3.4. Variabilidad en la morfologia espermatica

En cuanto al porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, los
estudios previos muestran valores de CVi del 29% en varones de parejas subfértiles®

y CVi de 20,9% y de CVe del 44% en varones sanos>3,

2.3.5. Variabilidad en la fragmentacion del ADN espermatico

La variabilidad de la fragmentacién del ADN espermético ha sido muy poco
estudiada. Los estudios previos muestran resultados basados uUnicamente en el
anadlisis de dos muestras seminales, obteniendo un CVi superior al 30%%"3%, La
variabilidad intraindividual existente en el indice de fragmentacion del ADN
espermatico es equiparable a la de los pardametros seminales tradicionales%3%3 |o
cual contradice a otros autores que consideran este pardmetro menos variable que
los parametros seminales rutinarios en pacientes infértiles®*. Ademas, los resultados
obtenidos en el estudio de Oleszczuk y colegas en varones infértiles indican que

todas las mediciones del mismo sujeto permanecen por encima o por debajo del
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umbral del 30% del indice de fragmentacién del ADN espermético®.

2.4. Factores relacionados con la calidad seminal

Poco se conoce sobre las causas de la variabilidad seminal bioldgica. Hasta
hoy, la mayoria de estudios han ido encaminados a explorar los determinantes que
influyen en la disminucidn o afectacion de la calidad seminal. La época del afio, los
habitos sexuales (abstinencia sexual y frecuencia de eyaculacién), los habitos de vida
(nivel de actividad fisica, dieta, antioxidantes, consumo de tabaco, alcohol, otras
drogas, café, medicamentos, etc), el estrés psicoldgico, y la exposicion a toxicos y
contaminantes ambientales han sido entre otros los factores estudiados. No

33,4044

obstante, uUnicamente la influencia de la estacionalida y el tiempo de

abstinencia sexual se han relacionado con la variabilidad de la calidad seminal hasta

el momento33344>,

2.4.1. Estacionalidad

El posible efecto de la estacionalidad sobre la variabilidad de los parametros
seminales continta siendo un tema controvertido. Algunos autores han mostrado
que la variabilidad en la calidad seminal puede estar condicionada por la estacién del
afo®. En cuanto al volumen del eyaculado, en el estudio de Reinberg vy
colaboradores en varones normozoospérmicos, observaron la existencia de un pico

de variabilidad en los meses de abril y mayo®.

Diversos estudios coinciden en que la mayor variabilidad estacional
observada es en el recuento espermatico, que disminuye en verano tanto en

d***2, como en varones fértiles®. Igualmente,

pacientes que consultan por infertilida
la movilidad de los espermatozoides parece disminuir durante los meses de calor en
pacientes subfértiles**2. En otro estudio, se vié que la velocidad y linealidad del
movimiento de los espermatozoides disminuyd en primavera en donantes de
semen*. Ademds, un estudio encontré que los espermatozoides eyaculados

morfolégicamente normales disminuian también en verano en pacientes de

infertilidad®'. Centola y colaboradores observaron més defectos en la cola de los
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espermatozoides en primavera, mas espermatozoides “tapered” en otofo y mas
espermatozoides inmaduros en verano en pacientes que consultaban por

infertilidad®*.

Otros estudios no encuentran la estacionalidad como fuente de variabilidad
para la calidad seminal®**#®%’ Dos estudios no encontraron variabilidad en el volumen
seminal atribuible a la estacionalidad ni en pacientes de infertilidad ni donantes**4°.
Otros autores concluyen que no existe variabilidad en la movilidad espermatica
atribuible a la época del afio en varones normozoospérmicos*®. Por ultimo, en el

estudio de Jarow y colaboradores, la morfologia fue el pardmetro menos variable, y

su variacion no dependid de la estacién del afio en sujetos normozoospérmicos®.

2.4.2. Periodo de abstinencia sexual

La abstinencia sexual hace referencia al tiempo transcurrido desde la ultima
eyaculacion. En ausencia de eyaculacion, los espermatozoides se acumulan en los

epididimos pudiendo alcanzar la uretra y aparecer en la orina®.

El nimero de espermatozoides en el eyaculado depende de los dias de
abstinencia y de la actividad sexual. Por ello, se tiene en cuenta no sélo el tiempo
entre la eyaculacidon analizada y la previa, si no también la frecuencia de

eyaculaciones que precede al analisis seminal®®.

El tiempo de abstinencia sexual puede ser un condicionante de la variabilidad
en la calidad seminal®. Existe consenso sobre la relacidn positiva entre el tiempo de
abstinencia sexual y el volumen de eyaculado tanto en varones infértiles** como
sanos®. Sin embargo, la influencia sobre la movilidad y el recuento espermatico est

mas cuestionada3**.

Entre 1 y 7 dias de abstinencia sexual no se observan
variaciones significativas del porcentaje de espermatozoides méviles en donantes®.
En otros estudios en varones infértiles, la movilidad disminuyd significativamente si
la abstinencia era de 1 dia®*. Respecto a la concentracién espermaética, se observa

variabilidad significativa con abstinencia menor de 2 dias o superior a 7 dias®.

Ademas, el almacenamiento prolongado de los espermatozoides en el tracto

genital masculino podria generar roturas del ADN espermatico y alteraciones
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cromosdmicas en los embriones subsiguientes?®. Asi pues, tanto la abstinencia sexual
como la frecuencia de eyaculacion podrian influir en el indice de fragmentacion del

ADN espermatico*®*,

2.4.3. Actividad fisica y el sedentarismo

La actividad fisica se ha relacionado positivamente con la calidad seminal®®>2.
Un estudio realizado en roedores demostro que la realizacion de ejercicio combinado
con dieta disminuia el dafio al ADN espermatico®>. Otros autores no encuentran
relacién entre la actividad fisica y la calidad seminal, mostrando al menos que no

existe una asociacién negativa entre ambas caracteristicas en varones jovenes>*.

No obstante, diversos estudios concluyen que un régimen elevado de
ejercicio fisico podria afectar negativamente al resultado de los parametros
seminales en corredores a pié> o en bicicleta®® y en deportistas de altitud®’, lo cual
podria atribuirse al dafio espermatico producido por el estrés oxidativo generado

durante dicho ejercicio®.

En una revisiéon de Jozkow y colaboradores, sugieren que la actividad fisica
intensa podria afectar negativamente a la concentracién espermatica, asi como el
numero de espermatozoides moviles y morfoldgicamente normales. El
entrenamiento a intensidades altas y con mayores cargas parece estar asociado con

cambios mds profundos en la calidad del semen®..

En otra revision reciente de Hayden y colaboradores observaron una
tendencia convincente mostrando que el ejercicio de alta intensidad podria afectar a

la fertilidad masculina®.

2.4.4. Ingesta dietaria

La influencia de la nutricién sobre la funcion reproductiva masculina es uno
de los factores mas estudiados. Dietas desequilibradas o la sobrealimentacién son
frecuentes en nuestro entorno. El tipo de dieta se ha relacionado con la calidad

seminal. Estudios recientes en pacientes de clinicas de fertilidad asocian
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positivamente patrones dietéticos saludables con mejores pardmetros seminales, en

cuanto a concentracién, recuento, motilidad®®®? y morfologia espermatica®?.

Multiples estudios sugieren que una mejor calidad seminal estaria asociada

63-67

con la ingesta de frutas y verduras®™®’, pescado y/o productos lacteos bajos en

66,67 66,67

grasa®>®’, carne de pollo y cereales de granos enteros®™®’, y a un bajo consumo de
bebidas y alimentos azucarados en varones de parejas infértiles®®. Gaskins y
colaboradores, encontraron una relacién de la dieta rica en frutas, verduras, pescado,
pollo y cereales integrales con la movilidad espermatica, pero no con el recuento ni la

morfologia espermatica en varones jévenes americanos®.

Ademas, otros estudios, asocian una peor calidad seminal a la menor ingesta
de verduras y hortalizas, y a un exceso de carne procesada en pacientes de clinicas de
fertilidad®*®>%®, y a un alto consumo de ldcteos no desnatados en infértiles®® y en
jovenes®, o la ingesta de bebidas azucaradas o dulces en varones jévenes sanos o

infértiles®®.

Un estudio realizado en jovenes sanos espafioles sugiere que la ingesta de
acidos grasos omega 3, omega 6 y trans, estd asociado con el volumen testicular,
pudiendo influir en su funcién’. En una revisidn reciente, dietas ricas en dacidos
grasos omega-3, antioxidantes, vitaminas, y bajas en acidos grasos saturados y trans

se relacionaron con una mejor calidad espermética en varones infértiles®®.

2.4.5. Antioxidantes

Las dietas saludables suelen ser ricas en diversos antioxidantes (vitamina E,

vitamina C, B-caroteno, selenio, zinc, criptoxantina y licopeno)®®.

Estudios previos sugieren que una baja ingesta de antioxidantes esta
asociada con una peor calidad seminal en pacientes de fertilidad’®. Asi mismo, el
consumo de antioxidantes podria ayudar a mantener la integridad del ADN
espermatico, la funcionalidad de los espermatozoides en hombres infértiles’? y

mejorar la calidad seminal”.

La ingesta dietaria de antioxidantes, criptoxantina, vitamina C,
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licopeno, y beta-caroteno se ha correlacionado positivamente con el recuento
espermatico. Ademas, la vitamina C se asocia con un mayor volumen de eyaculado
en varones jovenes’* y mayor recuento, movilidad y morfologia espermética en
varones con baja calidad seminal’.

Otros autores sugieren que el nivel de L-carnitina en el plasma seminal juega
un papel esencial en el mantenimiento de la fertilidad masculina, siendo los niveles

de L-carnitina mayores en los hombres fértiles’®.

El sésamo también se ha relacionado con la calidad seminal por sus
propiedades antioxidantes. Al parecer, mejora la concentracién y la movilidad
espermatica, aunque parece no influir en la morfologia de los espermatozoides en
varones infértiles”’. Se han estudiado otros antioxidantes incluidos en la dieta por su
posible efecto protector sobre la calidad seminal, mejorando la movilidad y la
fragmentacion del ADN espermético, como el zinc’®, el D-aspartato en varones de

parejas con infertilidad”® o la Coenzima Q10 en varones infértiles®8?,

En la practica clinica, el uso de antioxidantes orales (vitaminas C y E, zinc,
selenio, folato, carnitinay carotenoides) en hombres infértiles podria mejorar
la calidad del espermay las tasas de embarazo®. En la actualidad, aunque la
evidencia no es todavia suficientemente fuerte, se recomienda el tratamiento con
antioxidantes (N-acetil-cisteina, vitamina A, vitamina C, vitamina E, coenzima Q10,
carnitina, mioinositol, licopeno, etc) y micronutrientes (selenio, zinc, cobre) para

mejorar la calidad seminal®.

2.4.6. Consumo de tabaco y alcohol

Aungue todavia es un tema poco estudiado, diversos trabajos sugieren que el
habito tabaquico tiene un efecto negativo sobre la calidad seminal y la fertilidad
masculina®*28,

El tabaquismo podria derivar en cambios genéticos y epigenéticos que
disminuyen la funcionalidad de los espermatozoides afectando a la fertilidad
masculina, incluso en varones con calidad seminal normal, y que podria estar

relacionado con la dosis de tabaco (efecto dosis-respuesta)®’.
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Ademas, varios autores relacionan un mayor indice de fragmentacion del
ADN espermatico con el tabaquismo®°. Sin embargo, estudios mds recientes no
encuentran una relacién entre el tabaquismo y la fragmentacién del DNA

espermatico®®°L,

El consumo de bebidas alcohdlicas podria afectar a la calidad seminal®+%.

Podria influir negativamente sobre el volumen seminal y la morfologia espermatica
normal y al igual que el tabaquismo, podria estar correlacionado con la dosis de la
ingesta de alcohol (ocasional o diario), lo que sugiere que un consumo moderado
podria no afectar negativamente a los parametros seminales®?. Otro estudio también
relaciond negativamente el consumo de vino tinto 1-3 veces por semana con
anormalidades en la morfologia espermética en varones de parejas infértiles®®. La
influencia del consumo de alcohol por separado y combinado con el tabaco podria

tener un efecto perjudicial sobre la integridad de la cromatina espematica®.

2.4.7. Consumo de otras drogas

Algunos estudios relacionan el consumo de otras drogas con la calidad
seminal. La exposicion a cannabinoides (componentes de la planta de la marihuana)
disminuye significativamente la movilidad espermadtica en pacientes de

infertilidad®*®>.

Estas sustancias actuan inhibiendo la respiracién celular en los
espermatozoides y al parecer el plasma seminal podria desempefiar un papel

protector®®.

2.4.8. Consumo de café

Existe gran interés en estudiar la relacién entre la calidad seminal y el
consumo de otras sustancias cotidianas, como el café, que podria estar relacionado
con el porcentaje de espermatozoides madviles y porcentaje de espermatozoides con
anomalias en la cabeza y el cuello®. Sin embargo, la mayoria de estudios no han
mostrado una relacién clara®*°”8, En dos revisiones publicadas en los ultimos cinco
afios, el consumo de cafeina se ha asociado con una relativa baja tasa de
fragmentacion del ADN espermatico®, aunque otra revisidon posterior asocid el
consumo de cafeina con roturas de ADN espermatico®®. Respecto a fertilidad,

el consumo de café en el vardn podria influir negativamente en la probabilidad de
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embarazo®°8.

2.4.9. Medicamentos

Existe gran interés en determinar los medicamentos que podrian alterar la
calidad seminal y la fertilidad masculina'®. Ciertos medicamentos podrian tener un
efecto adverso sobre la fertilidad mediante varios mecanismos: toxicidad directa
sobre los espermatozoides, alteraciones endocrinas o efectos sobre la salud sexual®.
Respecto al efecto de los antibidticos sobre la calidad seminal, en ratas se ha
observado que los antibidticos del grupo de las cefalosporinas tienen un efecto
negativo sobre el movimiento de los espermatozoides mayor que la amoxicilina junto
con el clavulanico®?. El uso de antibiéticos puede afectar a la espermatogénesisy a la
capacidad funcional del espermatozoide. Tetraciclinas, azytromicina, clotrimazol y
cloroquinas perjudican la movilidad y viabilidad espermatica in vitro, pero todavia
estd en discusion si influyen o no en la calidad seminal in vivo. La amoxicilina ha

demostrado no perjudicar a la calidad seminal en experimentos in vitro'®2.

En una revision de Drobnis y colaboradores, observaron que
los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) parecen tener un menor
efecto sobre el sistema reproductivo masculino, aunque hay una escasez de estudios
en humanos. Ademas, observaron que el paracetamol causabaanomalias en
los espermatozoides, incluida la fragmentacién del ADN, y aumentaba el tiempo
hasta la consecucién del embarazo. En roedores, el paracetamol tiene un impacto
negativo en la histologia y fertilidad del tubulo seminifero!®®. Recientemente,
Kristensen y colaboradores han observado el efecto del tratamiento de ibuprofeno
sobre las hormonas sexuales, lo cual podria afectar a la calidad seminal®,

El paracetamol y el ibuprofeno son utilizados en mayor o menor frecuencia
por mujeres embarazadas. La evidencia reciente muestra vinculos entre exposicién

gestacional a paracetamol y testiculos no descendidos en recien nacidos®®.

La acumulacion de evidencias indica que la ingesta de estas sustancias podria
estar relacionada con malformaciones genitales en los nifios recién nacidos vy
trastornos reproductivos en los adultos. Un estudio reciente de de Rossito vy

colaboradores al respecto muestra que la exposicion prenatal a estos farmacos
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durante el periodo critico de determinacion del sexo (ventana de programacion de

masculinizacidn) puede afectar negativamente a la calidad del semen en ratones'.

Es conocido que los medicamentos opioides, como la morfina, cuyo uso esta
extendido, podrian tener efectos negativos sobre la fertilidad del varén, como la
disminucion del nivel de testosterona, causando hipogonadismo y perjudicando la
funcién testicular. Ademas, esta sustancia podria reducir la calidad del semen,

incluida una mayor fragmentacién del ADN espermatico®.

2.4.10. Estrés psicoldgico

El estrés psicoldgico se ha relacionado con la fertilidad masculina, pudiendo

107 84,107-109 d84,109

, la concentracion , la movilida

reducir el volumen de eyaculado y la
morfologia normal espermatica®. No obstante, otros autores han mostrado una
relaciéon débil o inesxistente entre el estrés psicolégico y los pardametros

seminalest®®10,

2.4.11. Exposicion a téxicos y contaminantes ambientales

Skakkebaek y colaboradores elaboraron un marco conceptual en el que las
exposiciones ambientales prenatales derivadas del estilo de vida moderno podrian
tener un impacto sustancial sobre la fisiologia reproductiva masculina, mas incluso
que los factores genéticos!'?. Los trastornos reproductivos relacionados con estas
exposiciones prenatales incluirian hipospadias, criptorquidia, mala calidad del semen
y cancer de células germinales testiculares (TGCC), asociados potencialmente en lo

que se denomina sindrome de disgenesia testicular (TDS)0>111-113,

Estos factores ambientales pueden actuar directamente o a través de
mecanismos epigenéticos. En este ultimo caso, los efectos de las exposiciones
podrian tener un impacto durante varias generaciones tras la exposicion!*2. En todo
caso, es acuciante la necesidad de mas investigaciones al respecto, particularmente
en paises altamente industrializados que se encuentran en retroceso demografico®'°.
Como se refleja en la recopilacién de Bergman y colaboradores, en algunos paises se
observan grandes proporciones (hasta un 40%) de hombres jévenes con baja calidad

seminal, lo que reduciria su capacidad potencial para engendrar hijos!®.
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En la ultima década se ha mostrado una relacién entre la exposicion
concurrente a determinados compuestos como las dioxinas, los compuestos
policlorados o polibromados, los plaguicidas organoclorados o fosforados, fenoles y
parabenos o los ftalatos -sustancias conocidas en general como compuestos
disruptores endocrinos- y un mayor riesgo de subfertilidad masculina junto con
alteraciones en el tracto reproductivo y en los niveles hormonales y parametros

espermaticos3114,

No obstante, son todavia necesarios mas estudios al respecto para afianzar la
eviencia obtenida hasta el momento. Por ejemplo, la relacion entre el bisfenol Ay la

115

calidad seminal todavia es un tema en debate La evidencia que apoya una

asociacion entre la exposicion al bisfenol A y los resultados adversos en la salud

reproductiva masculina sigue siendo no concluyente®?®,

La toxicidad de algunos compuestos fendlicos, entre ellos la benzofenona-3
(BP-3) usada en cosmética y alimentacién se ha estudiado en animales y humanos. En
hombres jovenes, las concentraciones urinarias de filtros UV de tipo BP podrian estar
asociados con una alteracion moderada de algunas hormonas reproductivas, pero los
efectos sobre la funcidn reproductora probablemente sean pequefios y su

importancia clinica no estd clara?’ .

Ademads, la exposicion a parabenos se ha asociado con la presencia
aumentada de disomias cromosomicas en los espermatozoides de pacientes
infértiles!®, Estos compuestos se encuentran en productos de consumo habitual
(metil, etil y butil parabenos) y podrian tener un impacto adverso sobre los
parametros espermaticos en varones de parejas que intentan quedarse
embarazadas!'®. Sin embargo, otros autores no encuentran asociaciones
significativas entre los parametros espermaticos y las concentraciones de parabenos

urinarios en varones de parejas subfertiles en Japon%°.

La exposicidn a otras sustancias como pegamentos, disolventes, siliconas, o
metales pesados, entre otros, también se ha relacionado con la infertilidad masculina

y afectacién de los parametros reproductivos!?t. Por ultimo, también se ha visto que
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los plaguicidas podrian provocar dafios en la estructura de la cromatina

espermatical??124,

2.4.12 Distancia anogenital (AGD)

La distancia anogenital (AGD), distancia entre el ano y los genitales, es un
dimorfismo sexual en mamiferos placentarios y es alrededor del doble en machos

que en hembras®.

Numerosos estudios han mostrado que la AGD es un buen biomarcador de la
exposicidn prenatal a disruptores endocrinos en humanos!®, y concretamente de la

accion de androgenos durante la formacion del aparato reproductor masculino tanto

|13 7,8,14

en experimentacion animal® como en humanos , Y puede servir como un

predictor de la calidad seminal en el varén adulto®®°.

Diversos estudios demuestran que la exposicidon prenatal a ftalatos?®1%,

bisfenol A2, plaguicidas!®, dioxinas'** o tabaco®*® provocan un acortamiento en la
AGD en el vardn. Estudios recientes en modelos animales muestran que la exposicion
a ftalatos [dibutil ftalato (DBP)] durante la ventana de programacion de
masculinizacién en el periodo fetal induce el TDS, causando disminucion de AGD,
disgenesia testicular focal y otros trastornos como criptorquidia o hipospadias. Los
autores de estos trabajos sugieren que estos resultados podrian ser trasladables a

humanos*3®.

Por ultimo, numerosos estudios asocian una AGD acortada con algunas
patologias relacionadas con la infertilidad masculina®%3, tales como criptorquidia’,
hipospadias®, bajo nivel de testosterona®, menor tamafio testicular®, menor longitud
del pene®!? peor calidad seminal®® y azoospermia no obstructiva®. Por el contrario,

una AGD alargada se asocia con un mayor potencial reproductivo en el varén®°*®,
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3. OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es describir y analizar los factores
asociados a la variabilidad de la calidad seminal en sujetos voluntarios en un estudio

de seguimiento.

Objetivos especificos:

1. Analizar las relaciones entre las caracteristicas sexuales (tiempo de
abstinencia sexual y la frecuencia de eyaculacién), asi como determinados
habitos de vida, y la variabilidad de los principales parametros seminales

(volumen, recuento, movilidad y morfologia espermatica).

2. Analizar la relacion entre determinados habitos de vida y exposiciones
ambientales y la variabilidad del indice de fragmentacién del ADN

espermatico.

3. Analizar las asociaciones entre la distancia anogenital (AGD), como
biomarcador prenatal de exposiciéon a andrégenos, y la variabilidad de los

pardmetros seminales.

3.2. Hipétesis

1. Lavariabilidad de la calidad seminal esta relacionada con los habitos sexuales
o de vida.
2. Llaintegridad cromatinica espermatica se relaciona con los habitos de vida y

exposiciones ambientales.

3. La AGD se relaciona con los valores medios de los parametros seminales, asi

como con su estabilidad a lo largo del tiempo.
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4. CAPITULO 1. Factores asociados a la variabilidad de la calidad seminal: un

estudio de seguimiento.

4.1. Introduccidn

El estudio de los parametros seminales basicos, como el recuento, la

movilidad y la morfologia espermatica, es clave para el diagndstico de fertilidad de un
7’ 1 . . . s .
varon . Sin embargo, numerosos estudios sugieren que los pardametros seminales no

. T . 17
son constantes en un mismo individuo a lo largo del tiempo . De hecho, los datos

conocidos sugieren que el recuento espermatico es uno de los pardmetros seminales

T . T 1-8
con mayor variabilidad intraindividual .

Ademas de por factores fisioldgicos, la variabilidad en la calidad seminal
puede estar condicionada por el tiempo de abstinencia sexual y por determinados

habitos de vida y aspectos de estrés psicoldgico. Existe consenso sobre la relacién

. . . . 6,9-11 .
positiva entre el tiempo de abstinencia sexual y el volumen de eyaculado . Sin

embargo, la influencia sobre la movilidad y el recuento espermatico estd mas

. 6,9-12
cuestionada

Ademas, determinados habitos de vida también se han relacionado con la

calidad seminal. Por ejemplo, diver- sos estudios han demostrado potenciales

13-15
beneficios de la actividad fisica sobre la calidad seminal . No obstante, otros

estudios concluyen que un régimen elevado de ejercicio fisico podria afectar

. Ve . 16117 .z
negativamente a los parametros seminales . Otros autores no encuentran relacién

entre la actividad fisica y la calidad seminal, mostrando al menos que no existe una

. .z . ’ . 18
asociacion negativa entre ambas caracteristicas .

Con respecto al consumo de tabaco y alcohol, algu- nos autores no
. . . 7 . 7 . 19
encuentran una clara evidencia del efecto negativo del habito tabaquico o el
. 20 . . - . .
consumo excesivo de alcohol sobre la calidad seminal y la fertilidad masculina. Sin

P . e L. 2123 .
embargo, otros autores si asocian el habito tabaquico y el consumo de bebidas
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et 22123 .z . . .z . . 7
alcohdlicas con una afectacién de la calidad seminal. También existe gran interés
en explo- rar la relacion entre la calidad seminal y el consumo de otras sustancias

cotidianas, como por ejemplo el café, aunque hasta el momento no se ha mostrado

» 22,24
una relacién clara

Por ultimo, el estrés psicolégico se ha relacionado con la fertilidad

. . . 25 ., 22,2627
masculina, pudiendo reducir el volumen del eyaculado , la concentracién , la

- 22,27 , L. 22,25
movilidad y la morfologia normal espermdtica = . No obstante, se ha mostrado

también que la relacién entre el estrés psicolégicoy los parametros seminales podria

L . . 26,27 . . . . P
ser débil o inexistente ~ . El objetivo de este estudio es analizar si caracteristicas
sexuales como el tiempo de abstinencia sexual y la frecuencia de eyaculacién, asi
como determinados habitos de vida y el estrés psicolégico contribuyen a la

variabilidad de la calidad seminal en varones voluntarios.

4.2. Material y método

4.2.1. Poblacidn de estudio y cuestionarios

Se trata de un estudio prospectivo y de seguimiento que se llevd a cabo
evaluando muestras seminales procedentes de varones voluntarios y sanos que
contactaron o acudian a un centro de reproduccion asistida humana ubicado en la
ciudad de Murcia. Se reclutaron 24 varones (16 por su interés en el programa de
donacidn de semen y 8 sujetos de parejas de pacientes de ginecologia u obstetricia,
no de infertilidad, de la propia clinica), de los cuales se excluyeron 5 (uno por
azoospermia y 4 por abandono voluntario del estudio). Finalmente se realizé un
seguimiento de la calidad seminal de 19 individuos (18-40 afios) durante un periodo
de un afio (2012-2013) para registrar la variabilidad de los pardametros seminales
en cada uno de ellos. De ellos, 11 tenian fertilidad probada (hijos/as) y 8 no
presentaban descendencia, principalmente porque aun no habian considerado la
posibilidad de paternidad. Las recogidas de muestras seminales fueron
aproximadamente cada 4-6 semanas y los varones cumplimentaron encuestas

epidemioldgicas sobre datos demograficos, exposiciones y habitos de vida, y se
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sometieron a una exploracion androldgica. Cada participante aporto entre 6 y 14
muestras seminales cada uno (un sujeto: 6 muestras; un sujeto: 7 muestras; un
sujeto: 12 muestras; un sujeto: 14 muestras, y 15 sujetos: 10 muestras seminales)
repartidas durante un periodo de 12 meses. El nimero total de muestras seminales
analizadas fue de 189, de las cuales 46 fueron de donantes y 143 del resto de sujetos.
Los participantes fueron recompensados por su participacién con una tarjeta regalo
de 100 euros. Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos
participantes y la Comisién de Etica de Investiga- cién de la Universidad de Murcia
aprobd este estudio. Todos los sujetos realizaron un cuestionario inicial que incluyo
datos sobre edad, nivel de estudios, ocupacion, antece- dentes clinicos previos y
actuales, desarrollo sexual, estilo de vida (consumo de tabaco, actividad fisica, etc.),
habitos sexuales y situaciones extraordinarias, en los 3 meses anteriores al inicio del
estudio. Posteriormente, tras cada obtencion de muestra, los varones
cumplimentaron encuestas de seguimiento registrando datos de estilos de vida y

habitos sexuales durante las 4 semanasprevias.
4.2.2. Analisis seminal y exploracidn fisica

Todas las muestras de semen se obtuvieron por masturbaciéon en un frasco
estéril de plastico de boca ancha (Deltalab 150 ml PP B/I) etiquetado y atemperado a
temperatura ambiente, en la sala para obtencion de muestras del centro de
reproduccion humana. El tiempo de abstinencia se registré como el nimero de horas
desde la obtencién de la muestra hasta la eyaculacién anterior. En cada andlisis, los
sujetos informaron sobre la frecuencia de eyaculacion en los 15 dias previos. Todas

las muestras seminales se analizaron siguiendo las directrices de la Organizacién

. 1 . .z
Mundial de la Salud vy se procesaron entre 30 y 60 min tras la eyaculacién. El
volumen seminal se estimd por peso de la muestra, suponiendo una densidad de

esperma de 1,0 g/ml. Para determinar el porcentaje de espermatozoides moviles, los

espermatozoides fueron clasificados como progresivos rapidos y no progresivosl.
Brevemente, 10 ul de semen bien mezclados se colocaron sobre un portaobjetos de
vidrio que se habia mantenido a 379Cy se cubrid con un cubreobjetos de 22x22 mm e
inmediatamente se examind con un aumento de x400. La concentracion espermatica

se evalud utilizando un hemocitémetro (Improved Neubauer; Hauser Scientific Inc.,
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Horscham, PA, EE.UU.). Las muestras fueron diluidas en una solucién de 0,6 M de
NaHCOs y 0,4% (v/v) de formaldehido en agus destilada y se evaluaron almenos 200
espermatozoides en 2 réplicas. También se calculé el recuento total de
espermatozoides (volumen x concentracion de espermatozoides). Se realizaron frotis

para la morfologia espermatica con secado al aire, fijacidn y tincién Diff-Quik, y se

evalué mediante los criterios estrictos de Krugerzg. La misma bidloga especializada
(C.P-P.) realizé todos los andlisis seminales. En la exploracidon fisica se recogieron
datos antropométricos (peso y altura), y se evalud el tamanio testicular usando un
orquididmetro de Prader (Andrology Australia, Clayton, Victoria, Australia) y la

presencia o no de varicocele u otras anormalidades escrotales.
4.2.3. Analisis estadistico

Se realizaron analisis descriptivos sobre caracteristicas demograficas, examen
fisico y calidad seminal. Se calculd el porcentaje de coeficiente de variacién (CV)

intraindividual (%CVi) y el CV interindividual (%CVe).

Las variables independientes dicotomicas (si/no) analizadas fueron:
tabaquismo, consumo de vino, cerveza, café o licores, estrés, practica de ejercicio
ligero, moderado o intenso, y de ejercicio moderado/intenso y habitos sedentarios.
Excepto para el tabaquismo (si/no), las variables de consumo se dicotomizaron por la
mediana, y se considerd al sujeto en el grupo del «si» si registr6 mas de la mitad de las
respuestas afirmativas en los cuestionarios de seguimiento (consumidor habitual o

regular). En el caso del estrés, se considerd un sujeto sometido a estrés al responder

P . . . . 26 .
a 2 o mas preguntas afirmativamente (de las 8 presentes en el cuestionario ) mas
del 50% de las veces en dichos cuestionarios (estrés habitual o regular). Con respecto a

la actividad fisica, se calculd el equivalente metabdlico total (MET) para cada sujeto

usado en estudios previosla. Se establecid una clasificacion en ejercicio ligero (< 3
MET), moderado (3-6 MET) e intenso (> 6 MET). Igualmente, se consideré que un
sujeto realizaba o no un tipo de ejercicio concreto si res- pondid afirmativamente a
mas del 50% de las veces durante el seguimiento (ejercicio habitual o regular). Las
actividades sedentarias (ver television [TV], etc.) se registraron segun el niumero
medio de horas semanales durante el seguimiento. Se emplearon correlaciones de

Spearman (pruebas no paramétricas) con el objetivo de estudiar las relaciones
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existentes entre variables continuas. Las pruebas fueron de 2 colas y el nivel de
significacién estadistica se fijo en 0,05. Para la realizacidén de los andlisis estadisticos
se empled el paquete estadistico SPSS 19.0 (IBM Corporation, Armonk, Nueva York,

EE.UU.).

4.3. Resultados

Los 19 individuos participantes tenian entre 18 y 40 afios y sin patologias
conocidas. En la Tabla 1 podemos observar el resultado de los CVi y CVe para cada
uno de los parametros seminales y caracteristicas sexuales. El recuento espermatico
total y la concentracién espermatica fueron los pardmetros seminales que
mostraron el mayor CVi(74,5 y 62,6%, respectivamente), mientras que el porcentaje
de movilidad mostré el menor CVi (14,6%). El resto de pardmetros mostraron un CVi

intermedio respecto a los previamente citados.

La variabilidad de la calidad seminal interindividual mostré un patrén similar a
la intraindividual, obteniéndose en este caso un CVe relativamente mayor para la

concentracidn espermatica que para el recuento espermatico total (214% vs.199%).

Respecto a la variabilidad en las caracteristicas o pautas sexuales de los
sujetos, los resultados mostraron un CVi mas elevado para el tiempo de abstinencia
comparado con la frecuencia eyaculatoria. Los resultados de los CVe siguieron la

misma pauta descrita anteriormente.

Los resultados de la relacidn entre distintos habitos de vida (tabaquismo,
consumo de alcohol, consumo de café, estrés, ejercicio fisico) y la variabilidad de la
calidad seminal se muestran en las Tablas 2 a 5. En general, en todas las variables se
obtuvieron tanto los CVe como los CVi mas altos para la concentracién y el recuento
total espermatico, frente a los CVe y los CVi mas bajos en el porcentaje de movilidad
espermatica para ambos grupos de sujetos, los que presentaban la caracteristica de
interés o no. Como cabria esterar, en global los CVe fueron mas elevados que los CVi,

a excepcion del porcentaje de espermatozoides normales en los sujetos no
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consumidores regulares de café (2,2% vs. 12,2%) y el porcentaje de movilidad en los
no consumidores habituales de cerveza (1,1% vs. 5,2%). Los sujetos que practicaban
regularmente ejercicio ligero o moderado presentaron valores de CVi y CVe relativa-
mente mas bajos que los que no lo practicaban. La practica de ejercicio moderado
intenso no afectaba a la variabilidad intraindividual, pero si aumentaba la
interindividual en el caso de la morfologia espermatica. El ejercicio intenso
aumentaba la variabilidad intra e interindividual de la concentracién, recuento total y
la morfologia espermatica. La relacidn entre actividades sedentarias como ver la TV,
videojuegos, etc., y la variabilidad espermatica se analizd mediante pruebas de
correlacién. Los resultados mostraron que el nimero de horas viendo TV estaba
directamente relacionado con una mayor variabilidad en el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales (r de Spearman = 0,219; p = 0,003).
Respecto al resto de habitos, se obtuvieron los CVi y CVe mas altos para los sujetos
consumidores regulares de vino, cerveza o café que los no consumidores, para todos
los parametros seminales estudiados. En el caso del consumo habitual de licores, los
CViy los CVe fueron similares en ambos grupos, excepto para la movilidad, donde los
CVi fueron mas altos en los consumidores que en los no consumidores. Respecto al
tabaquismo, se observd que los individuos no fumadores presentaban un ligero
incremento del CVi, respecto a los fumadores, para la concentracion, el porcentaje
de espermatozoides normales y el recuento total. Los CVe fue- ron mas altos en los
sujetos fumadores que en los no fumadores, a excepcidon del porcentaje de
espermatozoides normales (66,5% vs. 103%). En el estudio de la valoracion del estrés
psicoldgico se observaron tanto los CVi como los CVe mas altos en los individuos que
no presentaban un estrés habitual que en los estresados para todos los parametros

seminales.
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Tabla 1. Coeficientes de variabilidad intra (CVi) e inter- individual (CVe) con
respecto a parametros seminales y caracteristicas sexuales.

Parametros seminales CVi CVe
Volumen de eyaculado (ml) 30,1% 95,0%
Concentracion espermatica (106/ml) 62,6% 214%
Recuento espermatico total (106) 74,5% 199%
% movilidad espermatica ([PR] + no 14,6% 30,1%
progresiva [NP])

% morfologia espermatica normal 41,2% 119%

Caracteristicas sexuales

Tiempo de abstinencia (horas) 181% 421%
Frecuencia de eyaculaci(i-na 40,4% 113%

a ’ . ’ . /4 T d .
Numero total de eyaculaciones durante los 15 dias previos al analisis seminal.
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Tabla 2. Coeficientes de variabilidad intra (CVi) e interindividual (CVe) de los parametros espermaticos relacionados con los distintos

habitos de vida.

Parametros
seminales

Volumen de
eyaculado (ml)
Concentracion
espermatica
(10°/ml)
Recuento
espermatico total
(10"

% movilidad
espermatica (PR+
NP)

% morfologia
espermatica normal

Qvi
35,2%

62,3%

75,2%

15,8%

37,4%

Tabaquismo
Si

CVe Cvi
66,2% 22,9%
167%  73,2%
144%  84,2%
22,4% 15,0%
66,5% 54,7%

No

Cve
68,6%

131%

132%

20,1%

103%

Consumo habitual de vino

Qvi
25,5%

48,8%

58,2%

12,7%

36,3%

Si

Cve
76,5%

150%

154%

24,9%

110%

Qvi

15,8%

39,0%

46,6%

7,5%

21,1%

No

CVe
55,1%

149%

128%

12,5%

50,6%

Consumo habitual de café

Qvi
28,3%

60,2%

68,4%

14,1%

40,5%

Si

CVe
87,2%

205%

188%

29,3%

118%

No

Qvi
10,7%

20,0%

27,7%

3,9%

12,2%

CVe

28,9%

65,4%

56,1%

6,4%

2,2%
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Tabla 3. Coeficientes de variabilidad intra (CVi) e interindividual (CVe) de los parametros espermaticos relacionados con los distintos

habitos de vida

Parametros
seminales

Volumen de
eyaculado (ml)
Concentracién
espermatica
(10%/ml)
Recuento
espermatico total
(10°)

% movilidad
espermatica (PR
+ NP)

% morfologia
espermatica
normal

Consumo habitual de cerveza

cvi
27,5%
56,3%
67,5%

13,7%

38,2%

CVe
78,5%
185%
189%

30,0%

112%

cvi
11,7%
24,3%
31,4%

5,2%

15,6%

No

CVe
31,4%
69,5%
65,2%

1,1%

43,6%

Consumo habitual de licores

Cvi
21,3%
44,6%
52,1%

12,1%

28,3%

CVe
64,3%
146%
143%

21,3%

80,7%

CVe

63,9%

159%

123%

18,9%

86,9%

cvi
13,5%
30,6%
36,5%

7,1%

18,3%

CVe
22,1%
105%
109%

14,2%

62,7%

Estrés habitual

cvi
26,9%
55,6%
65,8%

12,9%

37,2%

CVe
74,5%
187%
162%

22,5%

103%
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Tabla 4. Coeficientes de variabilidad intra (CVi) e interindividual (CVe) de los parametros espermaticos relacionados con los distintos

habitos de vida

Parametros
seminales

CVi
Volumen de 23,0%
eyaculado (ml)
Concentracion 50,5%
espermatica
(10%/ml)
Recuento 59,3%
espermatico total
(10°)
% movilidad 10,4%
espermatica (PR
+ NP)
% morfologia 34,2%
espermatica
normal

Ejercicio intenso habitual

CVe

58,1%

160%

133,3%

17,6%

96,6%

CVi

18,9%

39,1%

47,0%

10,3%

24,6%

CVe

75,6%

130,5%

131,2%

24,4%

66,8%

CVi

21,9%

44,0%

51,9%

8,9%

31,4%

Ejercicio moderado-intenso habitual

si

CVe

56,9%

124,6%

136,4%

16,5%

91,1%

CVi

19,0%

43,3%

52,9%

11,6%

27,0%

No

CVe

67,8%

138,8%

136,8%

22,0%

77,3%
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Tabla 5. Coeficientes de variabilidad intra (CVi) e interindividual (CVe) de los parametros espermaticos relacionados con los distintos
habitos de vida

Parametros Ejercicio moderado habitual Ejercicio ligero habitual
seminales Si No Si No

Qvi CVe Qvi CVe Qvi CVe Qvi CVe
Volumen de 15,2% 48,1% 28,7% 69,7% 11,2% 33,0% 29,7% 80,9%
eyaculado (ml)
Concentracién 33,6% 124,8% 52,7% 170,5% 30,9% 92,2% 55,0% 196,8%
espermatica
(10%/ml)
Recuento 43,6% 123,8% 65,3% 152,8% 31,9% 83,2% 71,4% 184,6%
espermatico total
(10°)
% movilidad 7,2% 139,5% 13,3% 209,6% 7,9% 15,5% 12,3% 257,5%
espermatica (PR
+ NP)
% morfologia 23,5% 74,6% 35,6% 91,8% 19,3% 75,0% 36,8% 91,5%
espermatica
normal
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4.4. Discusion

Hasta donde conocemos, este es el primer trabajo de seguimiento realizado
para estudiar la variabilidad de los pardmetros seminales en varones voluntarios
sanos en relacion con sus habitos de vida. La calidad seminal de los sujetos
participantes en nuestro estudio presentd una importante variabilidad temporal, mas
acusada para el recuento de espermatozoides, seguido de la morfologia espermatica
y del volumen de eyaculado, siendo la movilidad de los espermatozoides el
pardmetro de mayor estabilidad. Ademas, se evidencia algo esperado, que la
variabilidad de la calidad seminal entre individuos fue caracteristicamente mayor que
la variabilidad en un mismo individuo para todos los pardmetros seminales

estudiados.

También se observd que tanto la variabilidad intra como interindividual fue
menor en varones no consumidores regulares de vino, cerveza o café; en varones que
practicaban habitualmente ejercicio moderado o ligero, y en varones sometidos a
estrés. Sin embargo, en el caso de varones fumadores la variabilidad intraindividual
observada fue menor que en los no fumadores. No se observd una variacion
apreciable con respecto al consumo de licores. En cuanto al sedentarismo (horas de
TV, videojuegos, etc.), se correlaciond directamente con una mayor variabilidad en la

morfologia espermatica.

El nimero de sujetos estudiados y el nimero total de muestras analizadas
. . 24 s o
fueron comparables al de algunos estudios previos , aunque significativamente

5-8
menor que en otros . No obstante, la singularidad del presente estudio fue también
la frecuencia y el periodo de obtenciéon de muestras de los sujetos, que aportaron

entre 6 y 14 muestras seminales cada uno repartidas durante un periodo de 12

. . 2-8
meses, lo cual es novedoso con respecto a los estudios anteriores .
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Los resultados de este estudio son coherentes con trabajos previos que

muestran al recuento espermatico como el pardmetro seminal con mayor

variabilidad intraindividualz_s'8 y entre individuos4'5'8. En nuestro estudio el recuento
total y la concentracién espermatica fueronlos pardmetros seminales que mostraron
el mayor CVi. El CVi para la concentracién de espermatozoides fue del 62,6%.
Considerando que eran varones sanos voluntarios sin pro- blemas conocidos de

fertilidad, observamos que es un dato cercano, aunque ligeramente superior, al CVi
del 54,2 y del 56,8% obtenido en pacientes infértiles en el estudio de KeeI5 y enel de
Francavillaet aI.G, respectivamente. Sinembargo, si es relativamente superior a los CVi
encontrados en otros estudios con varones no infértiles: CVi = 39%2, CVi= 47%3, CVi=

28%4, Cvi :45,8%5 y CVi :44%8 o subfértiles: CVi=29%’. El CVe para la concentracién

espermatica en nuestro estu- dio fue del 214%, comparable al CVe del 187,8 y del
233,5% obtenidos por Keel5 en pacientes infértiles y donantes, res- pectivamente. No

. 4
obstante, no se asemeja al CVe de 56,4% hallado por Alvarez et al. .

Para el volumen de eyaculado, el CVi obtenido fue del 30,1%; aunque
ligeramente superior, concuerda con estu- dios previosz's_s. Schwartz et aI.2
obtuvieron un CVi de 28%, y un CVi de 27% Schrader et aI.8. Casi 3 décadas mastarde,
KeeI5 obtuvo CVi similares, del 25,3 y del 29,6% en donan- tes y pacientes,
respectivamente. Igualmente, Francavilla et aI.6 obtuvieron un CVi del 27,1% en

7
varones sometidos a tratamientos de reproduccién asistida. Leushuis et al.
presentaron un CVi del 28% en varones de parejas subfértiles. Ademads, el CVe

obtenido en nuestro estudio para el volumen de eyaculado fue del 95%, muy similar al

98,6% mostrado por KeeI5 en pacientes con problemas de infertilidad.

Nuestros resultados indican que el porcentaje de movilidad espermatica es el

parametro seminal que muestra la menor variabilidad intraindividual. El CVi obtenido
fue del 14,6%, inferior al 26% obtenido en el estudio de Schrader et aI.8 y al obtenido

. 4
por Alvarez et al., donde el CVi para el porcentaje de espermatozoides méviles fue
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del 20,4%. Nuestros resultados coinciden con la mayoria de los estudios previos, que

sugieren que la movilidad espermatica presenta menor CVi que la concentracion

e 41518 . 7 . oy .
espermatica , excepto para Leushuis et al. , que encuentran similitud en los CVi en

ambos parametros seminales. El CVe de movilidad esperma- tica obtenido en este

. 4
estudio fue del 30,1%, el cual coincide con el CVe del estudio de Alvarez et al. (CVe =
29,8%). En cuanto al porcentaje de espermatozoides morfolégicamente normales, el

CVide este estudio fue del 41,2%, muy superior a otros estudios, que muestran valores
de CVidel 20,9%4, CVi del 29%7 y CVi del 14%8. De manera similar, el CVe obtenido del

119% también es mucho mayor al CVe del 44% observado por otros autores4.

Al estudiar la variabilidad en la calidad seminal considerando los habitos de
actividad fisica y sedentarismo, tabaquismo, consumo de alcohol y café y estrés, los
resultados contintan indicando la mayor variabilidad en la concentracion y recuento
total espermatico y la menor en la movilidad espermatica. Como cabria esperar, y de
forma generalizada, la variabilidad interindividual observada fue superior a la

variabilidad intraindividual en todos los pardmetros seminales.

Segln nuestros resultados, el ejercicio intenso regular aumenta la
variabilidad intra e interindividual de la concentracion y morfologia espermatica, al
contrario que la practica de ejercicio moderado y/o ejercicio ligero, que disminuyen la
variabilidad de todos los parametros seminales. El ejercicio moderado-intenso no se
asocia con una variabilidad de la calidad seminal intraindividual, sin embargo,
aumenta la variabilidad interindividual de la morfologia espermatica y disminuye la

de la movilidad. Nuestros resultados relacionan la actividad fisica con los parametros

seminales, lo cual es coherente con estudios previoslg_ﬂ. No obstante, hasta donde
conocemos, ningun trabajo anterior considerd y estudio la variabilidad de la calidad
seminal en si misma. Por tanto, podriamos hipotetizar que realizar una actividad fisica
ligera o moderada habitualmente podria estar relacionado con una calidad seminal
mas estable, sin fluctuaciones. Sin embargo, la realizacion de ejercicio intenso o pasar

mucho tiempo viendo la TV podrian considerarse factores influyentes en la
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variabilidad en la concentracién y la morfologia espermatica, que son dos de los

parametros seminales con mayor variabilidad en la calidad seminal.

Los resultados de nuestro estudio también muestran una posible relacion
entre el consumo regular de alcohol y de café y la variabilidad de la calidad seminal
en un mismo individuo y entre individuos. Los no consumidores habituales de vino, y
mas notablemente los no consumidores habituales de cerveza y café, presentan una
variabilidad en la calidad seminal menor que los que si consumian regularmente. Sin
embargo, el consumo habitual de licores parece no relacionarse con la variabilidad

de la calidad seminal. Distintos estudios previos cuestionan la influencia del

20
consumo de alcohol sobre la fertilidad del vardn . No obstante, otros trabajos han

mostrado una relaciéon negativa entre el con- sumo de alcohol y el volumen de

o1 7 4t 22,23
eyaculado, la movilidad, la morfologia y el recuento espermdtico = . Respecto al

consumo de café, en la bibliografia previa no esta patente que tenga una relacién con

la calidad seminal de un varén22'24. Sin embargo, nuestros resultados si relacionan la
no ingesta habitual de café con una menor variabilidad en los parametros
seminales. Los CVi de los individuos consumidores regulares de café son
apreciablemente mas altos que los de los no consumidores para el volumen (28,3%
vs. 10,7%), la concentracidon (60,2% vs. 20,0%), la movilidad (14,14% vs. 3,90%), el
porcentaje de espermatozoides normales (40,5% vs. 12,2%) y el recuento total
espermatico (68,4% vs. 27,7%). En los resultados sobre tabaquismo, sin embargo, se
incrementa la variabilidad en la calidad seminal de los no fumadores frente a los
fumadores, en cuanto a los parametros de concentracidon, porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales y recuento total espermatico. No

obstante, existe controversia sobre el posible efecto del tabaco sobre la calidad
.19 . , . . .
seminal , aunque diversos autores si han observado una influencia negativa del

21-23
tabaquismo sobre la fertilidad del vardn

Por ultimo, nuestros resultados muestran una mayor variabilidad en la
calidad seminal en los individuos no sometidos a estrés habitualmente que en los

sometidos a estrés, pero desconocemos por el momento qué mecanismos podrian
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estar detrds de estos hallazgos. No obstante, la relacion entre los procesos de estrés y

la calidad seminal o la infertilidad sigue siendo un tema controvertido y abierto,

encontrando resultados a favor y en contrazz'zs_n.

Que sepamos, nuestro estudio es el primero que explora los habitos de
vidaenrelaciénconlavariabilidad delos parametros seminales mas importantes. En
general, los trabajos realizados hasta el momento han estudiado la asociacién
entre los habitos de vida y el valor individual de cada parametro seminal. No
obstante, este estudio presenta limitaciones, como por ejemplo las inherentes a
un estudio observacional, y por tanto no podemos inferir causalidad. El nimero
de sujetos es relativamente bajo, pero similar a otros estudios publicados
previamente. A nivel metodoldgico no podemos descartar la posible interaccion
entre distintas variables (tabaquismo, consumo de alcohol, etc.), pero dichos
analisis se realizaran en un futuro proximo. Ademas, tampoco podemos descartar
gue posibles exposiciones medioambientales u ocupacionales pudieran influir en

los resultados observados.

4.5. Conclusion

Desde un punto de vista clinico, y en coherencia con estudios previoss'7, la
recomendacién de analizar una Unica muestra seminal nos podria comprometer a un
diagnodstico erréneo del potencial fértil de un vardn, considerando la importante
variabilidad en el recuento y en el porcentaje de espermatozoides morfolégicamente
normales en el eyaculado durante un mismo afio. Sin embargo, esto no es asi para el
parametro de movilidad espermatica, el cual es mucho mas constante en distintos
eyaculados del varén. No obstante, el resultado de un unico andlisis seminal de un
vardn podria considerarse mas fiable o consistente (a subsiguientes analisis) si este
practica regularmente ejercicio moderado o ligero, o no es consumidor habitual de

vino, y en mayor medida si no es consumidor habitual de cerveza o café.
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5. CAPITULO 2. Determinantes asociados a la variabilidad del indice de

fragmentacion del acido desoxirribonucleico espermatico en varones sanos: un

estudio de seguimiento

5.1. Introduccion

Un genoma espermatico en buen estado es esencial para la capacidad

. 7’ 1 ’ . ’ . . .
reproductiva del varén . En la ultima década, diversos estudios han establecido

una relacién entre las roturas en la cadena del acido desoxirribonucleico (ADN) de

. . - .26
los espermatozoides y los problemas de infertilidad masculina .

. . 7 7 . .
Enfermedades o exposiciones como el cadncer, las radiaciones o la

— . 89 10 1
quimioterapia ', el aumento de la temperatura escrotal , el tabaco , la
. .. .16 .. 17-19 .
contaminacion del aire , olos plaguicidas , provocan dafio en la estructura de

. fp: 20 .y . .
la cromatina espermatica . La exposicidon ambiental a otras sustancias o

compuestos como pegamentos, disolventes, siliconas, plasticos o metales, entre

. . - .2 .
otros, se ha relacionado con la infertilidad masculina , aunque no se conoce bien
su influencia o posible efecto sobre la fragmentacién del ADN espermatico. Otros

factores estudiados por su posible relacion con la fragmentacion del ADN
- . . L. 22 15,23
espermatico son por ejemplo el ejercicio fisico , el consumo de alcohol o la

’ 24 e . . . .7
cafeina . Los habitos sexuales reflejados en la frecuencia de eyaculacion o la

abstinencia sexual podrian influir en el indice de fragmentacion del ADN

... 2526
esperm atico

Diversos autores coinciden en que la evaluacion de la integridad del ADN
espermatico se considera un buen indicador de la calidad seminal y de la
capacidad reproductiva masculina, y se trata de un estudio complementario de

utilidad en la evaluacién de los parametros de recuento, movilidad y morfologia

L. 2730
esperm atica
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T . T . . . . 31-
La variabilidad intraindividual en los parametros seminales tradicionales

35 . . . ..
es bien conocida, pero apenas se ha estudiado con respecto a la fragmentacién

del ADN espermatico. Estudios previos sugieren que la variabilidad del indice de

fragmentacion de ADN espermatico es menor que la de los pardametros seminales

. 36,37 .
tradicionales ~ . Otros autores, no obstante, describen una moderada

variabilidad del indice de fragmentacién de ADN espermatico entre varias

. . . sy .r 3839
muestras seminales en varones potencialmente infértiles

Una elevada variacién del indice de fragmentacion del ADN espermatico
intraindividual seria relevante para la evaluacion clinica del vardn, al dificultar el
diagndstico de su capacidad fértil a partir de una Gnica muestra. Ademas, de existir
una variabilidad importante en la medida del dafio del ADN espermatico seria
conveniente conocer qué factores estan relacionados con dicha variacién. El
objetivo de este trabajo es estudiar la variabilidad del indice de fragmentacion del
ADN espermatico en una cohorte de varones sanos y analizar los factores o
determinantes asociados a dicha variabilidad, incluyendo habitos de vida y

exposiciones ambientales.

5.2. Material y Método
5.2.1. Poblacidn de estudio

Se trata de un estudio prospectivo y de seguimiento que se llevd a cabo
evaluando muestras seminales procedentes de varones voluntarios y sanos que
contactaron o acudian a un centro de reproduccién humana ubicado en la ciudad de
Murcia (Espafia). Se reclutaron 24 varones (16 por su interés en el programa de
donacidn de semen y 8 sujetos parejas de pacientes de ginecologia, no de fertilidad,
de la propia clinica), de los cuales se excluyeron 5 (1 por azoospermia y 4 por
abandono voluntario del estudio). Finalmente se realizdé un seguimiento de la calidad

seminal de 19 individuos (18-40 afios) durante un periodo de 1 afio (2012/13) para
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registrar la variabilidad de la integridad del ADN espermatico en cada uno. De ellos,
11 tenian fertilidad probada (hijos/as) y 8 no presentaban descendencia,
principalmente porgue aun no habian considerado la posibilidad de paternidad. Las
recogidas de muestras seminales fueron aproximadamente cada 4-6 semanas y los
varones cumplimentaron encuestas epidemioldgicas sobre datos demograficos,
exposiciones medioambientales y habitos de vida, y se sometieron a una exploracion
androldgica. Cada participante aportd entre 6 y 14 muestras seminales (un sujeto: 6
muestras; un sujeto: 7 muestras; un sujeto: 12 muestras; un sujeto: 14 muestras, y 15
sujetos: 10 muestras seminales) repartidas durante un periodo de 12 meses. El
numero total de muestras seminales analizadas fue de 189, de las cuales 46 fueron
de donantes y 143 del resto de sujetos. Los participantes fueron recompensados por
su participacion con una tarjeta regalo de 100 €. Se obtuvo el consentimiento
informado de todos los sujetos participantes y la Comisién de Etica de Investigacién
de la Universidad de Murcia aprobd este estudio. Todos los sujetos realizaron un
cuestionario inicial que incluyé datos sobre edad, nivel de estudios, ocupacion,
antecedentes clinicos previos y actuales, desarrollo sexual, estilo de vida, habitos
sexuales y situaciones extraordinarias en los 3 meses anteriores al inicio del estudio.
Posteriormente, tras cada obtencién de muestra, los varones cumplimentaban
encuestas de seguimiento registrando datos de estilos de vida, exposiciones

medioambientales y habitos sexuales durante las 4 semanas previas.

5.2.2. Andlisis de fragmentacion del ADN espermatico y exploracion

Todas las muestras de semen se obtuvieron por masturbacidn en un frasco
estéril de plastico de boca ancha (Deltalab 150 mL PP B/I) etiquetado y atemperado a
temperatura ambiente, en la sala para obtencion de muestras del centro de
reproduccion humana. El tiempo de abstinencia se registré como el nimero de horas
desde la obtencidn de la muestra hasta la eyaculacién anterior. En cada andlisis, los
sujetos informaban de la frecuencia de eyaculacién en los 15 dias previos. Las

muestras seminales se analizaron siguiendo las directrices de la Organizacion
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. 31 .
Mundial de la Salud . Todas las muestras se atemperaron a 37 2 C y se licuaron
dentro de los 30 minutos post-eyaculacidon. Una vez licuada cada muestra seminal,
inmediatamente se congeld una alicuota en criotubos (CryoTube Vials 4,5 mL Thermo

Scientific) sin crioprotector a -20 2 C, y posteriormente fueron almacenados en un

4 P 40 ’
congelador a -802C hasta su analisis . Se descongelaron las alicuotas con

los espermatozoides mediante inmersion 30 s en agua a 37 2 C. En algunos casos, fue

6
necesario, diluir con PBS hasta una concentraciéon de 5-10x10

espermatozoides/mL. Inmediatamente tras la descongelacion, se procesaron las

muestras segun el test Halotech Dna (Halosperm) basado en la técnica SCD (Sperm

Chromatin Dispersion)41'42. Tras el procesamiento de las muestras se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia (SYBR®Green Il RNA Gel Stain, InvitrogenTM,
Life Technologies Corporation, Paisley, Reino Unido). El indice de fragmentacion
se definid como el porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmentado con
respecto al  total de los espermatozoides analizados. En cada alicuota se
estudiaron 300 espermatozoides. La misma bidloga especializada realizé todos los
analisis microscdpicos (CP-P). En la exploracidon fisica se recogieron datos
antropométricos y se evalud el tamafio testicular usando un orquidémetro de Prader
(Andrology Australia, Clayton, Victoria, Australia) y la presencia o no de varicocele u

otras anormalidades escrotales.

5.2.3. Anadlisis estadistico

Se realizaron analisis descriptivos sobre caracteristicas demograficas, examen
fisico y fragmentacion del ADN espermatico. Se calculd el coeficiente de
variacion (CV) y el coeficiente de variacidon intraindividual (CVi) de los datos
diferenciado por grupos de interés segun variables relativa a habitos de vida y

exposiciones ambientales. Ademas, se estudid la significacion estadistica de la

. . . . 43
diferencia de resultados entre los grupos mediante la prueba de Miller y Feltz . Para
distinguir grupos de interés se utilizaron las variables independientes dicotdmicas
(si/no): tabaquismo, consumo de vino, cerveza, café, o licores, exposicidn a toxicos o

contaminantes, estrés, practica de ejercicio ligero, moderado o intenso y de ejercicio
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moderado/intenso conjuntamente. Tabaquismo, consumo de vino, cerveza, licores y
café, reflejaban la exposicién durante el mes anterior a alguna de estas
sustancias. Se registré el nimero de cigarrillos, nimero de copas de vino y licores,
numero de tercios de cerveza, y el nUmero de tazas de café semanales. En cuanto a
la exposicion a toxicos o contaminantes se considerd el contacto (al menos 1 hora a
la semana) con sustancias tales como metales, plaguicidas, pinturas, disolventes,
desengrasantes u otros. Las variables de consumo se separaron por la mediana, y se

|ll

considero al sujeto en el grupo del “si” si registréo mas de la mitad de las respuestas
afirmativas en los cuestionarios de seguimiento (consumidor habitual o regular),
excepto para la exposicidon a tdxicos o contaminantes, en la cual se considerd al

IM

sujeto en el grupo del “si” si habia estado en contacto en alguna ocasion durante el
periodo de estudio con estas sustancias. En el caso del estrés, se tuvieron en cuenta
los acontecimientos personales, familiares, y situaciones dificiles experimentadas

durante el mes previo. Se considerd un sujeto sometido a estrés al responder a 2 o

mas preguntas afirmativamente (de las 8 presentes en el cuestionario)44 mas del 50
% de las veces en dichos cuestionarios (estrés habitual o regular). Con respecto a la
actividad fisica, se expresd en 3 niveles: intensa (ejercicio extremo que es muy
fatigoso o sudoroso), moderada (ejercicio que produce cierta fatiga y sudoracion), y
ligera (que no produce mucha fatiga o sudoracion), midiendo las horas semanales
para cada nivel de intensidad, durante el Ultimo mes. Igualmente, se considerd que
un sujeto realizaba o no un tipo de ejercicio concreto si respondio afirmativamente a
mas del 50 % de las veces durante el seguimiento (ejercicio habitual o regular). Las
actividades sedentarias se registraron segin el nimero medio de horas semanales
gue el sujeto permanecia sentado (viendo la TV, video o DVD, frente al ordenador,
conduciendo, etc.) durante el ultimo mes. Se estudid la frecuencia de eyaculacion
considerando el nimero de eyaculaciones en los 15 dias previos y el tiempo de
abstinencia sexual previo a la recogida de la muestra seminal registrado en
numero de horas. Las relaciones existentes entre variables continuas se analizaron
mediante la correlacién de Spearman. Todas las pruebas fueron de 2 colas y el nivel

de significacion estadistica se fijd6 en 0,05. Para la realizacién de los andlisis
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estadisticos se empled el paquete estadistico SPSS 21.0 (IBM Corporation, Armonk,

Nueva York, EE. UU.).

5.3. Resultados

En la Tabla 1 observamos el resultado de los CV y CVi para el indice de
fragmentaciéon del ADN espermatico en relacion con los distintos habitos de vida
(tabaquismo, consumo de alcohol, consumo de café, exposicion a toxicos o
contaminantes, estrés y ejercicio fisico). Los CV difieren significativamente para
todas las variables estudiadas, a excepcién de la exposicidn a toxicos ambientales.
Por otro lado, los individuos que realizan ejercicio intenso o moderado-intenso y los
individuos expuestos a téxicos o contaminantes presentan los CVi mas bajos (34,1 %;
34,5 % y 37,5 % respectivamente), mientras que los fumadores, o consumidores
habituales de cerveza o licores mostraron mayores CVi. Los consumidores de vino o
café, o sometidos a estrés, expuestos a toxicos, que practican ejercicio intenso o
moderado-intenso mostraron significativamente menores CVi que los que no
presentaban ninguna de estas caracteristicas. En general, hubo diferencias
significativas en el CVi entre ambos grupos de sujetos para todas las variables

estudiadas, excepto para la practica de ejercicio ligero.

La Tabla 2 muestra la relacidn entre el indice de fragmentacion del ADN
espermatico y las caracteristicas sexuales y habitos sedentarios de los sujetos. Los
resultados no mostraron una correlacidon significativa (p-valor = 0,08 y 0,77) al
comparar con la abstinencia sexual y la frecuencia de eyaculacién, respectivamente.
Sin embargo, en relaciéon a los habitos sedentarios, los resultados mostraron un
coeficiente de correlacién significativo (p-valor = 0,05), mostrando una relacion
positiva entre el nimero de horas viendo TV, etc. y el indice de fragmentacién del

ADN espermatico.
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Tabla 1. Coeficiente de variacién (CV) y CV intraindividual (CVi) del indice de
fragmentacion de ADN espermatico relacionado con las distintas caracteristicas o

habitos de vida.

Variables CcV p-valor CVi
) Si 47,56 % 50,56 %
Tabaquismo NO 53,43 % < 0,001 42,73 %
c T Si 47,41 % < 0.001 44,11 %
onsumoedevine  No  52,83% ' 49,04 %
. 3 50,28 % 44,18 %
Consumo de café NO 52.81% < 0,001 53,95 %
Sl 49,57 % 47,56 %
Consumo de cerveza NO 52,71% < 0,001 45,06 %
) Si 46,14 % 49,02 %
Consumo de licores NO 52,78 % < 0,001 45,50 %
Exposicion a téxicos o Sl 50,90 % 034 37,51%
contaminantes NO 51,27 % ’ 52,84 %
. Si 44,67 % 41,39 %
Estres NO  51,43% <0001 o) 0%
Practica de ejercicio sl 50,59 % 001 34,14%
intenso NO 52,21 % ’ 51,37 %
Practica de ejercicio sl 49,23 % <0001 43,87 %
moderado NO 55,87 % ’ 48,18 %
Practica de ejercicio Sl 53,75 % <0.001 47,79 %
ligero NO 51,86 % ’ 47,01 %
Practica de ejercicio sl 50,42 % 34,54 %

: < 0,001

moderado-intenso NO 53,92 % 52,84 %

p-valor

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,08

<0,001

Tabla 2. Correlacién entre habitos sexuales y sedentarios y el indice de fragmentacién

del ADN espermatico.

indice de fragmentaciéon del ADN espermético

Variable

- r p-valor
Frecuencia de eyaculacion 0,025 0,77
Tiempo de abstinencia -0,132 0,08
Habitos sedentarios 0,151 0,05
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5.4. Discusion

Hasta donde conocemos este es el primer trabajo de seguimiento realizado en el
sur de Europa para estudiar la variabilidad de la fragmentacién del ADN espermatico en
varones sanos, y el primero que estudia su relacion con sus habitos de vida y exposiciones
ambientales. Los resultados de nuestro estudio son consistentes con estudios previos

gue muestran una variabilidad del indice de fragmentacion del ADN espermatico superior
38,39 . . . . . .. .
al 30 % y por tanto, equiparable a la variabilidad intraindividual existente en los

, . .. 32-35 . .
parametros seminales tradicionales , lo cual contradice a otros autores que consideran

la medicidn del indice de fragmentacion del ADN espermatico mas estable que otros

. . - .. 36,37
parametros seminales, como movilidad, concentracién, etc. = .

Hasta donde conocemos, son escasos los estudios que han relacionado los habitos
de vida con el indice de fragmentacién del ADN espermatico. Por ejemplo, un estudio

experimental realizado en ratones macho mostré que la realizacion de ejercicio

. . Ly, ~ o, 22 . .
combinado con dieta disminuia el dafio al ADN espermatico .En estudios observacionales,

algunos autores han relacionado un mayor indice de fragmentacién del ADN espermatico
. 11-15 10 . .
con el tabaquismo , con el aumento de la temperatura escrotal o con la exposicion a
.. 17-19 . ..
plaquicidas . Los hallazgos conocidos sobre la relaciéon entre el consumo de alcohol y

. oy . e 23
los problemas de infertilidad masculinos son todavia poco concluyentes . Se ha mostrado
que el alcohol causa un aumento del estrés oxidativo, y esto a su vez podria afectar a los

parametros seminales, pero todavia no se conocen bien los mecanismos relacionados con
15123 . ’ s . ’ .
este proceso . Sin embargo, el consumo de cafeina si se ha asociado con indices

. .z e 24
relativamente menores de fragmentacidn del ADN espermatico .

En nuestro estudio se observd que los CV del indice de fragmentacién del ADN
espermatico fueron significativamente distintos para todas las variables estudiadas, a
excepcion de la exposicidon a toxicos ambientales (similar CV) y el ejercicio fisico ligero
(similar CVi). Con respecto a las exposiciones ambientales a toxicos, cabe sefialar que

existe un nimero muy bajo de dichas exposiciones entre los varones participantes, lo cual
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podria influir en gran manera en la ausencia de significacidon estadistica en esta variable,
por lo que dicho resultado debe ser tomado con cautela. Con referencia al ejercicio fisico
ligero, podriamos argumentar que la realizacién o no de este tipo de ejercicio no es
determinante para la variabilidad del indice de fragmentacion del ADN espermatico en los

varones, y es concordante con resultados similares publicados con respecto a los

. . . L - 45
parametros seminales convencionales (concentracién, movilidad, etc.) .

Respecto a la influencia de otros factores en el indice de fragmentacion del ADN
espermatico, como los habitos sexuales, los resultados no mostraron una correlacion
significativa. No obstante, estudios previos indican que un aumento en la frecuencia de

eyaculacidn (cada 24 horas) y un menor tiempo de abstinencia sexual (entre 3 y 24 horas)

. L . .. L. 25260 .
podrian disminuir el nivel de fragmentacion de ADN espermdtico ~ . Sin embargo, en
nuestro estudio, el numero de horas de sedentarismo si se relaciond positiva y

significativamente con el indice de fragmentacion del ADN espermatico.

Hasta donde conocemos, ningun trabajo anterior ha estudiado la variabilidad del
indice de fragmentacién del ADN espermatico en relaciéon con los habitos de vida y
exposiciones ambientales. Los resultados obtenidos permiten establecer una primera
asociacion entre dichos factores y la variabilidad del indice de fragmentacién del ADN
espermatico, y son consistentes con los resultados obtenidos en otro estudio previo, que

muestra la existencia de una relacidon entre los habitos de vida y la variabilidad de los

. . . 35
parametros seminales convencionales .

No obstante, no podemos descartar totalmente que otros factores o la
combinacion de varios, pudieran estar influyendo en la variabilidad de dicho parametro.
Las limitaciones del presente estudio también son las inherentes a cualquier estudio
observacional, con lo cual no se puede inferir causalidad de los resultados obtenidos. Un
sesgo de informacién (recuerdo) podria existir a priori, pero el periodo sobre el que se
preguntaba eran unas pocas semanas atras y los participantes desconocian qué relaciones
se iban a investigar con respecto a sus habitos de vida o exposiciones ambientales.

Ademas, cabria sefialar que no se midieron biomarcadores de estrés fisiologico o del

75



estatus antioxidante, asi como la diferenciacidn entre ejercicio aerdbico y anaerdbico. Son
pardmetros que recomendamos encarecidamente investigar en futuros estudios. De esta
forma, hacemos hincapié en que nuestros resultados deben ser tratados con cautelay la
necesidad de nuevos estudios (incluyendo parametros analiticos) que confirmen estos

hallazgos.

5.5. Conclusiéon

El indice de fragmentacion del ADN espermatico presenta una considerable

38,39
variabilidad (CV e CVi), que coincide con hallazgos encontrados en estudios previos
Desde un punto de vista clinico, un Unico analisis de fragmentacion del DNA espermatico

podria ser poco fiable para determinar el diagndstico de fertilidad o infertilidad, al igual que

ocurre con el andlisis de los parametros seminales tradicionalesaa'as. No obstante, serian
conveniente realizar mas estudios sobre la asociacién entre los habitos de vida y la
fragmentacion del ADN espermatico, especialmente con el fin de esclarecer una posible
relacién con la actividad fisica o la exposicidn a toxicos y contaminantes ambientales. En
definitiva, este estudio muestra que determinados factores o caracteristicas del varén
podrian estar relacionadas con una mayor o menor variabilidad de su indice de

fragmentacion de ADN espermatico.
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6. CAPITULO 3. Relacién entre la distancia anogenital y la variabilidad de la calidad

seminal.

6.1. Introduccion

La distancia anogenital (AGD), distancia entre el ano y los genitales, es un
dimorfismo sexual en mamiferos placentarios y es alrededor del doble en machos que en
hembras?. Esta distancia se ha asociado recientemente con alteraciones reproductivas e
infertilidad masculina®. Estudios en animales® y humanos*® han relacionado una AGD
acortada con la presencia de patologias o anomalias reproductivas, como criptorquidia®’,
hipospadias®*®°, bajo nivel de testosterona sérica®, disminucién en el tamafio testicular®,

|2,4,6

disminucién en la longitud del pene®®, peor calidad semina y azoospermia no

obstructiva®.

La produccién de espermatozoides en el testiculo es un proceso complejo que
requiere una completa sucesion de fendmenos celulares y hormonales que se inician
tempranamente en las primeras semanas del desarrollo fetal'®. Diversos estudios en
animales!! y humanos®”*?han mostrado que la AGD es un marcador fiable de la accién de
andrégenos durante la formacidn del sistema reproductivo masculino. Por lo tanto, podria
ser usada como un biomarcador atil del desarrollo y funcidn gonadal normal, incluyendo

calidad seminal, en el varén adulto?*¢13,

Sin embargo, la calidad seminal en un individuo no es constante a lo largo del

14-20 EI

tiempo recuento espermatico es el pardmetro con mayor variabilidad

intraindividual*>172°

, mientras que la movilidad espermatica parece ser el parametro mas
estable en medidas repetidas en el mismo individuo®. Los factores que interfieren con la
variabilidad de la calidad seminal son aun parcialmente desconocidos. Hasta ahora,
algunos habitos de vida (actividad fisica, consumo de ciertos alimentos, etc.) se han
asociado con la variabilidad de los pardmetros seminales?®®. No obstante, cabria la

posibilidad de que la mayor o menor variabilidad de la calidad seminal pudiera estar
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relacionada también con factores prenatales. En este caso, se podria hipotetizar que la
variabilidad intraindividual seria diferente en funcidon del ambiente hormonal al que los
inviduos han estado expuestos durante su desarrollo prenatal. El objetivo de este estudio

es analizar la relacion entre la AGD y los pardmetros seminales y su variabilidad.

6.2. Material y método

6.2.1. Poblacion de estudio

Este estudio prospectivo de seguimiento fue realizado para evaluar la variabilidad
de las muestras de semen procedentes de varones voluntarios sanos. Un total de 24
sujetos fueron invitados a participar en este estudio. De entre ellos, 16 eran candidatos a
participar en el programa de donacidon de semen, y 8 eran parejas de pacientes de
ginecologia. Un individuo tuvo que ser excluido (1 azoospermia), y 4 varones
abandonaron el estudio. Finalmente se realizd un seguimiento de la calidad seminal de 19
individuos (18-40 afios) durante un periodo de un afio. Cada 4 semanas los sujetos
obtuvieron una muestra de semen, cumplimentaron un cuestionario sobre habitos de

vida durante las semanas previas, y se sometieron a una exploracion androldgica.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los sujetos participantes y la
Comision de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia aprobé este estudio (no.
495/2010 aprobado 14 mayo 2010). Los participantes fueron recompensados por su

participacién con una tarjeta regalo de 100€.

6.2.2. Analisis seminal

Todas las muestras de semen se obtuvieron por masturbacién en un frasco estéril
de plastico de boca ancha (Deltalab 150 ml PP B/I) etiquetado y atemperado a
temperatura ambiente, en la sala para obtencidon de muestras del centro de reproduccion

Humana. El tiempo de abstinencia se registr6 como el nimero de horas desde la
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obtencidon de la muestra hasta la eyaculacion anterior. En cada andlisis, los sujetos
informaban de la frecuencia de eyaculacién en los 15 dias previos. Todas las muestras
seminales se analizaron siguiendo las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud®*.
El volumen seminal se estimd por peso de la muestra, suponiendo una densidad de
esperma de 1,0 g / ml. Para la evaluacién de la motilidad, los espermatozoides fueron
clasificados como progresivos rapidos y no progresivos'* para determinar el porcentaje de
espermatozoides moviles. Brevemente, 10 microlitros de semen bien mezclados se
colocaron sobre un portaobjetos de vidrio que se habia mantenido a 372C y se cubrid con
un cubreobjetos de 22x22 mm e inmediatamente se examind con un aumento de x400. La
concentracién espermatica se evalud utilizando un hemocitémetro (Improved Neubauer;
Hauser Scientific Inc., Horsham, PA, EE.UU.). Las muestras fueron diluidas en una solucion
de 0,6 m de NaHCO3 y 0,4 % (v/v) de formaldehido en agua destilada y se evaluaron al
menos 200 espermatozoides en 2 réplicas. También se calculd el recuento total de
espermatozoides (volumen x concentracién de espermatozoides). Se realizaron frotis para
la morfologia espermatica con secado al aire, fijacion, y tincion Diff-Quik y se evalud
mediante los criterios estrictos de Kruger?'. La misma bidloga especializada realizé todos

los analisis seminales (C.P-P.).

6.2.3. Andlisis de fragmentacion del acido desoxiribonucleico (ADN)

Una vez licuefactada cada muestra seminal, una alicuota fue criopreservada en
criotubos (4.5 ml Vials CryoTube Thermo Scientific) sin crioprotector -20 ° C 22 y después
fueron almacenadas en un congelador a -80 ° C hasta el analisis. Las alicuotas con los
espermatozoides fueron descongeladas por inmersion en agua 30 s a 37° C. En algunos
casos, fue necesario, diluir con PBS hasta una concentraciéon de 5-10 millones de
espermatozoides por mililitro. Inmediatamente después de la descongelacién, las
muestras fueron procesadas segln el test Halotech Dna (Halosperm) basado en la SCD
(Sperm Chromatin Dispersion)®2*. Tras el procedimiento técnico, las muestras fueron
analizadas por microscopia de fluorescencia (Il RNA Gel SYBR®Green stain, InvitrogenTM,
Life Technologies Corporation, Paisley, UK). El indice de fragmentacién fue definido como

el porcentaje de espermatozoides con AND fragmentado sobre el total de
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espermatozoides analizados. Fueron estudiados 300 espermatozoides en cada alicuota. La

misma bidloga especializada realiz6 todos los analisis microscépicos (C.P-P.).

6.2.4. Exploracion fisica

El mismo examinador (JM) midié la AGD, la altura y el peso, y evalué la presencia
de varicocele u otras anomalias. El tamafio testicular fue estimado a través de un
orquidometro de Prader (Andrologia Australia, Clayton, Victoria, Australia). El
procedimiento de medicion de la AGD ha sido descrito?®. De manera que se midieron dos
variantes de AGD (Figura 1): a) desde la insercion anterior del pene al centro del ano
(AGDap), vy b) desde la base posterior (primer pliegue) del escroto al ano (AGDas), usando
un pie de rey digital de acero inoxidable (VWR International, LLC, West Chester, PA,
EE.UU.) y mientras el vardn estaba en posicion de litotomia, con los muslos en un angulo
de 45 2 respecto a la mesa de examen. Para mejorar la precision, el examinador hizo cada
una de estas mediciones dos veces, y la media de ambas se utilizé como la estimacion.
Ambas AGD presentaron una alta correlacion (Prueba de correlacion de Spearman,

coeficiente=1,00, p<0.05).
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Figura 1. Mediciones de distancia anogenital. AGDap: desde la base anterior del pene
hasta el borde superior del ano. AGDas: desde el aspecto posterior (primer pliegue) del

escroto hasta el borde superior del ano. (Reproducido con permiso de los autores).

6.2.5. Analisis estadistico

El andlilis estadistico tuvo cuatro partes. En primer lugar, el analisis descriptivo se
realizd para determinar las caracteristicas de los participantes. En segundo lugar, el
coeficiente de variacion (CV) y el coeficiente de variacion intraindividual (CVi) de cada
parametro seminal (volumen seminal, concentraciéon espermatica, movilidad espermatica
PR+NP, el porcentaje de espermatozoides con morfologia normal, el recuento total de
espermatozoides y la fragmentacion de ADN) fueron calculados sobre las muestras
agrupadas segiin AGD mas larga o mas corta que la mediana de las AGDap y AGDas. EI CV
es el coeficiente de variacion estandar definido como el ratio de la desviacién estandar

hasta la media y el CVi es la media del coeficiente de variacién dentro de cada grupo. El
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test de Feltz and Miller?® se utilizd para determinar la diferencia entre ambos coeficientes

(CV y CVi) en cada grupo.

En tercer lugar, se utilizd el modelo linear generalizado (GLM) para medidas
repetidas para analizar las diferencias a través del tiempo en los parametros seminales,
como variables dependientes, entre los varones con AGDs mas alargada y acortada que la
mediana, como variable independiente. El procedimiento GLM de medidas repetidas
consiste en un andlisis de varianza cuando se toman las mismas medidas varias veces para
cada sujeto o caso. Las covariables usadas fueron el tiempo de abstinencia e indice de
masa corporal (IMC), y para la movilidad espermatica ademas se ajustd por el tiempo
hasta el inicio del andlisis. En todos los casos, se utilizé el Test de Mauchly para Esfericidad
como parte del procedimiento de medidas repetidas GLM. El test multivariable usado
para medir las diferencias a lo largo del tiempo fue el test Traza de Pillai (lambda de Wilks,

traza de Hotelling, raiz méxima de Roy)?’.

En cuarto lugar, se utilizaron modelos mixtos?® (modelos con datos panel de
efectos fijos) para estudiar la relacion entre AGDap Y AGDas con cada uno de los
parametros seminales ajustados por covariables importantes. Los modelos mixtos son una
extension de los modelos de regresidn. Un modelo de efectos mixtos tiene ambos, efectos
aleatorios y efectos fijos, mientras que un modelo de regresion lineal estandar tiene
Unicamente efectos fijos. Los modelos obtenidos por el procedimiento se compararon
utilizando los criterios del parametro de Akaike (AIC) utilizados para determinar la prueba
de bondad de ajuste. Los valores bajos indicaron un mejor ajuste del modelo. Se usaron
modelos mixtos para estudiar por separado la relacion entre AGDap (ajustado por IMC) y
AGDxs (ajustado por IMC) con cada parametro seminal teniendo en cuenta covariables
relevantes. En cada modelo, el pardmetro de semen era la variable dependiente y AGD
era la variable independiente. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete

estadistico IBM SPSS v.18.0 (IBM Corporation, Armonk, Nueva York, EE. UU.).
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6.3. Resultados y discusion

Hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer estudio que aborda la
asociacién entre las mediciones de AGD y los parametros seminales en un estudio de
seguimiento. Este estudio incluyé un total de 16 individuos con al menos diez muestras de
semen en el andlisis por individuo. Hubo 8 sujetos en cada grupo de AGD acortada y
alargada desde el ano hasta la base posterior del escroto (AGDas) y de la insercidon cefalica
del pene (AGDgap). La edad media (desviacion tipica -DT-) en AGDap acortada y alargada fue
de 27.3 (4.7) afios y 30.8 (7.3) afios, respectivamente, y en AGDas acortada y alargada fue
de 26.4 (5.4) afios y 31.6 (6.1) afios. El promedio (DT) del IMC en AGDapr acortada y
alargada fue de 24.1 (2.3) Kg / m? y 26.5 (2.7) Kg / m?, respectivamente, y en AGDaxs
acortada y alargada fue de 24.2 (2.3) Kg / m2 y 26.4 (2.8) kg/m? El IMC se correlaciond
con la AGDpp (Test de Correlacidn de Pearson, coeficiente=0.704, p=0.002) y mostré una
asociacion casi estadisticamente significativa con la AGDas (Test de Correlacién de
Pearson, coeficiente=0.486, p=0.057). Las caracteristicas de los participantes se muestran

enla Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los participantes.

Variable Total (n=16)
Edad (afios) 29.0(6.2)
IMC (Kg/m?) 25.3(2.8)
Estado de fertilidad, n (%)

Si 14 (87.5)
No 2 (12.5)
AGDap (mm) 121.4 (18.8)
AGDas (mm) 51.8 (28.2)
Tiempo de abstinencia (horas) 72.9 (44.1)
Pardmetros seminales

Volumen seminal (ml) 3.4 (1.3)
Concentracion espermatica (10%/ml) 35.2(28.7)
Movilidad progresiva y no progresiva (%) 69.3 (10.4)
Morgologia espermatica (%) 20.3(9.6)
Recuento total espermatico (10°) 115.0 (99.6)
Fragmentacién ADN espermatico (%) 36.3 (19.0)

Nota:

Las variables continuas se muestran como media y desviacion tipica entre paréntesis.

IMC: indice de masa corporal; AGDap: distancia anogenital desde el ano hasta la insercién
cefalica del pene; AGDas: distancia anogenital desde el ano hasta la base posterior del
escroto.

Esta tabla resume un andlisis descriptivo de las caracteristicas de los participantes
incluidos en el estudio.
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Evaluamos la variabilidad de los parametros seminales en relacién con la AGD
como se resume en la Figura 2 (AGDap) y Figura 3 (AGDas). La movilidad progresiva y no
progresiva mostré el CV general mas bajo con la AGD alargada (AGDar:14.13%, p-
valor>0.001; AGDas: 17.12%, p-valor>0.001), seguido por el volimen (AGDap: 34.58, p-
valor>0.001; AGDas: 37.49%, p-valor>0.001), morfologia normal (AGDap:37.01%, p-
valor>0.001; AGDas: 41.38%, p-valor>0.001), concentracion (AGDap: 34.58%, p-valor <
0.001), recuento espermatico total (AGDap: 77.26%, p-valor < 0.001); mientras que la
AGD acortada lo mostré con el porcentaje de fragmentacion de ADN espermatico
(AGDgap: 47.33%, p-valor < 0.001; AGDas: 48.59%, p-valor < 0.001). La concentracion
espermatica y el recuento total de espermatozoides no se relacionaron con la AGDaxs (p-

valor = 0.37 and 0.25, respectivamente) (Tabla 2).

Los varones con AGDas por encima de la mediana tenian significativamente menor
coeficiente de variacion (CV) que los varones por debajo de la mediana para todos los
parametros seminales excepto la fragmentacion de ADN espermatico. Los varones con
una AGDpp alargada presentaban un significativo menor CV en el volimen seminal, la
movilidad total (PR+NP), y la morfologia espermatica que aquellos con una AGDap
acortada. La fragmentacion del ADN se relacioné con una menor variabilidad en la AGD
acortada. No obstante, como no se conocen bien los factores que pueden influir en la
variabilidad de la fragmentacién del ADN, no podriamos descartar la posibilidad de una

confusion residual en nuestros hallazgos.
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Tabla 2. Coeficiente de variacidén general (CV) de cada pardmetro de semen en relacion
con mediciones de AGD alargadas y acortadas.

AGDAP AGDAS
Pardametros Larga Corta p-valor Larga Corta p-valor
seminales
Volimen seminal 34.58% 45.30% <0.001 37.49%  39.90% <0.001
Concentracion 72.24% 96.17% <0.001 83.65% 83.95% 0.37
espermatica
Movilidad 14.13% 23.27% <0.001 17.12% 19.61% <0.001
progresiva y no
progresiva
Morfologia 37.01% 63.63% <0.001 41.38% 58.30% <0.001
normal
espermatica
Recuento total 77.26% 101.79% <0.001 89.40% 88.75% 0.25
espermatico
Fragmentacion 53.36% 47.33% <0.001 52.82% 48.59% <0.001
ADN espermatico
(%)
Nota:

AGDap: distancia anogenital desde el ano hasta la insercidn cefalica del pene; AGDas:
distancia anogenital desde el ano hasta la base posterior del escroto.

Esta tabla muestra la evaluacion de la variabilidad de los parametros del semen en

relacién con la AGD dividida por la mediana.

91




0,40

0,20

Semen volume

Longer AGD

0,00 /
0,20 ° ® L ] I\\ /'
/ ¥
-040 /
o
0,60 b
Shorter AGD
1000 g Sperm concentration
500 Longer AGD
0,00
A A
-5,00 ./ \// \\ .
Shorter AGD \ .
N e v
-10,00
C Normal morphology
5,00 Longer AGD
2,50
-0,00
2,50 // \\ ‘.-'/ \ / \\\
/ \J/ \ /
/ b L @ / *
500 @ Shorter AGD =5 — ./
600 (D Total motility ShorterA(;D
4,00
2,00
-0,00
2,00
-4,00
=2 e DNA Fragmentaﬁonf\
/ \
10,00 PR
Longer AGD
500 onger / \ »
®
-0,00 £
N /
-5,00 \\./

-10,00

-15,00

Shorter AGD

Figura 2. Pardametros del semen
agrupados por hombres con
AGDsp alargada vy acortada.
Volumen seminal (A),
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X representa el numero de
muestra durante el estudio de un
ano, el eje Y representa la medida
AGD estandarizada. La forma de
diamante representa la AGDap
alargada y la forma del circulo la
AGDap acortada. Los graficos
muestran las medias marginales
estimadas para los parametros
seminales ajustados por el indice
de masa corporal, la duracion de
la abstinencia y la movilidad de los
espermatozoides, ajustada
adicionalmente por el tiempo

hasta el andlisis de semen.
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Figura 3. Pardmetros de semen
agrupados por hombres con AGDas
alargada y acortada. Volumen
seminal (A), concentracion de
espermatozoides (B), morfologia
normal (C), motilidad total (D) vy
fragmentacién del ADN (E). El eje
X representa el numero de
muestra durante el estudio de un
ano, el eje Y representa la medida
AGD estandarizada. La forma del
diamante representa la AGDas
alargada y la forma del circulo la
AGDas acortada. Los graficos
muestran las medias marginales
estimadas para los parametros
seminales ajustados por el indice
de masa corporal, la duracion de
la abstinencia y la movilidad de los
espermatozoides, ajustada
adicionalmente por el tiempo

hasta el andlisis de semen.
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Cuando buscamos evaluar la utilidad de la AGD para determinar la variabilidad
intraindividual en los parametros espermaticos, encontramos que el volumen seminal
mostré el CVi mas bajo con una AGDap alargada (28.28%, valor de p = 0.015), seguido de
una morfologia normal (35.47%, valor p= 0.01), concentracién espermatica (56.52%, valor p
= 0.05) y recuento total de espermatozoides (66.74%, valor p = 0.03), y una AGDas acortada
con motilidad progresiva y no progresiva (12.83%, valor p = 0.01). No se identificaron otras
asociaciones con AGDap Yy AGDas (valores de p> 0.05). Los varones con AGDap acortada
presentaron una mayor variabilidad en todos los parametros seminales, excepto en la
fragmentacion del ADN, aunque sdlo la concentracion, el recuento total y la morfologia de
los espermatozoides fueron estadisticamente significativos. Por el contrario, los hombres
con AGDas acortada presentaron una menor variabilidad en la motilidad erpermatica que
los de AGDgas alargadas (Tabla 3). Por lo tanto, el volumen seminal, la concentracidn, el
recuento total y la morfologia espermatica fueron mas variables a lo largo del tiempo en los
hombres con una AGD acortada comparado con hombres con una AGD alargada. Ya se
sabia que con respecto a la variabilidad intra-sujeto, la concentracién de espermatozoides,
el recuento total de espermatozoides y la morfologia espermatica son los pardmetros
menos estables?®. Nuestro estudio aporta que esos tres pardmetros tienen una mayor
variabilidad en los hombres con una AGD acortada. Sin embargo, hemos observado que una
AGDgas acortada se relaciona con una menor variabilidad intraindividual con respecto a la
motilidad espermatica, mientras que una AGD alargada se asocia con un coeficiente de
variacidon general menor. Estos resultados no son congruentes y en este caso particular

pueden deberse a hallazgos casuales u otras limitaciones metodoldgicas.

El modelo lineal generalizado (GLM) para las medidas repetidas durante el afio de
seguimiento mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los hombres
agrupados por AGDas alargadas y acortadas en motilidad espermatica total (suma de
cuadrados tipo Il =3380.60, F = 13.62 y valor de p = 0.003 en las pruebas de efectos entre
sujetos). Las Figuras 2 y 3 muestran el comportamiento de los parametros seminales a lo
largo del afio en hombres agrupados en AGDap y AGDas alargadas y acortadas. Aunque sélo
encontramos diferencias estadisticamente significativas con la motilidad espermatica, la
representacién visual de los datos sugiere mejores valores de volumen seminal,

concentracién de espermatozoides y porcentaje de espermatozoides con morfologia
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normal en hombres con AGDapr Yy AGDas alargadas en comparacion con los valores de los

sujetos de AGDar Yy AGDas por debajo de la mediana. Esto es consistente con trabajos

previos®®’

diferencias estadisticamente significativas.

, aunque la falta de poder en nuestro estudio podria impedirnos encontrar

Tabla 3. Coeficiente de variacién intraindividual (CVi) de cada pardmetro de semen en
relacién con mediciones de AGD alargadas y acortadas.

Pardametros
seminales

Volimen seminal

Concentracion
espermatica

Movilidad
progresiva y no
progresiva

Morfologia
normal
espermatica

Recuento total
espermatico

Fragmentacion
ADN espermatico
(%)

Nota:

AG DAP AG DAS
Larga Corta p-valor Larga Corta p-valor
28.28% 31.95% 0.15 31.02% 29.35% 0.32
56.52% 69.29% 0.05 65.38% 58.36% 0.18
13.93% 15.22% 0.23 16.61% 12.83% 0.01
35.47% 48.27% 0.01 41.32% 38.49% 0.28
66.74% 84.03% 0.03 74.20% 74.73% 0.48
48.22% 46.39% 0.37 48.86% 45.58% 0.28

AGDap: distancia anogenital desde el ano hasta la insercion cefédlica del pene; AGDas:
distancia anogenital desde el ano hasta la base posterior del escroto.

Esta tabla muestra la evaluacion de la variabilidad intraindividual de los parametros del
semen en relacion con la AGD dividida por la mediana.
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Ademas, se observd una relacion cuadratica significativa con el volumen seminal
cuando se estudié el comportamiento de los parametros a lo largo del afio. Eso significaba
qgue el volumen era mas alto en los meses célidos y mas bajo durante el resto del afio. La
literatura previa muestra asociaciones entre los parametros seminales y las variaciones
estacionales. Sin embargo, la mayoria de estos estudios no mostraron diferencias

|29—31

estacionales con el volumen semina , ¥ en una poblacidn china se encontré un menor

volumen en verano®2 Sin embargo, nuestro estudio no fue disefiado para este propdsito.

Los resultados del uso de modelos mixtos para el efecto fijo y sus covariables
fueron similares para AGDapr ¥ AGDas. En todos los modelos, la interseccion y el efecto fijo
(AGDap y AGDas) fueron estadisticamente significativos para todos los parametros
espermaticos (valor de p < 0.01). Los criterios de informacion de Akaike (AIC) variaron
desde el valor mas bajo de 553,6 para el volumen seminal hasta el valor mas alto de 2989,7
para la motilidad total. Por lo tanto, los valores de AGDap y AGDas tienen una influencia fija
en cada uno de los parametros seminales en nuestra poblacidn de estudio. Por ejemplo, los
hombres con AGDap alargadas (o AGDas) tendran consistentemente un mayor porcentaje de
espermatozoides morfoldgicamente normales en comparacién con aquellos con AGD
acortadas (Figuras 2 y 3). Este analisis muestra que los parametros basicos del semen
(volumen, concentracién, recuento total, motilidad y morfologia del esperma) y la

fragmentacion del ADN dependen de la AGD individual en todos los casos.

Nuestros hallazgos son en parte consistentes con la literatura previa. Los estudios
transversales han mostrado una relacién entre los parametros seminales y la AGD?’,
mientras que otros estudios no encontraron asociaciones significativas®*3*. La razén de
estos resultados contradictorios puede deberse a diferencias étnicas, de edad o de lugar de
realizacion. Zhou et al.®® analizé la relacidn en una poblacién joven china, y el estudio de
Parra et al.3>* estuvo compuesto por jévenes universitarios sanos en un rango de edad entre
18 y 23 afos. Se ha sugerido que la disminuciéon de los niveles de exposicion a andrdégenos
en el Utero podria dar como resultado una AGD acortada®. Una AGD acortada se ha
asociado con pardmetros seminales disminuidos? y podria relacionarse con la variabilidad
de los indicadores espermaticos. Por lo tanto, muchos autores consideran la AGD como un
buen predictor para los pardmetros seminales >®7. Sin embargo, estos pardmetros no son

17-20

constantes en el tiempo en un individuo y una alta variabilidad en dichos parametros
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podria conducir a un diagndstico erréneo del potencial fértil del varén basado en un Unico

seminograma?’.

6.4. Conclusion

Podriamos concluir que los voluntarios con AGD alargadas, como biomarcadores
del desarrollo prenatal normal del sistema reproductivo, podrian tener sistematicamente
mejores parametros seminales a lo largo del tiempo, con la excepcién de la fragmentacion
del ADN espermatico. La fragmentacion del ADN podria estar influenciada por factores a
corto plazo que no se comprenden bien y se necesitan mas estudios al respecto. Para cada
individuo (coeficiente intra-variacién), se han detectado diferencias mas altas en los
parametros espermaticos, aunque aquellos con un AGDap alargada tienden a presentar una
variabilidad constantemente mas baja. Una cuestién importante que no se puede abordar
en este estudio es el valor relativo de cada medicién de AGD. La mayoria de los estudios
hasta la fecha han utilizado ambas medidas, aunque la mayoria de las asociaciones se han
encontrado con la AGDas**. Sin embargo, no estd claro por qué se han encontrado
anteriormente diferentes asociaciones con ambas medidas de AGD. Por lo tanto, el acceso
a mas datos normativos para ambas medidas de AGD podria ofrecer la posibilidad de
explorar y utilizar este biomarcador con potenciales aplicaciones clinicas futuras. La AGD
puede ser un proxy util no sélo para los valores promedio de los parametros seminales si no

también para su estabilidad a lo largo del tiempo.
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7. CONCLUSIONES

1. Hay una importante variabilidad en el recuento y en el porcentaje de
espermatozoides morfolégicamente normales en el eyaculado de un mismo
sujeto durante un mismo afio. La movilidad espermatica es un parametro
mucho mas constante y por tanto un marcador mas fiable entre los distintos

eyaculados.

2. La elevada variabilidad en los pardametros mencionados anteriomente hace que,
desde el punto de vista clinico, analizar una Unica muestra seminal pueda
conllevar un elemento de error aleatorio considerable sobre el potencial fértil
de un vardn, por lo que seria deseable valorar pruebas repetidas en el mismo

sujeto.

3. En los varones que practican regularmente ejercicio ligero o moderado, o que
no consumen habitualmente alcohol o café, la variabilidad de la calidad seminal

es menor por lo que analizar una Unica muestra seminal seria mas fiable.

4, Existe una alta variabilidad en el indice de fragmentacién del ADN espermatico
en las medidas repetidas, por lo que, desde un punto de vista clinico, un Unico
andlisis de fragmentacion del ADN espermatico podria ser poco fiable para

determinar el diagndéstico de mayor o menor fertilidad.

6. La practica de ejercicio intenso o moderado/intenso, la exposicidn a toxicos o el
estrés psicoldgico, son factores que se asocian a una menor variabilidad del

indice de fragmentacion del ADN espermatico.

7. Los varones con una distancia anogenital (AGD) alargada, de forma consistente
en las mediciones repetidas, tienen mejores valores en todos los parametros

seminales medidos, a excepcién de la fragmentacion del ADN espermatico.

8. La fragmentacion del ADN espermatico parece estar influenciada por
exposiciones recientes y con consecuencias a corto plazo. La naturaleza e

importancia relativa de estos factores requiere investigaciones adicionales.
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10.

11.

La concentracidn, el recuento total y la morfologia espermatica presentan unos
valores mayores y una variabilidad intraindividual consistemente menor en

varones con una AGDap alargada.

El valor relativo de cada una de las dos mediciones de AGD no esta claro. El
acceso a mas datos normativos para ambas medidas de AGD podria ofrecer la
posibilidad de explorar y utilizar este biomarcador con potenciales aplicaciones

clinicas futuras.

La AGD puede ser un proxy util en la clinica no sélo para los valores promedio
de los parametros seminales si no también para predecir su estabilidad a lo

largo del tiempo.
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8. ANEXOS

8.1. Informacion sobre las publicaciones

De la presente tesis doctoral se han realizado tres publicaciones en revistas

cientificas incluidas en indices de calidad como el Journal Citation Reports (JCR) o Latindex.

Los trabajos publicados son:

Articulo 1:

Pérez-Palazon C, Lopez-Espin JJ, Mendiola J, Roman-Arias JD, Torres-Cantero AM.
Factores asociados a la variabilidad de la calidad seminal: un estudio de seguimiento. Rev

Int Androl. 2016;14(1): 1-7.

Informacidn y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 17/12/2014; aceptado el 10/02/2015.

¢ Factor de impacto (JCR-SCIE, 2017):0,096

e Area tematica y posicién: Andrology (6/6).

Se trata del primer trabajo derivado de un estudio de seguimiento coordinado por
los Doctores Torres-Cantero y Mendiola, sobre los determinantes asociados a la variabilidad
de la calidad seminal. En mi caso participé en la organizaciéon del estudio y en la
investigacion de la bibliografia de interés. Lideré la realizacidn del trabajo de campo, desde
la seleccién de los sujetos participantes, la realizacion de los procedimientos de andlisis
seminal y encuestas epidemioldgicas, el registro de los datos generados, hasta la
integracion de los resultados. Ademas, participé en la elaboracion de este manuscrito

desde su inicio hasta la version final.
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Articulo 2:

Pérez-Palazon C, Lopez-Espin JJ, Roman-Arias JD, Mendiola J, Torres-Cantero AM.
Determinantes asociados a la variabilidad del indice de fragmentacion del acido
desoxirribonucleico espermatico en varones sanos: un estudio de seguimiento. Rev. salud

ambient. 2016;16(1):25-32.

Informacidn y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 20/10/2015; aceptado el 21/03/2016.

e Caracteristicas cumplidas (Latindex, 2017): 29/36

e Area tematica: Ciencias Médicas: Medicina, Salud Publica.

Se trata del segundo trabajo derivado del proyecto sobre determinantes asociados
a la variabilidad de la calidad seminal, siendo en este caso el parametro estudiado el indice
de fragmentacion del ADN espermatico. En este caso lideré la fase de investigacion,
incluyendo la busqueda bibliografica, y la realizacién de los procedimientos de andlisis de la
integridad cromatinica espermatica, el registro de los datos generados, y la interpretacion
de los resultados. También participé en la elaboracion de este manuscrito desde su inicio

hasta la version final.
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Articulo 3:

Lopez-Espin 1), Pérez-Palazon C, Maldonado-Carceles AB, Roman-Arias D,
Mendiola J, Torres-Cantero AM. Anogenital distance and variability in semen parameters.

Syst Biol Reprod Med. 2018 Feb;64(1):71-79.

Informacidn y criterios de calidad:

e Manuscrito recibido el 10/04/2017; aceptado el 9/10/2017.

¢ Factor de impacto (JCR-SCIE, 2017): 1,582

e Area temaética y posicién: Andrology (5/6).

Es el tercero de los trabajos resultado de esta tesis. Con respecto a este trabao,
participé en la busqueda y recopilacion de la bibliografia relacionada. Realicé los
procedimientos de analisis seminal y encuestas epidemioldgicas y el registro de los datos
generados. Colaboré en el procedimiento de exploracidn fisica de los sujetos, asi como en la
integracion de los resultados. Ademas, inicié la elaboracidn del manuscrito y colaboré hasta

su version final.
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