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Resumen de la tesis

RESUMEN DE LA TESIS

Introduccion

El varicocele es una de las mayores causas de infertilidad masculina. El tratamiento
quirargico del varicocele estd indicado en pacientes con infertilidad y varicocele clinico o
palpable. La microcirugia del varicocele ha demostrado ser la mejor técnica para su

reparacion.

El varicocele grado I o subclinico, en el que no se recomienda el tratamiento quirtrgico,
también puede ser causa de infertilidad. El tratamiento antioxidante ha demostrado
mejorias en la calidad seminal de pacientes infértiles, pero no hay datos de su efecto en

pacientes con varicocele.

Las especies reactivas de oxigeno que se generan en aumento en pacientes con varicocele,
pueden danar el ADN espermatico, principalmente a través de modificaciones en la
guanina. En nuestro grupo, postulamos que el efecto de dafio en el ADN podia ser mas
intenso en los telomeros, dado que los telémeros son ricos en guanina, hecho que podria

comprometer la fertilidad.
Hipotesis y Objetivos

Conociendo las anteriores afirmaciones, se ha intentado analizar por un lado el efecto de la
microvaricocelectomia sobre la longitud telomérica y fragmentacion del ADN espermatico,
asi como su efecto el seminograma; y por otro lado, en aquellos pacientes con varicocele
subclinico, se ha intentado comprobar el efecto del tratamiento antioxidante tanto en el

seminograma como en la fragmentacion del ADN espermatico.
Material y Métodos

Se han incluido en el estudio 12 donantes de semen fértiles y 40 pacientes con varicocele

asociado a infertilidad y se han dividido en 2 grupos.

»  Grupo 1: 20 pacientes con varicocele clinico, en los cuales se ha analizado antes y 9

meses después del tratamiento quirdrgico mediante microvaricocelectomia, los
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» valores del seminograma, la fragmentacion de simple y doble cadena y la longitud

telomérica del ADN espermatico.

»  Grupo 2: 20 pacientes con varicocele subclinico, en los cuales se ha analizado antes
y 3 meses después del tratamiento antioxidante oral mediante un complejo
multivitaminico, los valores del seminograma y la fragmentacion de ADN

espermatico.
Resultados

En comparacion a donantes fértiles, el varicocele no tiene una reduccion significativa de la
longitud telomérica. Respecto a la microvaricocelectomia, tampoco ha demostrado
cambios en dicha longitud. Sin embargo, si se han observado cambios estadisticamente
significativos en cuanto a los valores del seminograma y de la fragmentacion de ADN

espermatico, tanto de simple como de doble cadena.

En cuanto al tratamiento antioxidante en los pacientes con varicocele subclinico, ha
demostrado una reduccion significativa de la fragmentacion del ADN espermatico,
mientras que en el seminograma, solamente se observaron cambios a favor del tratamiento
en el nimero total de espermatozoides, sin que se vieran alterados el resto de valores del

seminograma.
Conclusiones

En base a nuestros resultados, podemos afirmar que en nuestra serie no hemos encontrado
un efecto del varicocele y de su tratamiento quirurgico sobre la longitud telomérica del
ADN espermatico. Si que hemos confirmado la mejoria en las cifras de fragmentacion del
ADN espermatico de simple y doble cadena y mejorias en el seminograma gracias al

tratamiento.

Por otro lado, los datos sugieren que la integridad del ADN espermatico en el varicocele

grado [ mejora con el tratamiento antioxidante oral.
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Resumen de la tesis

SUMMARY
Introduction

Varicocele is one of the main causes of male infertility. The surgical treatment of
varicocele is indicated for patients with infertility in combination with clinical or palpable
varicocele. Mycrosurgurgical varicocelectomy has demonstrated to be the best procedure

for its repair.

Grade I varicocele o subclinical, in which it is not recommended this surgical treatment,
could be as well an infertility cause. Antioxidant treatment has demonstrated seminal
quality improvements, but there is no prior data to investigate the effect on varicocele

patients.

Reactive oxygen species, that are highly generated in varicocele patients, can damage
sperm DNA, principally due to guanine modifications. In our group, we thought that the
effect of DNA damage could be more intense because the telomeres are rich in guanine,

fact that could also compromise fertility.
Hypothesis and Objectives

In the view of the above, in one hand, we tried to analyze the effect of
microvaricocelectomy to the telomere length and sperm DNA fragmentation, and its effect
on seminal parameters. On the other hand, in subclinical varicocele patients, we tried to
assess the effect of antioxidant treatment in seminal parameters and in sperm DNA

fragmentation.
Material and Methods

For this purpose, 12 fertile donors and 40 infertile varicocele patients were included in the

study and divided in two groups:

» Group 1: 20 clinical varicocele patients, in which we analyzed, before and 9
months after microvaricocelectomy surgical treatment, seminal parameters, sperm

simple and double-strand DNA fragmentation and telomere length.
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»  Group 2: 20 subclinical varicocele patients, in which we analyzed, before and after
3 months of oral antioxidant treatment with a multivitamin complex, seminal

parameters and sperm DNA fragmentation.
Results

Comparing with fertile donors, varicocele had no effect on telomere length. Results
showed that microsurgical varicocelectomy had no effect on telomere length before and
after treatment. However, we observed significant statistical differences in seminal

parameters and sperm simple and double DNA fragmentation.

Referring to antioxidant treatment in subclinical varicocele patients, we demonstrated a
significant reduction on sperm DNA fragmentation, whilst we only observed changes in
total sperm count in favor to the treatment, without observing changes in the rest of

seminal parameters.
Conclusions

On the basis of the findings, we are able to affirm that in our series we have not found an
effect of varicocele and its surgical treatment over sperm ADN telomere length. We have
confirmed improvements in sperm DNA simple and double strand fragmentation levels due

to surgical treatment and improvements on seminal parameters.

Moreover, data suggest that sperm DNA integrity, in varicocele grade I patients, improve

with oral antioxidant treatment.
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1. Introduccion

1.1 Infertilidad

El estudio de la capacidad de reproduccion de los varones, es una rama que se incluye en la
especialidad de Urologia y, concretamente en la subespecialidad de Andrologia, definida
como la parte de la medicina que se encarga del estudio del estudio de las funciones
reproductiva y sexual del hombre (1). Se trata de una ciencia en continua evolucion,
constantemente aparecen innovaciones, tanto a nivel quirargico como a nivel de estudio

microscopico de las alteraciones seminales.

Las definiciones utilizadas mas comunmente para referirse a alteraciones de la fertilidad
masculina se pueden considerar como clésicas y son fruto de consensos internacionales.
Cabe comentar que dichas definiciones se refieren a la pareja y no al género masculino
especificamente. Estos conceptos, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), son

los siguientes (2):

» Fertilidad: Se define como la capacidad de reproducirse que tienen los seres vivos.
Si nos fundamentamos en este concepto, se aceptaria que la infertilidad es la

pérdida de dicha capacidad.

» Infertilidad: Segun la OMS, la infertilidad es una enfermedad del sistema
reproductivo definida como la incapacidad de concebir de forma espontidnea
durante el transcurso de 12 o mas meses manteniendo relaciones sexuales no
protegidas de manera regular (2). Aunque hay que considerar que entre el 20% y el
30% de las parejas consiguen un embarazo después de este tiempo (3). Asi pues,
hay que valorar el concepto de subfertilidad, que alude a la disminucién de la
fertilidad. El término infertilidad se relaciona también con las parejas que sufren
abortos repetidamente, mientras que el término esterilidad se refiere inicamente a

la incapacidad de la pareja de lograr un embarazo (4).

» Infertilidad primaria: Se refiere a aquella pareja que nunca ha logrado un embarazo

de manera natural.

» Infertilidad secundaria: Concepto que se refiere a aquellas parejas que si que han

logrado un embarazo de manera natural (independientemente de que el embarazo
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llegara a término o finalizara en aborto) y, que en los ultimos 12 meses teniendo

relaciones sexuales no protegidas con regularidad, no consiguen un embarazo.

Hay que anadir que la infertilidad es un problema clinico frecuente y, cuya incidencia esta
en aumento (principalmente en paises desarrollados) y su prevalencia mundial se estima
entre el 13% y el 15% (5) (6). Segun la literatura mas reciente, las causas de infertilidad se
dividen en: factor masculino, representando un 21% de los casos; factor femenino, presente
en el 33% de los casos; una combinacion de ambos factores masculino y femenino, en el
40% de los casos y una ausencia de causa aparente que explique el origen de la infertilidad

en un 6% de los casos (7).
1.1.1 Infertilidad masculina

Como hemos citado anteriormente, la infertilidad masculina aislada representa el 21% de
casos de infertilidad, y esta presente en el 21%-61% de los casos cuando se trata de una
combinacion de ambos factores, el masculino y el femenino (7). La infertilidad masculina
es un motivo de consulta frecuente en el urdlogo. Aproximadamente, el 8% de varones en
edad reproductiva precisaran de atencion médica por problemas de infertilidad (8),
demostrando la importancia de la evaluacion del hombre en el estudio de infertilidad de la

pareja.

Las causas de infertilidad masculina son muy diversas; asi, se han descrito multitud de
etiologias que pueden originar infertilidad masculina: alteraciones genéticas, infecciosas,
hormonales, obstrucciones de la via seminal, varicocele, alteraciones de la eyaculacion...
(9), y un no despreciable nimero de pacientes en los cuales no podemos definir la etiologia
precisa de la infertilidad y ante los que carecemos del oportuno diagndstico y tratamiento
(10). De ellos, hasta un 10% presentan una causa reversible afectando a su potencial de
fertilidad (como pueden ser consumo de tabaco, alcohol, drogas, exposiciones laborales,
etc.). Las causas mas frecuentes de infertilidad masculina se pueden clasificar segin las
guias de la OMS de la siguiente manera (8): O bien de manera esquematica como

proponen Stahl Py cols (Ver Tabla I):
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»

Causas pre-gonadales: Desérdenes hipotalamicos, como el sindrome de Kallmann,

Hiperprolactinemia, Hipopituitarismo, Hipogonadismo de maultiples causas,
consumo de drogas, alcohol o tabaco, endocrinopatias como la diabetes mellitus o

tiroidopatias, celiaquia.

Causas Testiculares: Varicocele, criptorquidia (anomalia congénita mas frecuente

de los genitales masculinos (11), traumatismos, factores laborales que aumenten la
temperatura testicular, tumor testicular, alteraciones genéticas (microdelecciones
del cromosoma Y, sindrome de Klinefelter), infecciones testiculares, disgenesia

testicular, antecedente de cirugia urologica testicular.

Causas post-gonadales: Obstruccion de conductos, ausencia congénita de conductos

deferentes, infecciones prostaticas, eyaculacion retrograda, defectos acrosémicos de

penetracion en 6vulo.
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Tabla 1.1: Diagnostico diferencial de la infertilidad masculina

Causas pre-testiculares

Hipogonadismo hipogonadotrofo congénito

Patologia hipofisaria: tumores, enfermedades infiltrativas e
infartos

Patologia suprarrenal: tumores e hiperplasia suprarrenal congénita
Infecciones sistémicas, incluyendo enfermedades virales y
tuberculosis

Neoplasias sistémicas

Abuso de esteroides anabodlicos

Causas testiculares

Varicocele

Sindrome de Klinefelter

Microdeleciones del cromosoma Y

Tumores de células germinales

Tumores de células de Leydig o de células de Sertoli
Falla testicular idiopatica

Dafio vascular o traumatico

Orquitis previa

Exposicion a gonadotoxinas: quimioterapia, radiacion, farmacos, calor

Causas post-testiculares

Obstruccion epididimaria congénita, iatrogénica o postinflamatoria
Obstruccion de conductos deferentes congénita, iatrogénica

o postinflamatoria

Obstruccion de conductos eyaculadores

Disfuncion sexual o eyaculatoria

Fuente: Elaboracion propia a partir de Stahl Py cols (2012) (12)
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En general, cualquier proceso que afecte a la produccion y la calidad del semen es
potencialmente perjudicial para la fertilidad masculina. Las causas mas frecuentes de
alteraciones de la fertilidad masculina se han analizado en numerosos estudios
poblacionales, como resumen en sus actualizaciones sobre el tema Esteves SC y Cols,
siendo el varicocele la causa mas frecuente de infertilidad masculina, estando presente en
un 26,4% de los casos de manera unica y en el 35% de casos de manera combinada a otras
alteraciones. (13) En la distribucién del resto de porcentajes, destaca que en un 12% de los

casos la infertilidad es idiopatica.

1.2. Varicocele

1.2.1 Generalidades

El varicocele es una patologia bien conocida desde los inicios de la historia de la medicina.
Celso en el siglo I d.c. (14) describié la existencia de varicoceles y los clasifico en
superficiales y profundos haciendo las primeras notificaciones de una disminucion del
tamafo testicular del lado afecto. Hipocrates también escribid acerca de su existencia. En
1880 se relaciona varicocele e infertilidad en los estudios realizados por Bartfield y Cols
(15). Macomber y Sanders ya en 1929 (16) informan acerca de la restitucion de la
fertilidad después de la varicocelectomia quirtrgica. A pesar de las numerosas evidencias
bioquimicas, clinicas y patoldgicas (17), no ha sido totalmente aclarada la relacion exacta
del varicocele con la fertilidad, asi como tampoco el mecanismo fisiopatoldgico por el que

el varicocele produce dichas alteraciones.

1.2.2 Anatomia basica

El origen del drenaje venoso intratesticular estd formado por una serie de redes capilares
intersticiales y peritubulares (Ver Figura 1.1). Dichos capilares se dirigen a los tabiques

interlobulillares, convergiendo en la retetestis o por la capa interna de la albuginea (18).

Todos estos conglomerados venosos se fusionan en el hilio testicular situdndose por
delante del conducto deferente, formando, una vez se introducen en el cordon espermatico,
el plexo pampiniforme, que posteriormente da lugar a la vena espermadtica interna (Ver

Figura 1.2).
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Figura 1.1: Anatomia testicular
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Fuente: netterimages.com, Ed. ElSevier
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Figura 1.2: Esquema anatomia testicular

Conducto deferente

Plexo pampiniforme

Epididimo

Capa visceral
de la vaginal
testicular

Coedén espermitico

Musculo cremaster

Apéndice testicular

Apéndice epididimo

Capa parietal
de la vaginal

Fuente: Archivos Espafioles de Urologia (2004) (19)

El drenaje venoso de la cola del epididimo se lleva a cabo por otro conglomerado 1lamado

plexo venoso cremastérico que desembocara en la vena epigastrica inferior y ésta, a su vez,

en la vena iliaca externa. Se ha descrito un tercer plexo venoso llamado perideferencial que

dara lugar a la vena deferencial que desembocard en la vena vesical superior. La vena

espermatica interna sigue un recorrido retroperitoneal ascendente hasta su drenaje en la

vena renal izquierda en el lado izquierdo y en la vena cava inferior en el lado derecho (Ver

Figura 1.3).
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Figura 1.3: Esquema anatémico vena espermatica a su llegada a vena renal
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Fuente: Henry Gray, Anatomy of the Human Body (1918) The bartleby.com edition

El recorrido de la vena espermatica izquierda es mas largo que el de la derecha, lo cual
favorece su dilatacion. Ademads, un 40% de varones, carecen de valvulas ostiales (que
favorecen el buen drenaje venoso) en la vena espermatica izquierda, frente a un 23% en el
lado derecho. A lo anterior debemos anadir que, cuando dichas valvulas estdn presentes,
son incompetentes el doble de veces en el lado izquierdo que en el derecho (20) (Ver

Figura 1.4).

Existen numerosas anastomosis descritas de la vena espermética interna en su recorrido
ascendente, principalmente con la vena lumbar ascendente y la vena mesentérica inferior.
De igual modo se han descrito anastomosis entre venas del sistema espermatico izquierdo
y el derecho a través de las venas pelvianas profundas, dando lugar a una de las posibles
explicaciones de la toxicidad bilateral que se produce sobre los testiculos la presencia de
varicocele unilateral. Existen asimismo numerosas interconexiones entre los plexos

cremastérico, anterior y deferencial (21).
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Figura 1.4: Anatomia de venas espermaticas

Fuente: Anatomia en varicocele, urologiaperuana.org

1.2.3 Definicion

El varicocele se define como la dilatacion anormal de las venas espermatica y escrotal y
del plexo pampiniforme y secundariamente de la vena espermatica interna. Esto ocurre
como consecuencia de un aumento de presion intravascular y una ausencia o
incompetencia valvular venosa que condiciona la presencia de un reflujo retrégrado
andmalo de la vena espermatica interna (22). Se ha encontrado una asociacion directa entre
varicocele e infertilidad masculina, observandose que un alto porcentaje de varones

infértiles con un seminograma alterado padecian de manera asociada un varicocele.

Existen principalmente dos tipos de varicocele. El varicocele primario o también
denominado idiopatico y el varicocele secundario (aquel en que se conoce la causa que lo
produce). El varicocele idiopatico se debe a una insuficiencia o ausencia valvular que
condiciona el aumento de presiones y reflujo retrogrado de la vena espermatica y el plexo

pampiniforme y es la causa mas frecuente de varicocele.
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El varicocele secundario se debe a la compresion del drenaje venoso que puede darse por
diversas causas, principalmente por un proceso tumoral retroperitoneal compresivo. Una de
las causas no maligna de varicocele secundario es la presencia del sindrome del
“cascanueces” (Ver Figura 1.5), entidad en la que la vena renal izquierda queda
comprimida entre la horquilla que forman la arteria aorta intraabdominal y la arteria
mesentérica superior, originando un aumento de presiones que se transmiten de forma

retrograda al plexo pampiniforme del lado izquierdo (25).

Figura 1.5: Sindrome del cascanueces

Fuente: Mileon Files wordpress.com, Solcami-Cascanueces (2010)

Anatémicamente, se podrian definir tres tipos diferentes de varicocele segin el plexo
afecto (Ver Figura 1.6), el més frecuente es el espermatico en el que la vena espermatica y
el plexo anterior son los afectados por el reflujo. Con mucha menor frecuencia se puede
dar un varicocele cremastérico, el cual afecta al plexo posterior o un varicocele mixto en
que ambos plexos venosos se encuentren afectos, siendo esta situacion la mas frecuente en

un estadio evolutivo de la patologia. (26)

40


http://wordpress.com

1. Introduccion

Figura 1.6: Esquema del drenaje venoso del testiculo y del epididimo

Esquema del drenaje venoso del testiculo y del epididimo. 1: Plexo pampiniforme posterior. 2:
Plexo pampiniforme intermedio. 3: Plexo pampiniforme anterior. 4: Vena marginal del epididimo.
5: Veena marginal del testiculo. 6: Plexo capital. 7: Colector de la vena caudal. 8: Vena deferencial
9: Vena cremastérica o espermélica externa. 10: Vena testicular o espermatica. (Manuel Nistal,
Pilar Gonzalez-Peramato, Alvaro Serrano y Javier Regadera. Fisiopatologia del testiculo infertil.
Etiopatogenia del varicocele. vArch. Esp. Urol., 57, 9 (883-904), 2004)

(ﬁ

Fuente: Archivos Espafioles de Urologia 2004 (19)

1.3 Epidemiologia

La incidencia del varicocele descrita clasicamente es del 16% de varones adultos en la
poblacion general. Hay numerosos estudios epidemiologicos que hacen expandir la
horquilla de incidencia al 15-20% (o incluso del 4,4% al 22,6%) de la poblacion general y
se encuentra presente en aproximadamente el 40% de los varones que presentan
infertilidad primaria y en aproximadamente el 80% de aquellos hombres que presentan
infertilidad secundaria (25) (26). Las diferencias en la incidencia se deben principalmente a
la variedad de criterios diagnosticos que pueden adoptarse en esta patologia. Asi existen

estudios de incidencia basados en criterios clinicos (que son los que més se adaptan a los
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valores de incidencia de aproximadamente 15-20%) y otros publicados con criterios
ecograficos, termograficos, radiograficos, etc. De la misma manera que las caracteristicas
de la poblacion estudiada (si se incluye o no la infancia y adolescencia) influyen en los

resultados de incidencia calculados.

El varicocele se encuentra de manera mas frecuente en el lado izquierdo comunicandose
porcentajes desde 70% a 100% dependiendo de los estudios que se consulten, pero de
media se considera que en mas del 90% de los casos el varicocele es izquierdo (27). De

manera mas inusual la localizacion es bilateral (0%-25%) o derecho (0%-10%) (28).

La incidencia de varicocele izquierdo es mucho mayor que la del derecho. Segiin Garel y
cols, la incidencia de varicocele izquierdo idiopatico puede llegar a ser del 98%. (29),
aunque agrupando estudios oscila en: varicocele izquierdo: 70%-100%, varicocele

bilateral: 20%-25% y varicocele derecho: 0%-10% (28).

Esta marcada diferencia de incidencia entre el varicocele izquierdo y el derecho tiene
principalmente bases anatomicas, aunque en la mayoria de casos el origen del varicocele se

considera idiopatico por una combinacion de varias alteraciones.

Las principales causas anatomicas de que la incidencia de varicocele izquierdo sea mayor

al derecho son:

» Recorrido de mayor longitud de la vena espermatica izquierda respecto a la

derecha, provocando un aumento de presion hidrostatica en dicha vena.

» Existencia de condiciones mdas favorables para el drenaje venoso de la vena
espermatica derecha, dado que dicho drenaje se realiza con una angulacion de
30°-40° en la vena cava inferior, mientras que la vena espermatica izquierda drena
con un angulo de 90° en la vena renal izquierda. A este hecho anatomico puro se
afiade que las presiones en el interior de la vena renal izquierda son mayores que

las de la vena cava inferior.
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4

Posibilidad de pinzamiento de la vena renal izquierda, aumentando las presiones de
la misma por medio de la pinza que forman la arteria mesentérica superior a su
salida de la arteria aorta, dando lugar al que cominmente se conoce como sindrome

del “cascanueces” (Ver Figura 1.5, (sindrome del cascanueces)).

Existencia de una menor cantidad o de ausencia total congénita de valvulas ostiales

en la vena espermatica izquierda (Ver Figura 1.7).

Presencia de un mayor nimero de valvulas incompetentes en la vena espermatica

izquierda que en la derecha (Ver Figura 1.8).

Estos dos ultimos factores hacen especialmente susceptible a la vena espermatica
izquierda a los efectos que produce la presion hidrostatica de la columna de vertical
que se genera cuando se adopta la posicion de bipedestacion, hechos demostrados

en estudios flebograficos por Comhaire y cols. hace més de 40 afios (30).

Figura 1.7: Esquema de insercion de venas testiculares

Fuente: Anatomia en varicocele, urologiaperuana.org
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Figura 1.8: Esquema de valvulas venosas

*En las venas sanas, las valvulas cierran correctamente y previenen el reflujo. En venas afectas, el cierre inadecuado
permite el reflujo de sangre y la dilatacion del plexo pampiniforme

Fuente: Beck y cols (1992) (31)

La frecuencia tan reducida de varicocele derecho aislado, hace que cuando aparece en la
clinica, nos obligue a pensar y descartar la presencia de un proceso patologico compresivo
retroperitoneal, posiblemente de origen tumoral, un drenaje anomalo de la vena renal o

bien la existencia de un situs inversus (Ver Figura 1.9) (32).

44



1. Introduccion

Figura 1.9: Situs inversus

La existencia de un varicocele bilateral se deberia a la posible presencia de
comunicaciones suprapubicas entre ambos plexos pampiniformes derecho e izquierdo

(como se ha comentado en el apartado de anatomia) (Ver Figura 1.6).

La presencia de todos estos factores anatomicos junto con a la ausencia o incompetencia
valvular de la vena espermadtica, que se ve incrementada por el aumento de presion
hidrostatica provocado por la bipedestacion humana, explicarian la existencia de esta
patologia en exclusiva en el varon humano y su ausencia en el resto de especies del reino

animal (22).

A estos procesos, se afiade que la persistencia durante un largo tiempo de la congestion
venosa, condiciona la sujecion e inmovilidad anatomica de la ectasia venosa,
secundariamente a una hipertrofia de la capa media muscular de la pared venosa y una
hipoplasia de las fibras elasticas, mecanismo idéntico a la formacién de varices de las
extremidades inferiores. Tal y como sugieren Shafik y cols en sus estudios existe una
atrofia de la funciéon de bomba de la fascia muscular (33), la denominada “bomba
fasciomuscular” formada por la fascias espermaticas interna y externa y por la fascia

cremastérica que rodean al cordon espermatico y que actia favoreciendo el flujo venoso. Si
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esta bomba deja de funcionar con normalidad, las venas espermaticas y el plexo

pampiniforme se relajan, favoreciendo la aparicion de ectasia venosa.
1.4 Fisiopatologia

La alteracion que provoca la dilatacion venosa sobre la funcion de los testiculos no ha
podido ser aclarada de manera firme y concluyente. Se han propuesto varias teorias con el
objetivo de intentar explicar cudles son los efectos perjudiciales sobre la espermatogénesis.

Estas teorias las vamos a desarrollar mas adelante.

Esta ausencia de explicacion Unica se debe mayoritariamente a que el varicocele y sus
lesiones asociadas a nivel gonadal, asi como la alteracion de la funcién testicular aparecen
debido a un proceso multifactorial, donde diferentes agentes perjudiciales actuan de

manera simultdnea o de manera sucesiva sobre la gonada afectada por el propio varicocele.

El proceso inflamatorio que afecta a la funcion testicular ocurre principalmente cuando las
valvulas de la vena espermatica no permiten el correcto flujo de sangre, circunstancia que
da lugar a varios procesos nocivos sobre la espermatogénesis, como son esencialmente:
hipertermia escrotal, estrés oxidativo, alteraciones hormonales, hipoxia testicular y reflujo
de metabolitos toxicos renales. Estos procesos han demostrado tener un efecto perjudicial
sobre la histologia testicular y la maduracion espermaética, los pardmetros seminales y la

fragmentacion del ADN espermatico, lo que puede finalmente dar lugar a una alteracion de

la fertilidad.

Las teorias mas importantes que se han propuesto para definir como el varicocele puede

afectar al proceso de espermatogénesis son las siguientes:

1. Hipertermia escrotal:

La elevacion de la temperatura de ambos testiculos da lugar a una disminucién en la
espermatogénesis. Este hecho fue documentado por Zorgniotti y cols en 1979,
midiéndose la temperatura testicular por termografia de la superficie escrotal (34), y
parece que pueda ser el factor fisiopatologico de mayor importancia en relacion a la

infertilidad. El mantenimiento en condiciones normales de la temperatura testicular a
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1-2 °C por debajo de la temperatura corporal se produce gracias a los excelentes
mecanismos de termorregulacion del escroto, gracias a su piel fina, con minimo tejido
adiposo, una gran riqueza de tejido linfatico y unas envolturas eldsticas (35). La
consecuencia principal del reflujo de sangre venosa y aumento de presion hidrostatica
es el aumento de temperatura. Se ha podido demostrar un aumento de la temperatura de
ambos testiculos en pacientes con varicocele en comparacion a varones sanos. La
respuesta fisiopatologica a ese aumento de temperatura es una alteracion de la
permeabilidad tisular de los tubulos seminiferos llevando a una pérdida de

espermatidas y de espermatocitos (35).

El tratamiento quirdrgico del varicocele ha demostrado un descenso de la temperatura

hasta valores normales (36).

2. Alteraciones hormonales:

Cléasicamente se ha postulado la posibilidad de que la disfuncion hormonal pueda

contribuir a la fisiopatologia del varicocele (37).

Aunque en algun estudio, como el de Amadopoulos y cols se ha informado que no
existen diferencias en los niveles de testosterona entre pacientes con varicocele
respecto a controles sanos (38), en un estudio de la OMS de 1992 sobre mas de 9000
pacientes con varicocele, se demostrd que la concentracion de testosterona en varones
con varicocele mayores de 30 afios era significativamente menor en comparacion a

pacientes jovenes afectos de varicocele (39).

Se ha demostrado una insuficiencia en la funciéon del eje hipotalamo-hipofisario-
testicular en forma de una respuesta excesiva de las hormonas luteinica (LH) y foliculo
estimulante (FSH) en aquellos pacientes que presentaban varicocele asociado a
oligozoospermia severa, asociando una menor respuesta en la sintesis de testosterona,
hecho que no ocurria en aquellos pacientes con varicocele y normozoospermia o bien

oligozoospermia no severa (40).
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3. Hipoxia testicular:

Se postula que el varicocele se asocia a un aumento de la hipoxia, hecho que
contribuiria a una disfuncién endotelial y por tanto, de la funcion testicular. Este
postulado se establece a raiz de los estudios de Kilinc y Lee, cuyos trabajos demuestran
una expresion aumentada del factor 1-alfa inducible por hipoxia (HIF-1-a)) tanto en
ratas con varicocele en el trabajo de Kilinc, como en varones con varicocele grado III
en el estudio de Lee, donde objetiva hasta 7 veces mds niveles de HIF-1-alfa en

pacientes con varicocele que en varones sanos (41) (42).

4. Reflujo de metabolitos toxicos renales v adrenales:

Este mecanismo de reflujo, contribuye a la alteracion de la fertilidad de los pacientes
con varicocele. Estudios realizados con flebografia demuestran el reflujo que recibe la
vena espermatica de la vena renal (43). Si se afiade el factor anatomico de la ectasia
venosa y la tortuosidad del complejo venoso del plexo pampiniforme, todo ello
contribuye al reflujo de metabolitos renales y adrenales que resultan toxicos y que por
su efecto vasoconstrictor, dificultan la funcion testicular. En diferentes estudios se han
encontrado niveles elevados de catecolaminas y prostaglandinas E y F en sangre

extraida de la vena espermatica en pacientes con varicocele (44).

5. Estrés oxidativo:

En condiciones normales, en varones sanos, existe un equilibrio entre la formacion de
especies reactivas de oxigeno y los antioxidantes naturales que presenta el semen (45).
En varones con varicocele, tanto en fértiles como en infértiles, la concentracion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) es mas elevada que en los controles sin varicocele
(46). La consecuencia de este aumento de las sustancias reactivas de oxigeno es una
alteracion de la movilidad y la vitalidad espermaticas y un aumento de los defectos de la
pieza intermedia del propio espermatozoide, dando lugar a alteraciones en la
capacitacion espermatica y la reaccion acrosdmica (47). Esta situacion en pacientes con
varicocele da lugar a alteraciones en la integridad del ADN del espermatozoide,

fragmentacion de ADN con roturas tanto de cadena simple como de cadena doble (48).
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1.5 Diagnostico

Los motivos de consulta por los que un paciente con varicocele puede acudir a la consulta

de un urdlogo son muy variados. Entre ellos destacan:
» La presencia de un bulto referido en la parte superior del testiculo.

» La visualizacién de un actimulo de venas varicosas del plexo pampiniforme en la
parte superior del escroto, que por su forma, se denomina clasicamente “en bolsa de

gusanos”.
» Un dolor sordo o sensacion de pesadez del testiculo afecto.
» Como hallazgo incidental a la exploracion fisica de una consulta por infertilidad.

Para diagnosticar un varicocele, los procedimientos mas cominmente utilizados son la
exploracion fisica y la ecografia doppler testicular. El diagnostico de varicocele
denominado “clinico o palpable” es eminentemente clinico y se consigue mediante la
exploracion fisica. En cuanto al varicocele no palpable o también denominado subclinico,
se diagnostica mediante la ultrasonografia doppler testicular, y la confirmacién del mismo
se basa en la observacion de venas dilatadas de un didmetro mayor a 3mm con presencia de

flujo inverso cuando se realiza la maniobra de Valsalva (49).

Una vez finalizada la anamnesis dirigida, la realizacion de una exploraciéon clinica
detallada es lo que nos llevara al diagnoéstico clinico de varicocele. Se recomienda iniciar la
exploracion con el paciente en decubito supino, realizando una palpacion meticulosa del
corddn espermatico, intentando identificar todos sus elementos. La palpacion se debe hacer
bilateral y realizarla tanto en reposo como con maniobras de Valsalva, objetivando una
sensacion de plenitud venosa entre los dedos al realizarse dicha maniobra. Seguidamente
se realiza la misma operacion, palpacion del cordon en reposo y Valsalva con el paciente
en bipedestacion. Asimismo, se debera realizar la palpacion de ambos testiculos en busca
de alteraciones en tamafio y consistencia, pudiendo estar disminuidos y con un aumento de

la sensibilidad al tacto. Mediante esta exploracion, se podra llegar al diagndstico de
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varicocele clinico o también denominado varicocele palpable (Ver Figura 1.10)y se podra

clasificar segun la clasificacion clasica de Dubin (50), la mas aceptada internacionalmente:

1. Varicocele clinico grado II1: Aquel que se ve a simple vista como una “bolsa de
gusanos” en la parte superior del escroto correspondiente a la dilatacion
tortuosa de las venas del plexo pampiniforme. Palpable sin ninguna dificultad

con el paciente en bipedestacion.

2. Varicocele clinico grado II: Aquel que no se ve a simple vista pero que se palpa
de manera clara tanto en reposo como con maniobras de Valsalva con el

paciente en bipedestacion.

3. Varicocele clinico grado I: Unicamente palpable con maniobras de Valsalva con

el paciente en bipedestacion.

4. Varicocele subclinico: Como aquel que solamente es detectable por

exploraciones complementarias, pero que no es detectable con maniobras

exploratorias.

Figura 1.10: Exploracion fisica de varicocele

*QObsérvese por encima del testiculo izquierdo, la dilatacion venosa que se evidencia como una tumoracion blanda, una
“bolsa de gusanos”

Fuente: Fotografia cortesia del servicio de Urologia del Hospital Universitario Parc Tauli, Sabadell
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1.5.1 Exploraciones complementarias

Las exploraciones complementarias para el diagndstico del varicocele no son estrictamente
necesarias, pero ayudan a facilitar el diagnostico y a determinar las condiciones basales en
casos de varicocele asociado a infertilidad de cara a ofrecer cuando se considere necesario

un tratamiento para la correccion del varicocele.

De todas las explroaciones complementarias del varicocele, la ecografia doppler testicular
es la mas ampliamente utilizada, por lo que la comentaremos al final con mas
detenimiento. De entre las exploraciones complementarias mas utiles en varicocele,

destacan:

» Seminograma: Aunque no es en si una prueba diagnostica de varicocele, es de gran
utilidad en el estudio de la infertilidad. En los pacientes con varicocele, la
alteracion mds importante en el seminograma es la anomalia morfoldgica,
principalmente de la cabeza del espermatozoide y en la pieza intermedia, dando
lugar a teratozoospermia. También se pueden dar al mismo tiempo alteraciones en
el recuento total de espermatozoides, denominado (oligozoospermia), asi como
alteraciones en la movilidad espermatica (astenozoospermia) (51). Daith y cols en
una revision de 2001 sugieren que es necesario para la indicacién de un tratamiento
reparador del varicocele, es precisa la combinacion de varicocele clinico o palpable
y la presencia de anormalidades en por lo menos 2 determinaciones de
seminograma, hecho que da importancia a la valoracion de la calidad seminal en el
estudio diagnostico del varicocele (52). Asi lo recomiendan las guias
internacionales en sus ultimas versiones, por ejemplo las guias de la Asociacion

Europea de Urologia (53).
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Figura 1.11: Analisis del semen mediante sistema automatico SCA (Sperm Class
Analyzer de Microptic®)

*La camara de video detecta por contraste la presencia de espermatozoides y registra su movimiento y
trayectoria asi como la velocidad permitiendo establecer las diferentes categorias de movilidad espermatica
(progresivos, no progresivos e inmdviles) expresado en porcentaje asi como el recuento por mililitro y
recuento total.

Fuente: Fotografia cortesia de CIMAB (Centro de Infertilidad Masculina y Analisis de Barcelona)

» Gammagrafia escrotal y termografia: Son técnicas practicamente en desuso. La
gammagrafia tiene una alta sensibilidad en la deteccion de varicoceles grado I y
grado III mediante la inyeccion de tecnecio 99m y su vision en una gammacamara

de alteraciones en el flujo testicular (54).

» La termografia detecta diferencias en temperatura escrotal respecto a la
temperatura basal. En condiciones normales, la variacion de temperatura es
de aproximadamente 2,2°C, pero en pacientes con varicocele grados Il y 111
esta diferencia se ve disminuida, demostrando un aumento de la
temperatura escrotal en pacientes con varicocele y las alteraciones en la

espermatogénesis que de ¢l se derivan (55).
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Figura 1.12: Termografia escrotal

Varicocele izquierdo

Post-varicocelectomia
izquierda

The Institute of Advanced Biomedical Technologies (ITAB)
Laboratorio di Teletermografia Digitale ed Imaging Infrarosso Funzionale
httpZ www.unich.it/itab/termolabo.htm

Fuente: ITAB (The institute of Advanced Biomedical Technologies)

Figura 1.13: Imagen de gammagrafia escrotal
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Fuente: gammagrafias.pe

» Flebografia: Se trata de una técnica invasiva y que precisa de personal
especializado para su realizacion, siendo una prueba diagndstica no exenta de
morbilidad. Introducida por Alberg en 1966, es una técnica de gran fiabilidad y que

en caso de precisar de una mayor precision en el diagnostico puede resultar de
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utilidad. Es muy valiosa en caso de recidivas, para su diagndstico y para la

deteccion de la presencia de venas colaterales al plexo pampiniforme (56).

Figura 1.14: Flebografia escrotal

Fuente: Fotografia cortesia del servicio de Radiologia del Hospital Parc Tauli, Sabadell

Ecografia doppler testicular: La ecografia testicular simple es en la actualidad el

método mas utilizado para el diagnostico de varicocele, a pesar de no poder
proporcionar una medida cuantitativa del mismo. Con la aparicion de la ecografia
doppler color, se posibilita la medicion de la velocidad del flujo sanguineo, asi
como la direccion de dicho caudal sanguineo. Es observador-dependiente y requiere
de un correcto aprendizaje, pero es sencilla de realizar y presenta una gran
sensibilidad y especificidad, por lo que ha desplazado las otras técnicas
diagnosticas a un segundo plano. La prueba se realiza con el paciente en decubito
supino, pudiéndose completar la misma con al paciente en bipedestacion y se
visualiza la vena espermatica y se puede medir el reflujo, tanto en reposo como con
maniobras de Valsalva asi como el calibre de las venas dilatadas, dando lugar a una

clasificacion ecografica del varicocele (57).
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Figura 1.15: Ecografias Doppler escrotales

| Dista 4.5mm

*Obsérvese la dilatacion venosa y la presencia del reflujo y ectasia venosos encuadrados

Fuente: Fotografia cortesia del Servicio de Radiologia del Hospital Parc Tauli, Sabadell

Segun el reflujo:

> Varicocele grado 1: Reflujo menor a 3 segundos durante la maniobra de

Valsalva.

» Varicocele grado 2: Reflujo de entre 3 y 5 segundos.

» Varicocele grado 3: Reflujo superior a los 5 segundos.
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Seglin la dilatacion de las venas varicosas:

» Varicocele grado [: Calibre de vena maximo de 2 a 4mm.

> Varicocele grado II: Calibre venoso entre 4 y Smm.

> Varicocele grado III: Calibre venoso superior a los Smm.

En lineas generales, podriamos resumir que para el diagndstico de varicocele, habra que
realizar una anamnesis completa, una minuciosa exploracion fisica para llegar al
diagnoéstico de manera relativamente sencilla de varicocele clinico. El diagnéstico se podra
complementar con las exploraciones complementarias, principalmente ecografia doppler
testicular y seminograma en aquellos pacientes en que se sospeche una alteracion de la
fertilidad. El resto de exploraciones complementarias serian reservadas para aquellos casos
en que existan dudas respecto al diagnostico o la sospecha de recidiva en los casos

tratados.

1.6 Tratamiento

1.6.1 Introduccion al tratamiento

El tratamiento més utilizado para el varicocele es el quirurgico. Cuando en una consulta de
Urologia se plantea el tratamiento de un varicocele, se debe hacer desde varios puntos de

vista:

» Puede ser que el objetivo principal del tratamiento sea una mejoria del dolor y/o la
pesadez testicular que presenta el paciente. Cuando ese es el Unico motivo de
consulta y se trata de un paciente fértil, o sin interés por la fertilidad, en este caso,
el paciente debe ser informado que la mayoria de guias de tratamiento
internacionales no recomiendan el tratamiento en dicho caso y que la mejoria con el
tratamiento quirrgico suele ser evidente, pero acostumbra a persistir algin tipo de

molestia residual que se mantiene en el tiempo.

» Por otro lado, puede ser que el objetivo sea la mejoria de un seminograma alterado
cuando se trate de un varicocele clinico o palpable. En dicho caso, la mayoria de

estudios resumidos en el meta-analisis de Baazeem y cols. demuestran que existe
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una mejoria significativa en el seminograma gracias al tratamiento del varicocele

(58), como asi lo recomiendan las Guias Europeas y americanas de Urologia (59).

» Finalmente, cuando el objetivo principal del tratamiento lo marca la mejoria en las
tasas de embarazo, existe controversia en la capacidad del tratamiento del
varicocele para producir dicha mejoria. Los datos de los que se disponen no son
concluyentes al respecto y la indicacion de tratamiento reparador del varicocele con
dicho objetivo es controvertida (60). Esta dificultad para correlacionar de manera
directa el tratamiento del varicocele con una mejoria en las tasas de embarazo, se
explicaria por la gran cantidad de factores que influyen, sea por factor masculino o

femenino, en la consecucion de un embarazo de manera natural.
1.6.1.1 Indicaciones del tratamiento del varicocele

Cuando se plantea la pregunta de qué pacientes se podran beneficiar del tratamiento hay

que tener en cuenta varios factores:

En primer lugar, una pregunta que permanece sin respuesta es el por qué la mayor parte de
varones con varicocele y una moderada alteracion de la calidad espermatica responde de
manera favorable al tratamiento y hay un porcentaje de pacientes que no responde (61).
Para aclarar esa cuestion, es necesario intentar comprender cudales son las repercusiones
fisiopatologicas de la oclusion o ligadura de la vena espermatica interna (VEI), tanto en los

diferentes valores de la calidad seminal como en los cambios en la fertilidad.

Evidentemente, previamente al consejo de una correccion del varicocele, hay que tener en
cuenta la situacion reproductiva de la pareja y tener claras las posibilidades de gestacion de
la mujer en base a su edad, ovulacion, permeabilidad tubdrica u otras causas de infertilidad
femenina que podrian hacer retrasar o incluso anular la posibilidad del tratamiento del

varicocele.

Dado que el beneficio en los pardmetros del seminograma se ha demostrado clasicamente
que no se da en todos los pacientes tras la correccion quirtrgica (62), en primer lugar se
deberian intentar marcar unos criterios que nos permitan seleccionar aquellos pacientes que

se beneficiaran del tratamiento. Esto se coneguiria estableciendo factores prondsticos
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basados en el tiempo de evoluciéon y tamafio del varicocele, la intensidad y tipo de
afectacion del seminograma, el tiempo de infertilidad de la pareja o su edad, etc. Asi como
seria de gran ayuda que existieran algunos marcadores endocrinoldgicos que establecieran
las posibilidades de éxito del tratamiento. Sin embargo, esos “tests” especificos y sensibles
no estan disponibles y la correcta indicacion de la intervencion queda a criterio del urélogo

y su experiencia a la hora de evaluar las posibilidades de éxito de la intervencion.

A la hora de indicar el tratamiento, queda claro que aquellos pacientes con varicocele
clinico a los que ocasiona un dolor o pesadez importantes, 0 que representan un problema
mecanico por su tamafo y que eso les afecte en si calidad de vida, aconsejan su

intervencion sin considerar si tienen o no deseo de paternidad.

Las alteraciones en el seminograma posiblemente son debidas a cambios hemodindmicos y
el tratamiento va orientado a la correccion de dichos cambios, mediante la ligadura u
oclusion de la VEI, evitdndose los cambios de disregulacion térmica y el reflujo de

metabolitos toxicos que pueden deteriorar la funcionalidad testicular.

La indicacion de tratamiento es clara cuando existe dolor y limitacion mecanica con

alteracion de la calidad de vida.

En cuanto a la indicacién del tratamiento en otros pacientes, se deben cumplir una serie de

requisitos segiin aconsejan las diferentes asociaciones de urologia internacionales:

La Asociacion Americana de Urologia y la Asociacion Americana de Medicina
Reproductiva en sus respectivos comités de buena practica clinica (Urological
Association’s Male Infertility Best Practice Policy Committee y Practice Committee of the
American Society for Reproductive Medicine respectivamente) establecieron unas sencillas
bases concluyendo que el tratamiento del varicocele estaria indicado en aquellos pacientes
con varicocele palpable y que se acompafiara de pardmetros seminales anormales (63).
Mas concretamente, se marcan como recomendaciones de tratamiento en dicho consenso la

realizacion de varicocelectomia bajo las siguientes condiciones (64):
» Lamujer es fértil o bien tiene una causa corregible de infertilidad.

» Ambos miembros de la pareja presentan esterilidad correctamente documentada.
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»

»

El varicocele es palpable o se puede demostrar por ecografia.

El varén presenta uno o mas parametros seminales o alguno de los tests de funcion

espermatica alterados.

Se debe ofrecer la varicocelectomia a:

Varones con seminograma alterado y varicocele palpable, aunque no estén
intentando conseguir un embarazo en el momento de la visita. A varones con
varicocele y seminograma normal se les debe aconsejar una visita de control con

seminograma cada afio o cada 2 afios.

Adolescentes con varicocele y disminucion objetiva del volumen testicular se les
debe ofrecer tratamiento. Y aquellos que presentan varicocele con tamafio testicular
normal se les debe seguir anualmente con visita y medicion del volumen testicular

y/o seminograma.

Por otro lado, en las guias de la Asociacion Europea de Urologia se establecen como

recomendaciones al tratamiento del varicocele (65):

A pesar de que el tratamiento del varicocele en adolescentes puede ser efectivo, hay
un riesgo significativo de sobre-tratamiento, ya que la mayoria de ellos no tendran

problemas posteriormente en su vida.

La correccion del varicocele ha demostrado ser efectiva en varones con
oligospermia, un varicocele clinico y sin otra causa que pueda explicar la

infertilidad.

Asi, se recomienda el tratamiento en los siguientes casos:

»

Tratar a aquellos adolescentes que presenten reduccion del volumen testicular

ipsilateral y una evidente progresion de la disfuncion testicular.

No tratar varicoceles en varones infértiles que tengan un anélisis del semen dentro

de la normalidad.

No tratar pacientes con varicocele subclinico.
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» Tratar a varones con varicocele clinico, oligozoospermia y ausencia de otra causa

que explique la infertilidad.

Como sintetizan Sharlip y cols, la evidencia clinica es cada vez més fuerte para demostrar
que la varicocelectomia indicada correctamente puede mejorar el volumen testicular,
mejorar los parametros del seminograma y mejorar el dolor testicular (66) Una vez
decidida la intervencion, se puede realizar mediante un tratamiento quirtirgico o bien de
Radiologia intervencionista. El objetivo de todos los tratamientos sera la ligadura u
oclusion con la consecuente interrupcion del flujo de la rama principal o ramas principales
de la VEI para que el flujo venoso sea redirigido a las venas colaterales con ausencia de

dafo en sus valvulas.

El tratamiento mejor lo dard la técnica que logre mayor tasa de mejoria de la calidad
seminal y conlleve mejores resultados en cuanto a la consecucion de embarazos
espontaneos llevados a término, a la vez que se relacione con una menor tasa de
complicaciones derivadas del tratamiento (persistencia, recidiva, hidrocele, hematoma,

infeccion o atrofia testicular).
1.7 Tipos de tratamiento
1.7.1 Procedimientos radiologicos

Se trata de realizar una oclusion selectiva de la VEI. El objetivo de esta oclusion
radiologica es la detencion del reflujo venoso de la vena espermatica, dando lugar a la
correccion del varicocele sin precisar de cirugia. Se debe realizar una flebografia previa al
tratamiento para poder visualizar las numerosas variantes que existen en la anatomia del
drenaje venoso del testiculo. El conocimiento de dichas variantes anatomicas es
fundamental para un diagnodstico correcto y para evaluar las diferentes opciones de

tratamiento oclusivo que existen (67).
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Figura 1.16: Flebografia pre y post tratamiento de embolizacion endovascular

*Se objetiva dilatacion venosa en imagen de la izquierda y la presencia de “coils” post-embolizacion de vena
gonadica izquierda en imagen de la derecha

Fuente: Fotografia cortesia del servicio de Radiologia del Hospital Parc Tauli, Sabadell

La oclusion endovascular radioldgica se describio a finales de los afios 70 del pasado siglo.
Sus origenes se basan en estudios realizados por Ahlberg en 1965 quien sugiri6 ya en ese
momento la relacion entre varicocele y la presencia de flujo retrogrado en direccion a la
VEI (25). Un ano mas tarde, el mismo Ahlberg publicé como utilizar la flebografia
espermatica con el objetivo de visualizar radioldégicamente dicho reflujo (56). En
momentos iniciales, la flebografia de la VEI fue usada para confirmar un diagnostico de
varicocele clinico (68), como exploracion preoperatoria de la compleja anatomia de la vena
espermatica de cara a una correcta estrategia quirtrgica (69) o para diagnosticar una

recidiva o una persistencia tras la realizacion de un tratamiento quirargico (70).

Al inicio de la técnica, se realizaba una inyeccion directa de soluciones hipertonicas en la
VEI, lo que se denomina escleroterapia (71), para pasar posteriormente a la oclusion
endovascular por medio de una embolizacién. Para dicha oclusion de la VEI se utilizaban
materiales adhesivos, como el bucrilato o el isobutil-2-cianocrilato, espirales metalicas o

“coils” o balones intravasculares desmontables.

Algunas veces, se realiza una combinacion de embolizacidon y escleroterapia, lo que se
denomina técnica oclusiva mixta de cara al mayor éxito de la embolizacion. Dicho éxito
depende de las variantes anatdmicas y distribucion venosa de las colaterales y del tronco
principal de la VEI, que determina la posibilidad de oclusion con mejores resultados. Sin
embargo, en ocasiones persiste un reflujo secundario a las propias colaterales que es muy

dificil de localizar y que limita la técnica en ese sentido.
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Se han descrito otras técnicas alternativas de oclusion endovascular, como son la
electrocoagulacion (72) y la oclusion térmica venosa por medio de contraste a gran
temperatura pero ambas resultan muy dolorosas en su aplicacion y precisan de gran

cantidad de analgesia (73).

Normalmente la oclusion endovascular se realiza a través de un acceso femoral. Se utilizan
asimismo accesos por vena yugular y vena basilica con relativa frecuencia. De manera mas
reciente, se ha utilizado la escleroterapia anterdgrada de la VEI en la cual, el acceso a la
vena se realiza a través del escroto. Es una técnica que realiza un urélogo bajo anestesia

local, y como agente esclerosante se utiliza normalmente el polidocanol (74).

Los procedimientos radiologicos para la oclusion de la VEI en el varicocele son
tratamientos minimamente invasivos, favoreciendo una rapida recuperacion y pudiéndose
realizar en muchos casos de manera ambulatoria, aunque existen criticas a su realizacion.
Esta depende de una correcta cateterizacion venosa, y tiene un elevado nimero de fracasos
por culpa de la técnica. Ademads, el nimero de recidivas tras el tratamiento es similar a la

cirugia abierta convencional, con una eficacia similar a largo plazo (75).

En cuanto a los resultados a nivel de fertilidad, oclusion endovascular y cirugia tienen las
mismas tasas de embarazo espontaneo en los 12 meses posteriores al tratamiento (76). La
escleroterapia anterograda descrita mas recientemente no ha mejorado dichas tasas de

embarazo (77).

A dia de hoy, las técnicas de oclusion endovascular radiologicas se consideran un
tratamiento de primera eleccion cuando son realizadas por un radidlogo experimentado,
dado que permiten una pronta recuperacion a las actividades habituales en menos de 24
horas (78). Sin embargo, en la mayoria de hospitales, el tratamiento quirargico es la
primera eleccion si se realiza por un urdlogo con experiencia quirurgica y se reserva en
muchos centros la técnica de oclusion radiologica para los casos de recurrencia tras el

tratamiento quirurgico.
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1.7.2 Procedimientos quirurgicos

El tratamiento quirtrgico del varicocele consiste en la ligadura de la VEI y de las

colaterales que estén dilatadas y es el tratamiento mas frecuentemente utilizado (51).

El tratamiento tiene como objetivo evitar o tratar el dafio progresivo que se produce en la
funcién testicular, para lo cual se han planteado diversos abordajes quirurgicos. En todos
los abordajes, la idea es eliminar mediante ligadura quirurgica el flujo ectasico de la vena
espermatica, preservando sin lesionar la arteria testicular, el conducto deferente y los vasos

linfaticos del cordon espermatico.

Los abordajes quirurgicos descritos para el tratamiento quirargico del varicocele son los

siguientes:

» Abordaje escrotal:

Mediante este abordaje, se intenta el acceso directamente sobre el plexo pampiniforme.
Su principal problema esta en la dificultad que existe por este acceso para identificar
las pequenas ramas que presenta en este punto la arteria testicular. Por este motivo, es
una técnica que presenta un riesgo elevado de atrofia testicular, con lo que

generalmente ha sido rechazada y no se suele utilizar (59).

» Abordaje inguinal:

Es una técnica descrita en 1918 por Ivanissevich (79). Se accede a nivel del conducto
inguinal, donde se realiza la ligadura de la vena espermatica (normalmente bifurcada a
este nivel) y de las venas colaterales. Esa bifurcacion ya presente a dicho nivel, hace
que pueda quedar alguna rama sin ligar, aumentando levemente el riesgo de recidiva.
Posteriormente se han propuesto modificaciones a la técnica original descritas por

Ribeiro (80), Buntz (81) y Jimenez Cruz (82).
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Figura 1.17: Esquema abordaje subinguinal en la imagen izquierda, e inguinal en la
imagen derecha

» Abordaje subinguinal:

En este acceso, se elimina la necesidad de abrir la aponeurosis del musculo oblicuo
mayor (y el riesgo de herniacion que conlleva). En este punto el riesgo de lesion
arterial es levemente mayor dado que la arteria testicular se encuentra bifurcada y el
nimero de venas es mayor, con el riesgo de dejar alguna rama varicosa sin ligar. En
caso de pacientes obesos o con cirugia inguinal previa, esta seria la via de eleccion

junto a la incision inguino-escrotal de Bernardi (83).

» Abordaje retroperitoneal:

Es una técnica descrita por Palomo en 1949 (85). La incision se realiza superiormente
al anillo inguinal interno. En su origen, se realizaba la ligadura en bloque de arteria y
vena espermaticas, dado que a esta altura, la irrigacion del testiculo puede suplirse con
la vascularizacion cremastérica y deferencial. Mas recientemente, Atasi y cols han
modificado la técnica en la que se realiza la ligadura de la vena espermatica sin ligar la

arteria, presentando mejores resultados (Ver Figura 1.18) (86).

» Abordaje laparoscopico:

Se trata de una técnica por la que se accede al espacio retroperitoneal gracias a la
distension gaseosa del laparoscopio y que permite, gracias a la magnificaciéon que

proporciona el laparoscopio, visualizar la arteria testicular y en algunos casos también
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los vasos linfaticos. Ofrece las ventajas de la mejor visualizacion de las estructuras y de
la cirugia minimamente invasiva (Ver Figuras 1.19 y 1.20). Por otro lado, no ofrece
ventajas frente a la cirugia abierta en cuanto a la estancia hospitalaria, necesidad de
analgesia o calidad de vida frente a la cirugia abierta. Sin embargo, precisa de un
tiempo de cirugia mayor y requiere de anestesia general con las complicaciones que
conlleva, hecho que limita esta técnica y no se suele utilizar como rutina en el
tratamiento quirurgico del varicocele. En cirujanos entrenados, puede ser una buena

alternativa en la correccion de varicoceles bilaterales (87).

Figura 1.18: Diferentes accesos para varicocelectomia
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*A: subinguinal (Bernardi); B: Inguinal bajo (Buntz-Jiménez-Cruz); C: Inguinal alto (Ivanissevich);
D: Retroperitoneal (Palomo)

Fuente: Atlas quirtrgico de Urologia practica, Budia A, et al (2009) (84)
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Figura 1.19: Detalle de técnica de varicocelectomia

*Obsérvese la diseccion de la vena ectasica desde un acceso intraperitoneal

Fuente: laparoscopyhospital.com

Figura 1.20: Diferentes detalles de técnica de varicocelectomia laparoscopica

Fuente: laparoscopyhospital.com
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» Abordaje microquirurgico:

La técnica fue descrita por primera vez por Maymar en 1994 (88). Se utiliza
generalmente la via subinguinal, y se afiaden unas lentes de magnificacion y material
especifico para microcirugia (Ver Figuras 2.21, 2.22 y 2.23). El objetivo es la ligadura
de la VEI pero con la correcta visualizacion de la propia arteria espermatica y de
manera mas sencilla identificar y preservar los vasos linfaticos, disminuyendo el riesgo
de hidrocele postoperatorio. Una vez finalizada la diseccion, inicamente deben quedar
sin ligar la arteria cremastérica, la arteria espermatica, el conducto deferente y los vasos
linfaticos. Dado que el conducto deferente se acompafia por dos grupos de vasos,
mientras uno de esos grupos permanezca intacto, el retorno venoso testicular sera el

adecuado (89).

Varios estudios han comparado los diferentes abordajes de tratamiento quirrgico del
varicocele. En un meta-analisis relativamente reciente se concluyo que la técnica de
microvaricocelectomia por via subinguinal dio lugar a mejores resultados que la cirugia
convencional, en base a menor nimero de recidivas, menos cantidad de hidroceles
secundarios y mejores tasas en cuanto a embarazo espontdneo (90). El resto de técnicas

alternativas son todas aceptables, dado que sus resultados son superponibles (90).

A continuacidon, se muestran varias ilustraciones correspondientes a la técnica de
varicocelectomia microquirtrgica. Todas ellas realizadas en el Hospital Universitario

Parc Tauli, Sabadell.
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Figura 1.21: Detalle de acceso y colocacion de microscopio quirirgico

Fuente: Fotografia cortesia del Hospital Parc Tauli, Sabadell

Figura 1.22: Detalle quirurgico de vena dilatada de plexo venoso espermatico interno

*Obsérvese el cordon espermatico aislado en su totalidad, disecado por un separados Farabeuf'y
como la vena dilatada destaca como una estructura tubular azulada

Fuente: Fotografia cortesia del Hospital Parc Tauli, Sabadell
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Figura 1.23: Detalle quirtirgico de ligadura de vena dilatada del complejo venoso
espermatico interno

*Obsérvese la vena, anteriormente descrita, seccionada por la mitad, como dos estructuras
tubulares. Una de ellas cogida por una pinza hemostatica y siendo obstruida por una ligadura de
seda

Fuente: Fotografia cortesia del Hospital Parc Tauli, Sabadell

Se han descrito ademds anastomosis microquirirgicas con la vena safena o la vena
espermatico-epigastrica con el objetivo de general una via alternativa para el retorno del

flujo de las venas del plexo pampiniforme, al conectar con un sistema de mas baja presion

O1).
1.7.2.1 Complicaciones de las técnicas quirurgicas

Cada técnica quirtrgica de las descritas tiene complicaciones, algunas derivadas del tipo de
abordaje, otras de la técnica anestésica que se precisa. Los diferentes estudios que han
analizado las tasas de éxito y complicaciones de las técnicas quirurgicas, analizan
principalmente 4 items. La posibilidad de preservacion arterial, la aparicion de hidrocele
postoperatorio, la apariciéon de recidivas y la morbilidad derivada de la técnica. En el
conjunto de estudios, como se resume en el tratado de Andrologia y Medicina Sexual del
Dr. Cruz, la técnica con mejores resultados, menor morbilidad e hidrocele y mayores tasas

de preservacion arterial es la varicocelectomia microquirurgica (Ver Tabla 2.1).
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Tabla 1.2: Complicaciones y recurrencias segun las distintas técnica de tratamiento
utilizadas (promedio de diversos estudios)

Técnica Preservacion arterial | Hidrocele (%) | Recidiva | Morbilidad
Retroperitoneal
No 8,24 14,97 No
(Palomo)
Inguinal
No 7,30 2,63 No
(Ivanissevich)
Laparoscopica No 2,84 4,30 Si
Radiolégica
Si 0 12,70 Si
(embolizacion)
Microquirurgica Si 0,44 1,05 No

Fuente: Elaboracion propia a partir de Cruz N. (2012) (51)

1.8 Tratamiento del varicocele y su influencia en la fertilidad
1.8.1 Efectos fisiopatologicos

1. Efecto sobre la funcion de las células de Sertoli:

En pacientes afectos de varicocele se puede observar una detencion de la
maduracion con déficits en la union de las espermatides produciendo
secundariamente alteraciones en la espermatogénesis. Tras el tratamiento, se

objetiva una restauracion de la correcta maduracion de las espermatides (92).

2. Efecto sobre las células de Leydig:

Al alterarse la funcion de las células de Sertoli se produce un aumento de la
hormona foliculoestimulante (FSH) y de la Luteoestimulante (LH). Esto sugiere
una alteracion en la correcta funciéon de las células de Leydig con menor
produccion de testosterona por estimulo de la hormona gonadotropina coridnica
humana (HCG) (93). Tras el tratamiento, los niveles de testosterona se normalizan

en un plazo aproximado de tres meses (94).
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3. Efecto sobre la perfusion testicular:

La perfusion arterial del testiculo en la mayoria de los casos queda restaurada a las
24h del tratamiento de varicocele. Este hecho apoya la hipdtesis de que el defecto
de perfusion testicular puede deberse a vasoconstriccion reversible. Cuando no se

da esa restauracion de la perfusion, podria deberse mas a alteraciones anatomicas

(95).
1.8.2 Efectos sobre los parametros seminales

Seglin los estudios analizados en el meta-analisis de Cayan y cols, el efecto de la
varicocelectomia es la mejoria significativa de los parametros seminales, incluyendo
concentracion espermatica (nimero total de espermatozoides), movilidad y recuento total
de espermatozoides moéviles. La mejoria de los pardmetros seminales se puede dar en todos
los items comentados, o el alguno de ellos de manera aislada (90). El beneficio es posible
tanto en oligozoospermia moderada como en los pacientes con oligozoospermia severa o

incluso azoospermia (96).

1.8.3 Efectos sobre la fertilidad

Se considera que el mejor indicador para valorar la eficacia de un tratamiento para la
infertilidad es el embarazo. En el meta-analisis de Cayan y cols se analizan las diferentes
técnicas de tratamiento del varicocele en cuanto a la consecucién de embarazo espontaneo.
Los porcentajes son 41,97% de embarazos tras un tratamiento con varicocelectomia
microquirurgica, 37,69% en la técnica retroperitoneal de Palomo, 36% en la técnica
inguinal (Ivanissevich), 33,2% en embolizacion radiologica y 30,07% en la técnica
laparoscépica. Estos resultados se han criticado por la falta de uniformidad en el intervalo
de analisis post-tratamiento, y por la falta de consenso en cuanto a la uniformidad de las

parejas por la influencia que pueda tener el factor femenino (90).

A pesar de las criticas que alguna vez ha generado el tratamiento del varicocele, parece
adecuado ofrecer a pacientes con varicocele y alteraciones en la calidad seminal la ligadura

quirurgica u oclusion radioldgica del varicocele. Posiblemente sean necesarios estudios
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multicéntricos, prospectivos y con criterios uniformes para finalmente poder valorar

objetivamente el efecto del tratamiento del varicocele sobre la fertilidad.
1.9 La espermatogénesis

En el interior de los testiculos se encuentran los tubulos seminiferos, unos conductos de
longitud aproximada de 30-60cm y diametro de 0,2mm, conteniéndose alrededor de mil
tubulos en los dos testiculos. En el epitelio de estos tiibulos, 8 asientan las espermatogonias
o células germinativas y es donde se inicia la espermatogénesis, que es la generacion de
espermatozoides a partir de dichas células, por medio de procesos de mitosis y meiosis en
el parénquima testicular. Este mecanismo se activa por la estimulacion de la hormona
GnRH (hormona liberadora de gonadotropinas) que es liberada en el hipotalamo. La
maduracion final de espermatozoides tiene lugar en el epididimo. Los espermatozoides son
las células reproductoras masculinas, su objetivo es la fecundaciéon del 6vulo femenino.
Tienen una longitud aproximada de 10 a 60 micras y se compone de una cabeza donde se

localiza el material cromosomico y de un flagelo o cola con funcion de propulsor.

En la especie humana, el proceso de la espermatogénesis dura de 62 a 75 dias y tiene lugar
en tres etapas: espermatocitogénesis 0 mitosis, meiosis y espermatohistogénesis o
espermiogénesis (Ver Figura 1.24). Dependiendo de la fase del proceso, las células seran
de dotacién diploide (2n), correspondientes a espermatogoinas y espermatocitos primarios,
o bien tendran una dotacion haploide (n) como son las espermatidas, los espermatocitos

secundarios y los espermatozoides (97).
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Figura 1.24: Espermatogénesis
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1.9.1 Espermatogénesis o espermatocitogénesis

Los espermatozoides son un tipo de célula especial, considerados haploides (n) que poseen
la mitad de cromosomas que las células somaticas. La reduccion de sus cromosomas se
produce mediante una peculiar division celular, la meiosis. En ella, la célula diploide (2n)
sufrird dos divisiones sucesivas sin el paso de duplicacion de su ADN, asi se tendra la

capacidad de dar lugar a cuatro células haploides.

Existen hasta 6 diferencias importantes que hacen que la meiosis sea diferente entre

mamiferos machos y hembras. Es exclusivo del género masculino:
» Inicio de la meiosis continuamente a partir de células madre.
» Produccion de cuatro gametos en cada ciclo (solo uno en la ovogénesis).

» La meiosis se completa en 22 dias.
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» La diferenciacion y meiosis se producen de manera continua sin bloqueos al ciclo

celular.

» La diferenciacion de los gametos tiene lugar a través de un precursor haploide

(espermatida) tras el fin de la meiosis.

La espermatogénesis se produce de manera sincronizada, multiplicindose a la vez las
células indiferenciadas en los tubulos seminiferos. Esta sincronizacion se produce gracias a
puentes de citoplasma existentes entre las células indiferenciadas que permiten el

desarrollo simultaneo de las células de cada tabulo seminifero.

Dichas células germinales daran lugar a las células madre de los espermatogonios, que tras

su division, dardn lugar a los espermatocitos primarios.
Existen 2 tipos de espermatogonias segun el tipo de mitosis que vayan a experimentar:

» Espermatogonias tipo A: aquellas que tras la mitosis pasaran a diferenciarse en

espermatocitos primarios.

» Espermatogonias tipo B: aquellas que tras la mitosis daran lugar a mas células de su
propio tipo, renovandose de este modo la produccion de nuevas espermatogonias de

tipo A 'y B perpetuando la produccion de ambas mediante un bucle de division.

En lineas generales, la espermatogénesis es un proceso que dura aproximadamente 3 meses

y que consta de 4 etapas principales:

1. Proliferacion: multiplicacion de células germinales por mitosis con resultado de

espermatogonias. 2 semanas de duracion.

2. Crecimiento: Paso de espermatogonias de tipo A a espermatocito primario o
aumento en tamafo y numero de espermatogonias tipo B para transformarse en

espermatocitos primarios.

3. Maduracion: primera division meidtica del espermatocito primario que pasa a

espermatocito secundario (ya haploide) y posteriormente una segunda division
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meidtica surgiendo como resultado dos espermaticas. Fase 2 y 3 corresponden a la

meiosis y su duracion es de 22 dias.
4. Espermiogénesis: paso de espermatidas a espermatozoides. 33 dias de duracion.

Este tipo de células se reconocen de manera sencilla al microscopio, dado que tienen
grandes nucleos, abundante citoplasma y puentes citoplasmaticos que permiten su division
en bloque, puentes que solo se van a romper cuando los espermatozoides sean liberados a

la luz del tabulo seminifero.
1.9.2 Espermiogénesis o espermiohistogénesis

Se trata de un proceso de maduracion final en el que las espermatidas evolucionaran a
espermatozoides. Para que tenga lugar se producen una serie de procesos, como son la
reduccion del citoplasma, se alarga en nucleo celular y queda en la cabeza del
espermatozoide, dando lugar a su forma puntiaguda y finalmente se desarrolla el flagelo
que le permitird el movimiento. Esta es la ultima fase de la espermatogénesis, y se

compone de cuatro fases sincronicas:

» Reduccion del citoplasma: las células de Sertoli fagocitan el citoplasma de la

espermatida o bien se pierde en el interior de los tiibulos seminiferos. Las células
de Sertoli ademas, ejerceran de barrera hematotesticular impidiendo el paso de

células inmunogénicas.

» Condensacién del nicleo: aumenta su densidad, disminuye su tamafio y queda en

forma aplastada. Se compacta el ADN por la accion de las protaminas.

» Formacioén del acrosoma: se sita en el extremo apical del futuro espermatozoide y

posee dos membranas, interna y externa. Se trata de un lisosoma super
especializado que contiene hialuronidasa, enzima que degrada el 4cido hialurénico
presente en las células de la granulosa que rodean al ovocito, para asi disgregar
dichas capas celulares en un proceso denominado decumulaciéon, que le permite

acceder al ovocito maduro para fecundarlo.
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» Formacidn del flagelo: se trata de un cilindro con 9 microtubulos dobles rodeando a

dos centrales Unicos, se desarrolla a partir del centriolo distal. Se compone del
cuello, la pieza intermedia, la pieza principal y la pieza final, completando una
forma de cola caracteristica. Los propios centriolos tienen un papel fundamental en
la fecundacion, dado que el correcto posicionamiento de los cromosomas materno y
paterno en las primeras divisiones del cigoto dependen de los centriolos. En caso de
inestabilidad o ausencia de los mismos, se generaran alteraciones cromosomicas,

conllevando consigo la presencia de aneuploidias.

De este modo, los espermatozoides se estructuran en tres partes bien caracterizadas:
cabeza, cuello y cola (Ver Figura 1.25). La cabeza es la parte de mayor tamafo, contiene
el material genético de la herencia en los cromosomas y presenta en la parte anterior el
acrosoma, cuyo objetivo es perforar las envolturas del ovocito. El cuello se estructura con
el centrosoma y las mitocondrias y el flagelo, se forma formado a partir de los centriolos,
siendo es el filamento que genera motilidad para que el espermatozoide pueda desplazarse

hasta el évulo y para asi fecundarlo.

Figura 1.25: Esquema de espermatozoide maduro
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Fuente: reproducciénasistida.org

El ciclo completo de la espermatogénesis dura aproximadamente 2-3 meses. La mitosis de
las espermatogonias dura unos 16 dias, con resultado de espermatocitos primarios. Estos en
24 dias completan la primera meiosis para dar lugar a espermatocitos secundarios, que en
horas van a pasar a convertirse en espermatidas. La diferenciacion de las espermatidas a
espermatozoides dura unos 24-33 dias. Esta diferenciacion se da en el interior de los

testiculos en un proceso denominado “spermatogenic wave” u oleada espermatogénica. En
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ella los espermatozoides adquieren progresivamente diferentes grados de maduracion, pero
lo hacen por oleadas, por grupos que se encuentran en la misma fase de la maduracion.
Cuando salen del testiculo, permanecen en el epididimo para finalizar con la maduracion y
activar su correcta movilidad. Al finalizar la maduracion, los espermatozoides maduros se
acumulan en el conducto deferente y las vesiculas seminales, donde se almacenan hasta la
eyaculacion. Todo el proceso sumado, dura aproximadamente 64 dias, en los cuales se
produce el al paso desde el estado de espermatogonias a espermatozoides. Se afiaden 2

semanas a dicho proceso por el paso de los espermatozoides por a través del epididimo

(98).
1.9.3 Regulacion hormonal

Tiene lugar por medio del eje hipotdlamo-hipofisario-gonadal (22). El control del mismo se
realiza por un proceso de retroalimentacion negativa, siendo la hormona sintetizada por el
tejido diana la que inhibe la sintesis y liberacion de las hormonas iniciales o intermedias.
Las hormonas que se encargan del control de la espermatogénesis son las siguientes (Ver

Figura 1.26) (22):

» GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas. Se secreta en el hipotalamo y actia

en la hipofisis estimulando la liberacion gonadotropinas LH y FSH.

» FSH: hormona estimulante de foliculos. Secreatada por la hip6fisis, actia sobre las
células de Sertoli para que se produzca la hormona inhibina y sobre los tubulos
seminiferos para que se estimule la produccion de espermatozoides. En el género

femenino esta hormona desencadena el correcto crecimiento del foliculo.

» LH: hormona luteinizante. Se secreta por la hipdfisis y actia sobre las células de
Leydig para que secreten testosterona. En el género femenino actia sobre el cuerpo

luteo para que se produzca la progesterona.

» Testosterona: sintetizada por las células de Leydig de manera pulsatil gracias al
estimulo de la LH. Se secreta ademads en la corteza suprarrenal (en menor cantidad).

En mujeres se secreta pero en minimas cantidades. Por medio del proceso de
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retroalimentacion negativa, inhibe la sintesis de GnRH del hipotdlamo y de LH y

FSH de la hipofisis.

Estrogenos: se forman a partir de la testosterona gracias a la accion de las
aromatasas presentes en las células de Sertoli cuando éstas son estimuladas por la

FSH.

Inhibina: se libera por las células de Sertoli en respuesta al estimulo de la FSH. Por

retroalimentacion negativa, inhibe la liberacion de LH y FSH de la hipoéfisis.

GH: hormona del crecimiento. Necesaria para el control de las funciones
metabolicas esenciales de los testiculos. Fomenta la division precoz de las
espermatogonias. Cuando se encuentra ausente, la espermatogénesis es claramente

deficiente, dando lugar a alteraciones en la fertilidad.

Figura 1.26: Esquema de regulacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Testicular
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Fuente: slideshare.es

78


http://slideshare.es

1. Introduccion

1.10 Fragmentacion del ADN espermatico
1.10.1 Generalidades

1.10.1.1 ADN espermatico

Como en cualquier célula eucariota, el espermatozoide contiene dos tipos de ADN: el ADN
mitocondrial y el ADN nuclear. Mientras el ADN mitocondrial espermatico ha sido
escasamente estudiado desde el punto de vista de la fertilidad, el ADN nuclear parece tener
una clara implicacion en la formacion del zigoto (99). Asi pues, diversas alteraciones en la
fertilidad y fallos en varios tratamientos de reproduccion asistida se han relacionado con

una deficiente integridad del ADN nuclear espermatico (100).
1.10.1.2 Definicion

La fragmentacion de ADN espermatico (Ver Figura 1.27) se podria definir como cualquier
alteracion: ya sea en forma de roturas de la doble hélice de ADN, pudiendo ser roturas de
cadena simple o de doble cadena, asi como todas aquellos trastornos que den lugar a
modificaciones de las bases nitrogenadas, oxidacion de las bases nitrogenadas, formacion
de lugares abasicos o aductos o fenémenos de entrecruzado (cross-link) entre ADN y
proteinas o entre ADN y ADN, pudiendo producir la formaciéon de nuevas roturas de la

doble hélice de ADN espermatico (101).
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Figura 1.27: Posibles alteraciones con potencial para producir roturas del ADN
espermatico

Rotura de ADN de
cadena simple

Fuente: Elaboracion propia

El analisis de la fragmentacion del ADN espermatico ha adquirido progresivamente mayor
importancia en el estudio del factor masculino en las alteraciones de la fertilidad.
Ultimamente se han ido incorporando al arsenal diagnéstico varios tests para la evaluacion
de la integridad del ADN espermatico. Los valores de normalidad descritos dependen de
cada una de las metodologias utilizadas, dado que puede haber diferencias en la
sensibilidad de los distintos métodos (102). En cualquier caso un porcentaje incrementado
de espermatozoides con ADN fragmentado dan como resultado unas peores tasas de

embarazo (102).

Hoy dia, la evaluacion de la integridad del ADN espermatico todavia no se considera de
rutina en el estudio del factor masculino en infertilidad, no reflejandose en las principales
guias de urologia (103). Sin embargo, parece claro que la evaluacion de la integridad del
ADN espermatico se estd consolidando como una herramienta eficaz y realizable en los
laboratorios especializados en andrologia, que, afiadido al seminograma tradicional, es de
gran utilidad en el estudio de la calidad espermatica y su potencial fértil. Hay que tener en
cuenta el potencial de reparacion del ADN que tiene el propio zigoto, hecho que puede
interferir en el diagndstico de alteraciones del ADN espermatico y es capaz de reparar

algunas de las alteraciones anteriormente descritas (104).
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Existe consenso sobre la decision de a qué paciente ofrecer el estudio de la fragmentacion
de ADN espermatico y se han establecido cuatro grupos de pacientes a los que se

recomendaria dicho estudio en caso de infertilidad (102):
1. Varicocele clinico.
2. Infertilidad inexplicada, abortos de repeticion o fallos en inseminacion intrauterina.
3. Fallo en la inseminacion de ovocitos o ICSI (IntraCytoplasmatic Sperm Injection).
4. Espermiograma normal o en el limite de normalidad junto a factores de riesgo.

Sera importante tener en cuenta estas recomendaciones para saber qué pacientes y en qué
tipo de alteraciones del ADN espermatico serd optimo el tratamiento y determinar asi qué

pacientes se podran beneficiar del mismo.
1.10.2 Etiologia de la fragmentacion del ADN espermadtico

El dafio en el ADN espermatico se puede producir en cualquier punto del proceso de la
espermatogénesis (105). Y este proceso de fragmentacion del ADN espermatico puede
tener su origen en un conjunto de diversos factores que pueden actuar de manera aislada, o
mas habitualmente de manera combinada pudiendo influir unos sobre otros (106). Estos
factores pueden ser intrinsecos, como pueden ser las alteraciones en el empaquetamiento
de la cromatina del ADN, la alteracion producida por un exceso de produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y el consecuente estrés oxidativo, y defectos en la apoptosis o
proceso de activacion de las nucleasas (apoptosis-like) (107). Por otro lado, existen
factores extrinsecos que pueden influir en la fragmentacion del ADN espermadtico, como
pueden ser habitos o estilo de vida, exposicion a factores toxicos medioambientales,
inflamaciones o infecciones y el efecto de radiaciones electromagnéticas o quimioterapia
(108). Estas alteraciones se pueden producir tanto a nivel de la espermatogénesis en el
testiculo, como en la produccién de espermatozoides en el epididimo, en el conducto

deferente o en el propio eyaculado (Ver Figura 1.28) (48).
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Figura 1.28: Esquema de etiologias del dafio del ADN espermatico en tres posibles
niveles: testicular, epididimario y a nivel del conducto deferente

(i) Apoptosis during spermatogenesis
(i) DNA strond brecks during spermiogenesis

v) DNA frogmentation induced by endogenous
caspases and endonucleases:
(v) DNA damage induced by radio ond

chemctherapy. and
(i) Post-Testicular DNA (vi) DNA damage induced by environmental
fragmentation via ROS toxicants.

Fuente: Sakkas D y Cols (2010) (107)

A continuacion se describen los agentes mas relevantes implicados en el desarrollo de

roturas en la cadena de ADN espermatico.

1. Apoptosis o pseudoapoptosis:

Una gran parte de las células somaticas y de las células germinales que se producen
diariamente en el cuerpo humano, mueren por apoptosis (109). Este hecho es aplicable
a las células germinales y supone un paso esencial para la correcta progresion de la
espermatogénesis, eliminandose por este método las células meidticas o post-meiodticas
alteradas, favoreciendo el control de calidad del que precisa la produccion de

espermatozoides por el testiculo (110).

En este proceso de eliminacion de células germinales alteradas, destaca el papel del
sistema Fas/FasL. Las células destinadas a ser eliminadas expresan el marcador Fas en
su membrana. Por otro lado, las células de Sertoli expresan el ligando FasL. La union
del marcador Fas al ligando FasL provocara la fagocitosis de las células apoptoticas
por las células de Sertoli (111). Cuando este mecanismo de control no funciona
correctamente, se pueden encontrar en semen espermatozoides con expresion de Fas en
su membrana. Sakkas y cols sugirieron que esto puede ser debido a una saturaciéon de la

capacidad fagocitadora de las células de Sertoli o por alguna alteracion del sistema Fas/
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FasL, hipotesis conocida como ‘“‘apoptosis abortiva”, de la cual no se conoce el
mecanismo molecular por el que el espermatozoide positivo para Fas escapa del control
(112). Aunque la apoptosis abortiva no se ha podido relacionar directamente con la
fragmentacion del ADN espermatico y la consecuente alteracion en la fertilidad, si que
se relacionaria con la via intrinseca de la fragmentacion de ADN espermatico, en la que
el estrés oxidativo mitocondrial daria lugar a la activacion de las caspasas vy,
posteriormente las caspasas activarian a las nucleasas de espermatozoide para digerir

aquellas regiones accesibles de ADN.

2. Estrés oxidativo:

La produccion excesiva y la presencia de especies reactivas de oxigeno (ERO) es una
de las causas principales de fragmentacion del ADN espermatico (113). Varios estudios

han descrito que los varones infértiles presentan altas concentraciones en semen de

ERO (46) (114).

Las ERO son producidas principalmente por los procesos de respiracion celular que se
dan en las mitocondrias de la pieza intermedia del espermatozoide al generar el
Adenosin Trifosfato (ATP) necesario para el movimiento del flagelo. Los niveles
basales adecuados de ERO son fundamentales para determinadas funciones celulares,
principalmente para los procesos de capacitacion y de la reaccidon acrosdmica (115).
Los agentes oxidantes y antioxidantes se encuentran en condiciones normales en
equilibrio, regulados por el sistema glutation peroxidasa/glutation reductasa. Gracias a
la reduccion del glutation oxidado a glutation reducido por la glutation reductasa, el
glutation reducido lo utiliza la glutation peroxidasa para reducir lipoperoxidos y
perdxidos, y asi reducir los niveles de ERO. Cuando existe un desequilibrio en forma
de aumento de las ERO, se podria producir la peroxidacion de la membrana plasmatica
y comprometer la integridad del ADN espermatico, condiciéon que se denomina “estrés

oxidativo” (Ver Figura 1.29) (116).

El estrés oxidativo puede provocar diferentes tipos de dafio en el ADN espermatico,
como son la pérdida de una base nitrogenada para crear un lugar abasico, las

modificaciones de las bases, los fendémenos de entrecruzamiento (“crosslink’) entre las
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propias cadenas de ADN o entre ADN y proteinas (115), roturas de las cadenas de
ADN tanto de cadena doble como de cadena simple o por la hidroxilacion de la
guanina, creando una base llamada 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG), uno de los
marcadores mas abundantes y sencillos del dafio en el ADN espermatico producido por
el estrés oxidativo. La presencia de 8-OHdG en cantidades elevadas, se ha relacionado
directamente con la infertilidad masculina y se ha utilizado incluso como marcador del

dano en el ADN debido al estrés oxidativo (106).

Figura 1.29: Deteccion de especies reactivas de oxigeno mediante precipitacion de
sales de tetrazolio

*Los puntos azul intenso indican el lugar de precipitacion o presencia de ERO

Fuente: Agustin Garcia-Peird

El efecto del estrés oxidativo estd condicionado tanto por la capacidad antioxidante del
propio espermatozoide como del liquido seminal. Esta capacidad antioxidante se
relaciona bésicamente con la presencia de acido ascorbico o vitamina C (117),
carnitinas (118) y la coenzima Q-10 (119). La presencia de estos antioxidantes en

mayor o menor medida se ha relacionado con la fertilidad masculina (120).

El efecto antioxidante de estos componentes se ha estudiado de diversas formas y ha
sido motivo de creacion de complementos alimentarios ricos en vitamina C, carnitina y

coenzima Q10, disminuyendo el estrés oxidativo en semen y mejorando la calidad de
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los parametros seminales en pacientes infértiles (121) (122), con la consecuente posible

mejora en las expectativas reproductivas del individuo.

3. Alteraciones en el empaquetamiento del ADN:

Durante el proceso de la espermatogénesis, las espermatidas sufren una serie de
cambios bioquimicos y morfologicos que llevan a su elongacion. Asi, va adquiriendo
progresivamente caracteristicas propias morfoldogicamente. Los cambios mas
importantes se dan a nivel de la morfologia nuclear, donde con el objetivo de proteger
de agresiones externas al genoma paterno, se produce una condensacion de la
cromatina, resultando en una compactacion muy elevada del ADN espermatico (123).

Esta condensacion de la cromatina se da en dos fases:

» Fase testicular: en la que las histonas son sustituidas por proteinas de transicion

y posteriormente por protaminas que hacen que las cadenas de ADN puedan

estructurarse en forma toroidal (o de “donut”™).

» Fase epididimaria: en la que se establecen entre las propias protaminas puentes
disulfuro, cuya consecuencia es una compactacion firme del ADN espermatico

(124).

Este elevado estado de compactacion de la cromatina es clave para la proteccion del
ADN espermatico de agentes externos susceptibles de producir roturas. Alteraciones en
el proceso de empaquetamiento daran lugar a un ntcleo pobremente compactado y
susceptible de lesiones en el ADN. Por ejemplo, se ha demostrado una menor
compactacion nuclear y una menor integridad del ADN nuclear en el estudio de

pacientes infértiles con varicocele (125).

Por otro lado, la presencia de una baja cantidad de protaminas y una alteracion en la
relacion entre protamina 1 y protamina 2 (P1/P2 ratio), dara lugar a una maduracion
espermatica incompleta y se ha correlacionado con alteraciones cromosdmicas y
fragmentacion de ADN espermatico (126) y con una capacidad menor de conseguir una

fertilizacion mediante los procedimientos de Fecundacion In Vitro (FIV) e ICSI. (127).
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4. Actividad de endonucleasas y caspasas:

Los espermatozoides de algunas especies poseen la capacidad de internalizar
segmentos de ADN exdgeno, hecho que activa a las enzimas endonucleasas, pudiendo
danar el propio ADN espermatico y activando las caspasas hasta producir la apoptosis
de la célula germinal (128). Este mismo proceso puede estar presente en el ser humano,
e incluso de manera mas severa, dado que el ADN humano estd menos compactado al

tener una mayor cantidad de histonas (129).

Estas nucleasas pueden ser enddgenas del propio espermatozoide o bien exdgenas
presentes en el liquido seminal. Dichas nucleasas del semen podrian ser internalizadas
por el espermatozoide dando lugar a roturas en el ADN espermatico, provocando una

disminucion de la capacidad fértil (130).

5. Inflamaciones e infecciones:

Las infecciones son una de las principales causas de infertilidad corregible. Se estima
que puede estar presente hasta en el 35% de pacientes en las consultas de infertilidad

(131).

Generalmente, las infecciones del tracto genital masculino se acompafian de
inflamaciones y, consecuentemente, una activacion de leucocitos y su trasvase al

liquido seminal (132).

El incremento de leucocitos da lugar a un incremento del estrés oxidativo con las
consecuentes alteraciones en el ADN espermatico anteriormente descritas. A esto hay
que afadir el dafio que produce la accion directa de los propios patdgenos, que suele

producir una disminucion en la movilidad espermatica (133).

En muchos de estos casos se supone que el tratamiento con antibidticos podra combatir
la infeccion y mejorar los valores de estrés oxidativo producido por la
leucocitospermia, de ahi que se considere una causa reversible de infertilidad

masculina.
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6. Exposicion a agentes tOXicos:

La exposicion a toxicos de varios tipos se ha asociado a alteraciones en la fertilidad. Ya
en 1990, Wilkins y Hundley demostraron la influencia negativa en parametros del
seminograma como la motilidad, la concentracién o la fragmentacion del ADN
espermatico, de sustancias quimicas como disolventes, metales pesados, sustancias de

diferentes industrias quimicas, resinas fenoélicas, pinturas o gasolina (134).

Mas recientemente, se ha estudiado el efecto de la exposicion a insecticidas o a
pesticidas organofosforados resultando en un aumento de la fragmentaciéon del ADN

espermatico (135).

La mayoria de las sustancias descritas son causantes directas de una alteracion en el
equilibrio del sistema regulador de las especies reactivas de oxigeno (ERO), una
desregulacion a favor de las ERO provocando los dafos en el ADN espermatico

descritos por culpa de un aumento del estrés oxidativo.
7. Estilo de vida:

Se ha evidenciado que un déficit en ciertos nutrientes como el acido folico, el cinc y las
vitaminas del grupo B, asi como un exceso de ingesta de acidos grasos poliinsaturados,

parece que contribuye a desarrollar alteraciones en la fertilidad masculina (136).

Del mismo modo, se ha relacionado la presencia de habitos de vida no saludables con
alteraciones en la fertilidad masculina. Tienen efecto perjudicial sobre la fertilidad

masculina:
» El consumo de alcohol y cafeina (136).
» El consumo de cannabis y otras drogas (137).

» El consumo de tabaco es el agente que mas ha sido relacionado con la
infertilidad. En hombres fumadores, la calidad del semen empeora. De hecho, en
aquellos pacientes con varicocele que son fumadores, la oligozoospermia llega a

ser 10 veces mas frecuente que en los que no fuman (138).
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» Otro agente que ha cobrado importancia, sea como exposicion laboral o por
ingesta de tabaco es el cadmio. Toxico para la espermatogénesis y presente en

semen de dichos pacientes en doble concentracion (139).

También se han relacionado con alteraciones de la fertilidad el estrés psicologico (140),
la obesidad y la edad avanzada, con aumentos significativos en la fragmentacion de
ADN espermatico en aquellos varones mayores de 40 afios que consultan por

infertilidad (141).

8. Quimioterapia y radioterapia:

Diversos tratamientos de quimioterapia y radioterapia con efectos citotdoxicos se han
relacionado directamente con alteraciones de la fertilidad, sea de manera temporal o
permanente, principalmente en forma de azoospermia (141) o de fragmentacion del

ADN espermatico (48).

Estos efectos de la quimio y radioterapia pueden variar dependiendo del tipo de
procedimiento, la edad del paciente y la dosis aplicada, llegando a provocar mutaciones
en las células germinales que pueden llegar a transmitirse a la descendencia y dar lugar

a un aumento en la susceptibilidad a la carcinogénesis (142).

9. Exposicion laboral v radiacion electromagnética:

La radiacion electromagnética de los teléfonos moviles y la exposicion al calor se han

relacionado con infertilidad masculina como veremos a continuacion:

» Las ondas electromagnéticas producidas por los teléfonos moéviles han sido
relacionadas con alteraciones en la movilidad, morfologia y viabilidad del
espermatozoide (143) y dicha alteracion se relaciona directamente con la
intensidad en la utilizacion del teléfono movil, asi como la cercania a la zona
testicular, llegando a producir un aumento de la produccion de ERO y la

consecuente fragmentacion aumentada del ADN espermatico (144).

» La exposicion a altas temperaturas en el escroto puede dar lugar a alteraciones en

la espermatogénesis y favorecer la fragmentacion del ADN espermatico. Algunos
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trabajo, como el personal de oficina con muchas horas en sedestacion,
conductores de larga distancia, soldadores, trabajadores de la fundicion o
panaderos (145), o incluso el uso de ordenadores portatiles encima de las piernas
(146), pueden dar lugar a hipertermia escrotal, produciendo alteraciones en la

espermatogénesis.
1.10.3 Varicocele y fragmentacion del ADN espermatico

Como se ha ido comentando en este apartado de introduccion, existe evidencia de que los
varones infértiles presentan unos indices de fragmentaciéon de ADN espermatico mayores a
los varones fértiles (Ver Tabla 1.3). Asimismo, existe relacion entre varicocele e
infertilidad masculina, que da lugar a un aumento en los valores de fragmentacion de
ADN, sobre todo en pacientes con varicocele palpable y alteraciones asociadas en el

seminograma (147).

En un meta-analisis de 2012, Wang y cols estimaron un aumento cercano al 10% en cuanto
a fragmentacion de ADN espermatico en mas de 400 pacientes, comparando pacientes con
varicocele respecto a controles sanos (148). De la misma manera, también se ha analizado
la alteracion del ADN espermatico en varones sin alteraciones de la fertilidad (varones con
varicocele pero con normozoospermia o adolescentes), objetivindose mayores tasas de
alteraciones en la estructura del ADN en pacientes con varicocele respecto a controles
sanos, relacionando la presencia de varicocele con un aumento del estrés oxidativo,
aportando mayor evidencia a la relacion entre varicocele y fragmentacion del ADN

espermatico (147) (Ver Tabla 1.4).

A la hora de relacionar el efecto de la varicocelectomia sobre la posible correccion de la
fragmentaciéon de ADN espermatico, varios estudios objetivan una disminucion
significativa en las tasas de dafio del ADN, por efecto de la misma. En el meta-analisis de
Wang y cols se produce un descenso de media del 3,37% en la tasa fragmentacion de ADN

espermatico (148) (Ver Tabla 1.5).

Un punto critico en el estudio de las alteraciones de la fertilidad, el varicocele y su

tratamiento corrector, es el hecho de que existe poca evidencia que relacione la mejora en

89



1. Introduccion

las tasas de fragmentacion de ADN espermadtico en varones infértiles con varicocele y una
mejoria en las tasas de embarazo y reproduccion. Esto seguramente se debe a que el
proceso de gestacion tiene una influencia multifactorial. A favor de la hipdtesis de la
mejoria de las tasas de embarazo en relacion a la mejoria del dafio del ADN, Smit y cols
publicaron un trabajo sobre 49 pacientes infértiles con ollgozoospermia, que tras un
seguimiento a dos afos, las tasas de fragmentacion de ADN espermatico eran mayores en

los pacientes que no lograron la concepcion, sea de manera espontanea o por reproduccion

asistida (149).
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Tabla 1.3: Resumen de resultados de estudios: Fragmentacion de ADN espermatico
por varicocele o por otras causas

Autores

Test

n

Grupos de estudio

Resultados

Estudios que comparan infertilidad por varicocele con infertilidad por otras causas

Gopalkrishnan 40 | « Infertilidad Varicocele p:;l‘l?rc;.lelevado ARG
y Cols (1999) | NA | 91 |« Infertilidad otras causas | " orro>
(150) 50 |« Controles sanos No diferencias varicocele
Vs otras causas.
Moli Col 18 | « Infertilidad Varicocele .D?r’lr(i'lelevado ADN en
o'ina y £01s SCSA | 84 | « Infertilidad otras causas 1nie .1 ©s- . )
(2001)(151) 44 |+ Controles sanos No diferencias varicocele
Vs ofras causas.
Saleh v Col 16 | « Infertilidad Varicocele ‘Dr;lﬂrrlrci‘lelevado 2 G]
ALY LOS | SCSA | 15 | - Infertilidad otras causas | - ohos
o diferencias varicocele
(2003)(152) 16 | « Controles sanos o @i 1
VS otras causas.
Enciso v Col 18 |« Infertilidad Varicocele p??z.flevado ADNen
neiso y Lo7s SCD 103 | » Infertilidad otras causas | -~ © .1 ©s- . )
(2003) (153) 73 |+ Controles sanos No diferencias varicocele
Vs otras causas.
Salsabili y . : Sin diferencias en dafio
20 | « Infertilidad V 1
Cols (20006) AT 28 . éloitrlc&e: Sanz(i)rslcoce © ADN en varicocele vs
(154) otras causas.
Garcia-Peiro y 19 | « Infertilidad Varicocele P?}Z.Tlevado ADNen
Cols (2011) | SCD | 7 |« Infertilidad otras causas |\ o o>
(125) 6 |« Controles sanos No diferencias varicocele

VS otras causas.

Estudios que com

paran infértiles con varicocele con controles sanos

Talebi y cols SCSA 20 | « Infértiles Dafio ADN en varicocele
(2008) (155) 20 | « Controles sanos clinico
La Vignera y 30 |« Infértiles Danio ADN en varicocele
cols (2012) TUNEL , .
30 | « Controles sanos clinico
(156)
]jéilsng(lirz})’ COMET 28 | « Infértiles Di:lﬁ‘o ADN en varicocele
(157) 31 | « Controles sanos clinico

*NA: Naranja de Acridina; SCSA: Estructura de la cromatina; SCD: Dispersion de la cromatina; AT: Azul de Toluidina

Fuente: Elaboracion propia a partir de los citados autores
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Tabla 1.4: Fragmentacion de ADN espermatico en varones con varicocele sin

infertilidad
Autores Test n Grupos de estudio Resultados
Estudios en que varicocele produce alteracion en ADN
2 Varicocele clinico
Chen y cols R-OHdG (fértil) Daio elevado ADN
(2002) (158) o4 Varicocele subclinico | varicocele clinico
(fértil)
30 ° Varicocele clinico
Chen y cols TUNEL (¢ fertilidad?) Daio elevado ADN
(2004) (159) 15 ° Controles sanos | varicocele clinico
(fértiles)
20 Varicocele clinico
Bertolla y cols COMET (adolescentes) Daio elevado ADN
(2006) (160) 20 No varicocele varicocele clinico
(adolescentes)
Smithycols | scsa | 20 |° Xafre‘:t‘i’lcii;%m‘co Dafio elevado ADN
2 161 TUNEL N ' icocele clini
(2006) (161) UN 20 |« Donantes de semen varicocele clinico
Blumer v cols 30 |« Varicocele clinico Dafio elevado ADN
(2008) (yl 62) COMET (¢ fertilidad?) varicocele clinico
32 |« No varicocele
15 ° Varicocele clinico
Wu 'y cols COMET (¢ fertilidad?) Dafio elevado ADN
(2009) (163) 5 " Controles sanos | varicocele clinico

(fértiles)

Estudios en que varicocele no se relaciona con alteracion en ADN

El-Segini y cols
(2008) (164)

AT

18

8

« Varicocele clinico
(fértiles)
» No varicocele (fértiles)

Dafio en ADN similar
en los dos grupos

*8-OHdG: 8-hidroxi-deoxi-guanosina; TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labelling; COMET: ensayo del cometa;
SCSA: Estructura de la cromatina; AT: Azul de Toluidina

Fuente: Elaboracion propia a partir de los citados autores
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Tabla 1.5: Efecto de varicocelectomia en DD (cromatina) y ADN

Autores Test n Grupos de estudio Resultados
Estudios RETROSPECTIVOS
Ziniy cols (2005) SCSA | 37 |« Varones Infértiles Rec'iuccwn DD ’tras
(165) varicocelectomia
Werthman y cols Reduccion DD tras
A | 11 |« T 1 DD
(2003) (166) SCS asas clevada varicocelectomia
Sakamoto y cols L Reduccion DD tras
TUNEL | 11 |« Vi Infértil
(2008) (167) UN arones Herties varicocelectomia
Estudios PROSPECTIVOS
Nasr-Esfahani y cols - Reduccion DD tras
(2009) (168) CMA3 | 162 |« Varones Infértiles varicocelectomia
Chen y cols (2008) R-OHdG | 30 |« Varones Infértiles Rec}uccwn DD ’tras
(169) varicocelectomia
Daday cols (2010) COMET | 11 |« Varones Infértiles Rec‘luccmn DD ’tras
(170) varicocelectomia
Smit y cols (2013) SCSA | 49 |+ Varones Infértiles Re(.iuccmn DD ’tras
(149) varicocelectomia
Azadiy cols (2011) CMA3 | 52 |« Varones Infértiles Re(.luccwn DD ’tras
(171) varicocelectomia
Sadek y cols (2011) AT 72 |+ Varones Infértiles Rec‘luccmn DD ’tras
(172) varicocelectomia
Lacerda y cols (2011) COMET | 21 - Adolescentes Re(.iuccmn DD ’tras
(173) varicocelectomia
Ziniy cols (2011) SCSA | 25 |« Varones Infértiles Re(.luccwn DD ’tras
(174) varicocelectomia

*CMAZ3: Cromomicina A-3; SCSA: Estructura de la cromatina; SCD: Dispersion de la cromatina; DD: Cromatina; AT:
Azul de Toluidina; 8-OHdG: 8-hidroxi-deoxi-guanosina; TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labelling; COMET:

ensayo del cometa

Fuente: Elaboracion propia a partir de los citados autores
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1.11 Telomeros y longitud telomérica

Los telomeros fueron descubiertos por H.J. Muller y B. McClintock en los afios 30 del
siglo XX. Desde ese descubrimiento, se ha avanzado mucho en el conocimiento de los
telomeros y las telomerasas gracias los avances tecnologicos de la genética molecular.
Blackburn y Szostack en su trabajo de 1984 resumen los principales progresos en el

descubrimiento de los teldmeros realizados en el siglo XX (175).

Los telomeros son nucleoproteinas especializadas localizadas al final de los cromosomas
de las células eucariotas (Ver Figura 1.30). Consta de un nimero variable de secuencias
repetitivas de las bases nitrogenadas ricas en Guanina principalmente y que en animales
vertebrados son sucesiones de 5’-TTAGGG-3" no codificante (175). La funcién principal
de los telomeros es la de proteger los extremos del cromosoma de su degradacion; prevenir
que dichos cromosomas sean reconocidos por los sistemas de reparacion como si fueran

roturas de doble cadena de ADN, asi como evitar la fusion de diferentes cromosomas.

Figura 1.30: Esquema de estructura de los telomeros en el cromosoma

crLuLa NUCLED TELOMERD

CROMODSOMA

TLLOMERD

Fuente: genome.gov

La longitud telomérica, podria llegar a considerarse como un marcador de edad biologica.
Se acepta de manera general que la media de longitud telomérica de las células somaticas
humanas es de 15kb (176) (177), y de 10-20kb para las células espermaticas (178). Cada
vez que se produce una division celular, se produce un acortamiento de los telomeros de
manera natural, y, con el tiempo, los telomeros adquieren una longitud minima que le

indica a la célula que ya no puede dividirse y tiene que entrar en apoptosis (179).
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El acortamiento de los telomeros ocurre de manera natural durante el ciclo celular y trae
consigo una pérdida de unas 50-200bp de telomeros en cada replicacion de ADN (178). De
manera afadida, la actividad exonucleasa y las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
producidas por el metabolismo celular, pueden dar lugar también a un acortamiento de los

telomeros (180).

Estudios realizados en ratones demostraron que una disminucion progresiva de la longitud
telomérica daba como resultado una esterilidad y la posibilidad de alteraciones
cromosomicas en la descendencia, hecho que se ha relacionado con un aumento de la
apoptosis, un secuestro meidtico y errores en la segregacion durante la espermatogénesis
(181) (180). Posteriormente, en estudios realizados en humanos, se observaron aumentos
de las alteraciones cromosOmicas cuando los telomeros eran cortos (182), dando lugar a
una apoptosis en las células germinales masculinas y a un secuestro de la meiosis en las

células germinales femeninas (178).

Estudios en embriones observaron que dafios en la longitud telomérica daban lugar una
senescencia celular, con un aumento de la tasa de fallos de implantacion y abortos
espontaneos del primer trimestre debidos a alteraciones en el desarrollo de los embriones,

fragmentaciones citoplasmaticas y apoptosis aumentada (178) (180) (182).

El acortamiento sucesivo de los telomeros en cada division celular se lleva a cabo por la
enzima telomerasa. La telomerasa es la encargada de servir al organismo como “reloj
mitotico”, regulando y midiendo el numero de divisiones celulares (183). La longitud
critica telomérica servira de sefial para que la célula entre en senescencia. La actividad de
la enzima telomerasa va variando en las diferentes etapas de la vida. Esta actividad de la
telomerasa es alta en tejidos con gran proliferacion celular (184). Las telomerasas
posteriormente se han relacionado se han relacionado con la genética del cancer y se han
demostrado actividad incrementada de la telomerasa en cancer de mama (185) o de

prostata (186).

Asi pues, la actividad telomerasa ha cobrado hoy dia una importancia crucial en la

investigacion del cancer, tanto como posible herramienta para el diagndstico, como para
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definir el prondstico de las enfermedades, asi como para su uso en la busqueda de terapias

anticancerosas (187).
1.12 Antioxidantes

1.12.1 Generalidades

Han sido detectadas numerosas lesiones que pueden originar infertilidad masculina:
alteraciones genéticas, infecciosas, hormonales, obstrucciones de la via seminal,
varicocele, alteraciones de la eyaculacion, etc. (Como se ha comentado en el apartado de
infertilidad) y un considerable nimero de pacientes en los cuales no podemos definir la
etiologia precisa de la infertilidad y ante los que carecemos del oportuno diagndstico y
tratamiento. Todos los andrologos que nos enfrentamos en nuestra practica diaria al estudio
de los pacientes infértiles somos conscientes de la frecuencia con que nos encontramos
ante sujetos que no presentan ninguna causa aparente de infertilidad y que suelen aparecer
en nuestra consulta con un seminograma que muestra una astenoteratozoospermia mas o

menos severa o incluso un seminograma normal.

Ante la falta de tratamientos eficaces claramente dirigidos hacia la causa de la infertilidad,
los esfuerzos médicos han sido orientados al empleo de las técnicas de reproduccion
asistida (TRA). El progreso de las técnicas del laboratorio, ha permitido la fecundacion de
ovulos con un semen de muy mala calidad e incluso con espermatozoides obtenidos
directamente del testiculo. Las TRA han conseguido embarazos en pacientes con severas
alteraciones espermaticas, pero en muchos casos no actian sobre la causa de la esterilidad.
Son técnicas que facilitan la fecundacion del évulo pero hay de tener en cuenta que cuando
fecundamos activamente mediante ICSI no somos capaces de asegurar un adecuado legado
genético al embrion (Fragmento re-escrito). Diversos autores han demostrado que hay una
mayor frecuencia de alteraciones en los hijos que han sido concebidos mediante esta
técnica, asi Hansen et al encuentran que la incidencia de defectos congénitos es el doble en
los concebidos mediante FIV/ICSI que en los concebidos de manera natural (188), se ha
apreciado un aumento de las alteraciones de la impronta genética (189), malformaciones

congénitas (190) y una frecuencia de testiculos no descendidos ocho veces superior en
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nifios concebidos por ICSI (191) De todas formas, por lo general, estas técnicas presentan

buenos resultados y no hay evidencia alguna de que puedan calificarse como no seguras.

En los tratados clasicos de andrologia se citaba la existencia de una serie de factores
toxicos que podrian afectar a la espermatogénesis, sin conocer el mecanismo por el cual se
producia el dafio espermatico pero se relacionaban con una mala calidad seminal, entre
otros eran citados el calor, la exposicion a metales pesados , pesticidas, radiaciones
ionizantes, alcohol, tabaco, obesidad (192)... Solo los avances en el estudio de la biologia
del espermatozoide nos han permitido relacionar estos casos de infertilidad de causa no
justificada con la presencia de fragmentacion del ADN espermadtico. La fragmentacion del
ADN espermatico esta hoy dia considerada un importante factor en la etiologia de la

infertilidad en el varon (193).

La fragmentacion del ADN espermatico puede producirse por distintos motivos, pero la
causa mas frecuente que la origina es la produccion de radicales libres. Estas sustancias
son fundamentalmente el anidon superdxido y el radical hidroxilo, que se caracterizan por
ser especies muy reactivas ya que poseen uno o mas electrones desapareados en su ultima

capa (1006).

Ya en 1943 Mac Leod observo que el espermatozoide humano es capaz de producir
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (194). Posteriormente se ha demostrado que el
estrés oxidativo es la principal causa de dano en el ADN espermatico tanto a nivel
mitocondrial como nuclear (195), y que este dafno se manifiesta fundamentalmente por su
fragmentacion. El espermatozoide es una célula muy sensible al estrés oxidativo, tiene
escaso citoplasma y pocas posibilidades de combatir los radicales libres por falta de
proteccion intrinseca antioxidativa, los denominados “ROS scavengers”, de esta forma
cuando los radicales libres aumentan se producen lesiones que afectan fundamentalmente a
la membrana espermadtica y a la fragmentacion de su ADN (196), tanto el mitocondrial
como el nuclear, en el primero de los casos afectard a la cadena respiratoria y al
metabolismo celular, y en el segundo podra originar defectos en su estructura que podrian
ser responsables de fallos de fecundacion, abortos o diversas alteraciones en la

descendencia.
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Diversos autores han evidenciado un aumento de ERO en el semen de pacientes infértiles
en relacion al de hombres fértiles, incluso se ha sugerido que es un factor contribuyente de
manera significativa del 30-80% de todos los casos de infertilidad masculina (197) (198)
(199). Tanto el tabaco como la edad aumentan los niveles de dafo del ADN espermatico
(106). Ademas de las causas genéticas, un aumento del estrés oxidativo se ha considerado

un importante factor contribuyente a la infertilidad masculina (200).

Pero no todo es negativo en relacion a los radicales libres. Ciertos niveles de ERO son
necesarios para conseguir la capacitacion espermatica, la hiperactivacion, reaccion
acrosomica, la fijacion del esperma y la fusion con el ovocito (201). Existe pues una
relacion  entre la formacion y destruccion de las ERO de manera que una mayor
produccion de ERO o una menor eficacia de los antioxidantes naturales puede provocar
una afectacion celular por estos radicales, pero a su vez un exceso en la accion antioxidante
podria inhibir la necesaria accion de las ERO en la maduracion espermadtica y la reaccion
acrosomica (201). Esta situacion dificultaria también la fecundacion, y es lo que se
denomina comunmente "antiox paradox" (202), y debe ser tenida en cuenta a la hora de
aplicar un tratamiento antioxidante de forma incontrolada, a dosis elevadas o bien someter
a los espermatozoides a una alta concentracion de antioxidantes antes de la utilizacion de

las técnicas de reproduccion asistida.

La proteccion espermdtica ante los ERO durante la espermatogénesis depende
fundamentalmente de la accion del sistema glutation que proviene de las células de Sertoli,
y en el epididimo son los sistemas enzimdticos como el glutatién peroxidasa, catalasas,
dioxigenasa de indolamina y superoxido dismutasa los que se encargan de eliminar el
exceso de radicales libres (202). Otras sustancias responsables de la proteccion del
espermatozoide contra los ERO se encuentran en el plasma seminal y son

fundamentalmente las vitaminas C y E, el 4cido trico y el glutation (203).

Asi pues, podemos resumir que parece demostrado que los radicales libres producidos por
el metabolismo celular espermdtico y por la mayor o menor presencia de leucocitos en
semen van a afectar al espermatozoide de dos maneras, una positiva cuando sus niveles no

son muy elevados y otra negativa cuando la actividad de los antioxidantes naturales se vea
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sobrepasada por factores que favorezcan la proliferacion de las ERO como son la
infeccion, los toxicos medioambientales o el varicocele. Cuando esto suceda los radicales
libres pueden afectar tanto a la membrana espermatica como a la propia célula provocando
un descenso de la motilidad del espermatozoide y un aumento de la fragmentacién de su

ADN, ambas situaciones relacionadas con la infertilidad.

Parece pues evidente que, en una situacion ideal, para plantear un tratamiento correcto ante
una pareja infértil, deberia realizarse un estudio de la fragmentacién del ADN espermatico
y, consecuentemente una medicion de los niveles de radicales libres y de actividad
antioxidante total (TAA) en semen. Autores como Omran (204) relacionan el descenso de
la TAA con un aumento de la fragmentacion del ADN y con seminogramas anormales en
hombres infértiles y como ya hemos citado, la fragmentacion de ADN no se utiliza como
rutina en los andlisis de semen como estudio rutinario, y sigue debatiéndose en las
sociedades cientificas si este examen deberia incluirse (203). En nuestro grupo pensamos
que dada la alta incidencia del ADN fragmentado en varones infértiles, su valoracion

deberia ser un parametro habitual, junto con el estudio seminal.
1.12.2 Antioxidantes y salud general

Se ha sugerido que el stress oxidativo produce, al interaccionar con las proteinas celulares,
dafios estructurales que pueden ser el origen de enfermedades cronicas entre ellas la
diabetes, las enfermedades cardiovasculares y el cancer. Hasta tal punto se ha divulgado
esta idea que los complejos multivitaminicos son actualmente el suplemento alimentario
mas comun, que toma con regularidad por lo menos un tercio de la poblacion adulta de

Estados Unidos (205).

En la diabetes ha sido observada una peroxidacion lipidica aumentada, debida a los
radicales libres y un descenso en los niveles de antioxidantes. Cuerda y cols publicaron un
interesante meta-analisis de los trabajos realizados tras el tratamiento suplementario con
antioxidantes (fundamentalmente vitaminas E y C) en pacientes diabéticos o con
alteraciones cardiovasculares (206). Ellos concluyen que los estudios en los que se aplica
el tratamiento incluyendo diferentes antioxidantes no han demostrado ningin efecto

beneficioso en la mortalidad global o cardiovascular en diferentes grupos de pacientes,
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incluyendo pacientes diabéticos. Ninguno de los estudios ha demostrado un efecto
beneficioso de los suplementos antioxidantes en la prevencion de la diabetes. De acuerdo
con los estudios del meta-analisis, dichos suplementos pueden disminuir la peroxidacion de
los lipidos, disminuir la oxidacion de las particulas de colesterol Low Density Lipids (LDL)
y mejorar la funcidon endotelial y la vasodilatacion secundaria del endotelio, sin un

aumento significativo del control metabolico de dichos pacientes (206).

Entre los estudios mas importantes realizados para observar el papel del tratamiento
antioxidante sobre la salud en general y la prevencion de enfermedades se encuentra el
estudio SUVIMAX (207), donde se evaluo el efecto de una combinacion diaria de 6mg de
B-caroteno, 120 mg de vitamina C, 30 mg de vitamina E, 100 microg de selenio y 25 mg de
Zn, en una poblacion de 13.017 adultos franceses de 35 a 60 afios de forma aleatoria,
doble ciego y placebo control durante un promedio de 7,5 afios. No se detectaron
diferencias importantes entre los grupos en la incidencia total de cancer, incidencia de
enfermedad cardiovascular o mortalidad por cualquier causa. Sin embargo se aprecio un
efecto protector de los antioxidantes ante el cancer y la mortalidad por cualquier causa en
los hombres pero no en las mujeres, esto se atribuyd a los menores niveles basales de -

caroteno en los varones (207).

Estos y otros estudios ponen de manifiesto la preocupacion existente en la relacion del
estrés oxidativo y la enfermedad, sin embargo no se han llegado todavia a conclusiones
definitivas, se ha criticado en ocasiones la metodologia, dosis o conclusiones de dichos
trabajos. En concreto la The U.S. Preventive Services Task Force concluye que la evidencia
actual es insuficiente para determinar el balance de riesgos y beneficios de los complejos
multivitaminicos para la prevencion de las enfermedades cardiovasculares o el cancer,
posicionandose en contra de los suplementos de [B-carotenos i1 vitamina E para la

prevencion de enfermedades cardiovasculares o el cancer con un grado de recomendacion

D (208).
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1.12.3 Prevencion del estrés oxidativo y fragmentacion de ADN espermdtico

en el hombre infeértil

La primera medida para evitar la fragmentacion del ADN espermatico seria conocer cuales
son los factores que pueden lesionarlo y evitarlas en la mayor medida posible. Como se ha
comentado en el apartado de etiologia de la fragmentacion de ADN espermatico, existen
varios factores modificables que pueden suponer una fuente alternativa de radicales libres,
como son la leucocitospermia, el varicocele, tabaco, pesticidas y xenobidticos, presencia
de fuentes de calor, radiacion electromagnética (por el uso del teléfono movil o radiaciones
ionizantes) e incluso la obesidad o el consumo de alcohol, cannabis, radioterapia,

quimioterapia, etc.

Todos los factores anteriormente citados representan causas posibles de infertilidad
masculina, son modificables mediante cambios en los estilos de vida sin riesgo alguno, se
deberian investigar y recomendar su correccion, sobre todo en aquellos casos de

infertilidad masculina idiopatica.

Se ha relacionado en la literatura cientifica un bajo nivel de antioxidantes de la dieta con la
mala calidad seminal (209). Otros estudios han encontrado una menor frecuencia de
aneuploidias en el semen en aquellos varones con una ingesta alta en la dieta de
antioxidantes respecto a aquellos con una ingesta baja de antioxidantes (210). Como dice la
sabiduria popular "somos lo que comemos" y en este punto deberiamos hacer alguna

reflexion.

Una dieta equilibrada, rica en fruta y vegetales nos debe proporcionar una suficiente fuente
de antioxidantes y deberia no hacer necesario ninglin tratamiento suplementario. Un
ejemplo claro de dieta saludable ha sido considerado desde hace afios la "dieta
mediterranea", donde las legumbres, cereales, frutas, verduras y aceites vegetales tienen un
papel predominante. Sin embargo en los paises occidentales y con las nuevas costumbres
alimenticias de comida rapida se esta perdiendo el habito de la comida variada, se abusa de
las grasas animales y de la comida preparada a la que ademas se le suelen anadir
conservantes y otras sustancias quimicas para mejorar el sabor y su aspecto visual y asi

estimular su consumo.
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La preocupacion que algunos individuos tienen por este tipo de dieta les lleva, no a
modificarla, sino a completar sus posibles deficiencias con suplementos minerales y
vitaminicos. Estas sustancias suelen autoadministrarse de forma mas o menos empirica
segun las publicaciones divulgativas que hayan caido en sus manos, muchas veces sin
control y sin tener en cuenta ni las necesidades reales ni los posibles efectos secundarios

que puede tener su ingesta excesiva.

Los denominados nutracéuticos, son alimentos o ingredientes de los alimentos que
proporcionan beneficios médicos o de salud, incluyendo la prevencion o el tratamiento de
enfermedades (211). En relacién a su accién antioxidante,  estas sustancias son
fundamentalmente: Vitaminas A, C y E, acido f6lico, selenio, zinc, carnitina, arginina,
coenzima Q10, glutation, licopenos y acidos grasos omega 3. Estos antioxidantes seran
comentados paso a paso en el siguiente apartado. Una ingesta suficiente y periddica de los
alimentos que los contienen es la manera mas natural de mantener el nivel adecuado de

antioxidantes para que puedan realizarse de una manera fisioldgica todas sus funciones.
1.12.4 Tratamientos antioxidantes

Basandonos en los conocimientos actuales sobre la accion de los radicales libres en la
fragmentacion del ADN y de la nociva accion de ésta sobre la fertilidad, parece evidente
que un tratamiento que provoque un efecto antioxidante deberia ser contemplado como una
importante opcion en sujetos con alto porcentaje de fragmentacion de su ADN
espermatico. Diversos articulos, como la revision de Tremellen apoyan esta teoria, en la
que el semen de varones fértiles tiene una capacidad antioxidante mas efectiva que el
semen de los hombres infértiles (212). Hay multiples publicaciones que avalan el papel
positivo del tratamiento con antioxidantes en pacientes infértiles en relacion tanto a los
parametros seminales como en las tasas de embarazo después de las terapias de

reproduccion asistida (213) (214) (215).

Las principales sustancias antioxidantes estudiadas han sido:
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» Carnitina:

La carnitina se sintetiza a partir de los aminoéacidos lisina y metionina. Sus formas mas
importantes son L-carnitina y L-acetilcarnitina. La carnitina juega un importante papel en
el metabolismo energético del espermatozoide, se acumula en el epididimo y protege al
ADN espermatico y las membranas celulares del dafio producido por los radicales libres y
la apoptosis que dicho dafio produciria. Protege contra la peroxidacion lipidica de los
lipidos de membrana (216). La carnitina se ha utilizado a dosis de 3 grs/dia durante 4
meses, 4grs/dia de carnitina durante 2 meses y 2 grs de carnitina/dia apreciando un
aumento de la motilidad, concentracion y mejorias en la morfologia de los
espermatozoides (217) (218) (219). Sin emargo, Sigman y cols no encontraron mejoria de
la astenospermia tras 6 meses de tratamiento con 2 y 1 gr de L-carnitina and L-acetil-

carnitina (220).

Las fuentes de carnitina en la dieta son principalmente carnes rojas, carnes de ave y
pescado. La dosis recomendada tolerada de carnitina no estd bien establecida. La ingesta
en exceso de mas de 4grs/dia puede dar lugar a nduseas, convulsiones y a secreciones

malolientes (211).
» Vitamina C:

La vitamina C o 4cido ascorbico es un cofactor para las reacciones de hidroxilacion y
amidacion. Es una potente “ROS scavenger”, comportandose como un importante
antioxidante. Sus niveles en plasma seminal han sido relacionados con el porcentaje de
espermatozoides normales (221). En grandes fumadores, la ingesta de al menos 200 mg
diarios de vitamina C mejord el recuento, la motilidad y la vitalidad espermatica. Los

mejores resultados se obtuvieron con una dosis de 1000 mg/dia (222).

Por otra parte Abel y cols (223) y Hargreave y cols (224) no encontraron mejoria con dosis
de 200 mg/dia durante 6 meses, en la tasa de embarazos en relacion con otros tratamientos

como citrato de clomifeno y mesterolona.

La vitamina C es abundante en las frutas y vegetales: citricos, kiwi, papaya, fresas,

brocoli, pimiento, col rizada... la dosis minima diaria para llenar los depdsitos es de 90 mg.
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La ingesta de més de 2000 mg/dia puede provocar dispepsia, cefalea y un riesgo

aumentado de nefrolitiasis (225).
» Vitamina E:

Es uno de los antioxidantes liposolubles mas importantes, inhibe el dafio de los radicales
libres a nivel de la membrana celular, previene la peroxidacion lipidica y mejora la
actividad de otros antioxidantes. La terapia de combinacion con vitamina C ha mostrado
una significativa mejora de la fragmentacion del ADN (226). Combhaire y cols observaron
la reduccion de ERO en un grupo de 27 pacientes infértiles utilizando un tratamiento de
180 mg/dia de vitamina E y 30 mg/dia de B-caroteno, aunque no se aprecidé mejoria de los
parametros seminales (227). Suleiman y cols administrando 300 mg de vitamina E/dia
durante 6 meses observaron una reduccion de la peroxidacion lipidica y un aumento en

motilidad y la tasa de embarazos respecto al grupo control (228).

La vitamina E se encuentra en vegetales, cereales, aceites vegetales, germen de trigo,
huevos, carne roja y carne de aves. La dosis diaria tolerable recomendada es de 15 mg.
Dosis superiores a los 400 mg/dia se han relacionado con un aumento del riesgo
cardiovascular, en especial infartos de miocardio. Dosis superiores a los 800 mg/dia
pueden incrementar el riesgo de hemorragia por un efecto antiplaquetario (229). Los
pacientes afectos de patologias hematoldgicas deberian ser informados de sus posibles

complicaciones con la ingesta de esta vitamina.
» Zinc:

El zinc es un cofactor de muchas enzimas utilizadas en la transcripcion del ADN y la
sintesis de proteinas. Tiene propiedades antioxidantes por accidon sobre la superoxido
dismutasa, antiapoptdticas, inmunoldgicas e interviene en el desarrollo testicular y la
esteroidogenesis. La deficiencia de zinc se ha asociado a anomalias flagelares y de la pieza
intermedia (230). Se encuentra en altas concentraciones a nivel prostatico y su deficiencia
se ha relacionado con oligospermia y descenso de testosterona (211) (231). Asociado a
Vitaminas C y E ha mostrado una disminucion de ERO, apoptosis y de la fragmentacion

de ADN espermatico, asi como un aumento de la motilidad espermatica (232). Wong y cols
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observaron mejoria de la concentracion espermdtica en un estudio con 103 varones
infértiles tratados con 5 mg de acido f6lico y 66 mg de sulfato de zinc al dia (233). Young
y cols con una combinacion de las mismas sustancias y antioxidantes aprecid un descenso

de disomia X significativo en 89 hombres sanos con aneuploidia espermatica (234).

Podemos encontrar el zinc en las verduras, el trigo, semillas y carne de vacuno. Su
deficiencia en paises industrializados es rara porque suele ser un aditivo de muchas
comidas preparadas. La dosis diaria tolerable recomendada es de 1lmg y una ingesta
superior a 200 mg puede provocar ulcera gastrica, pérdida de apetito, cefaleas, rash
cutaneo y deshidratacion. Un aporte mayor de 450 mg/dia puede alterar la funcion del
hierro, disminuye los niveles de cobre, reduce la funcion inmune y ocasiona anemia

sideroblastica (211).
> Selenio:

El selenio es un elemento importante en el desarrollo testicular, espermatogénesis,
capacitacion y motilidad espermatica. Tiene un importante papel antioxidante y es un
componente de la glutation peroxidasa. También interviene en la reduccién de enzimas

antioxidantes (211).

La deficiencia de selenio provoca descenso de la motilidad espermatica, roturas a nivel de
la pieza intermedia y aumento de la teratozoospermia. Algunos estudios han mostrado
relacion entre la concentracion espermatica y los niveles de selenio en plasma seminal
(235), asi como aumento de la motilidad tras la administraciéon de selenio sélo o en
combinacion con otros antioxidantes (236). Moslemi encontré un aumento de la tasa de
embarazos en 690 infértiles tratados aunque su estudio no es randomizado controlado con
placebo (237). En unién con la vitamina E tiene un efecto antiperoxidante (238). Por otra

parte otros autores no han encontrado mejoria seminal tras la suplementacion con selenio

(239) (240).

Alimentos de origen vegetal son las principales fuentes de selenio en la dieta: nueces,
nueces de Brasil, cereales, huevos, carnes y mariscos. La dosis diaria tolerable

recomendada es de 55 microgrs y su limite de tolerancia es 400 microgrs/dia para el
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Intitute of Medicine (United states) o 300 microgrs/dia para la European Commission and
the World Health Organization (241). El contenido de selenio en las comidas depende del
suelo en el que las plantas hayan crecido. La deficiencia de selenio puede aparecer en
regiones volcénicas y es endémica de ciertas areas rurales de China provocando la
enfermedad de Keshan (cardiomiopatia reversible con suplementos de selenio) (242). Por
otra parte la toxicidad por selenio o selenosis provoca fragilidad o pérdida del pelo y las
ufias, problemas gastrointestinales, rash cutdneo, aliento a pan de ajo, sensibilidad

muscular, temblores, gusto metalico e insuficiencia hepatica y renal.

» Carotenoides y Vitamina A:

Existen una serie de compuestos relacionados con la vitamina A que muestran una accion
protectora de los epitelios y accion antioxidante (215). Los carotenoides de las frutas y
verduras de la dieta son la principal fuente de vitamina A. La molécula de B-caroteno se
parte en dos moléculas de vitamina A (retinol), en un proceso que ocurre en el intestino. El
déficit de vitamina A ha mostrado experimentalmente un efecto dafino sobre la
espermatogénesis, el funcionamiento de las células de Sertoli y la barrera sanguinea
testicular (243). Por otra parte se han visto efectos positivos del tratamiento combinado de
vitamina A y otras sustancias antioxidantes en relacion con la motilidad y concentracion

espermatica (214).

La vitamina A se encuentra en zanahorias, calabaza, huevos, aceite de pescado y productos
carnicos. La dosis diaria tolerable recomendada es de 900 microg, sin pasar los 3000
microg. Al ser una vitamina liposoluble puede acumularse y manifestar sintomas de
toxicidad como fatiga, papiledema, vértigo, anorexia, fiebre, descamacién, toxicidad
hepatica, anemia hipoplasica, dolores articulares y cambios visuales o del estado mental

@211).

El Licopeno es un carotenoide que interviene en la regulacion del crecimiento celular,
modulacion de la expresion genética, respuesta inmune y proteccion de la peroxidacion
lipidica. Es abundante en las glandulas adrenales, higado, prostata y testiculos.
Administrado a dosis de 200 mg dos veces al dia durante 3 meses ha mostrado mejorar la

concentracion espermadtica en el 66% de los pacientes, motilidad en 53% y morfologia
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espermatica (244). El licopeno es muy abundante en el tomate y sus productos cocinados

por lo que no suele ser necesario un tratamiento suplementario.

Dentro de este grupo de sustancias, Comhaire ha publicado un estudio randomizado doble
ciego sobre el uso de astaxantina 16 mg al dia durante 3 meses, en el que obtiene un

aumento significativo de las tasas de embarazo comparado con placebo (245).

» Arginina:

La arginina es un precursor del 6xido nitrico relacionado con la respuesta inflamatoria
celular que actia favoreciendo la proteccion contra el dafio oxidativo (246). Es esencial
para la motilidad espermatica, capacitacion, metabolismo y reaccion acrosomica. Existen
resultados controvertidos en cuanto al uso de la arginina. Mientras algun estudio ha
mostrado mejoria de la motilidad y concentracion espermdtica (247), otros no la
encuentran o incluso, como publicaron Srivastava y cols, que observaron que una excesiva

concentracion de arginina puede empeorar la funcion espermatica (248).

La dosis diaria tolerable recomendada es de 20 gr sin sobrepasar los 30 gr. Puede obtenerse
del arroz integral, la cebada, nueces, cereales, chocolate, coco, semillas y varios derivados
de la carne. Los efectos secundarios por exceso de consumo pueden ser: anormalidades
electroliticas, riesgo aumentado de sangrado, aumento de los niveles de glucosa,

insuficiencia renal, alteraciones gastrointestinales y asma (211).
» Pentoxifilina:

La pentoxifinila es un inhibidor competitivo no selectivo de la fosfodiesterasa que aumenta
la adenosina ciclica monofosfato intracelular y reduce los radicales libres (249), preserva la
movilidad espermatica In vitro (250) y ha sido utilizado oralmente con el fin de mejorar los
parametros seminales en especial la movilidad. Algunos autores como Okada s6lo han

encontrado mejoria con dosis altas como 1200 mg/dia (251).

» Glutatidén y N-acetilcisteina:

El glutation es uno de los antioxidantes endogenos mas abundantes, protege a los lipidos,

proteinas y &cidos nucleicos. Se combina con la vitamina E y selenio para formar la
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glutation peroxidasa. El glutatién es sintetizado en el higado a partir de cisteina, acido
glutdmico y glicina. Entre sus propiedades se encuentra su accion de desintoxicacion de
sustancias carcinogénicas y agentes nocivos externos (252). La deficiencia de glutation
puede hacer que la pieza intermedia del espermatozoide sea inestable originando

alteraciones de motilidad y morfologia (253).

Los suplementos orales con glutation han logrado mejorar la movilidad espermatica en
pacientes con varicocele (254) y también cuando se administra combinado con vitaminas C
y E (255). En estudios in vitro se ha descrito un efecto protector del glutation contra el
dafio al ADN provocado por radicales libres (227), incluso contra el producido por accion

de los leucocitos (256).

Por ser un producto de sintesis endogena, el glutation no tiene establecida una dosis diaria
recomendada, si bien suplementos de hasta 3 grs al dia han demostrado ser seguros, estos

deben administrarse por via intramuscular dada su mala absorcion intestinal (254).

La N-acetilcisteina (derivada del aminodcido L-cisteina), como precursora del glutation se
encarga de aumentar los niveles de antioxidantes enddgenos. Para Combhaire y cols su
ingesta no mejora los pardmetros seminales (245), mientras que para Ciftci y cols mejora la
motilidad, viscosidad y el estado oxidativo seminal (257). Parece que los resultados pueden

ser mejores si se administra conjuntamente con selenio (258).

» Superoxido dismutasa:

Algunos estudios han publicado efectos beneficiosos de la superoxido dismutasa contra la
peroxidacion lipidica in vitro (259) (260), aprecidandose una mejoria de la motilidad

espermatica. Sin embargo, Twigg y cols no encontraron el mismo beneficio (261).

» Coenzima Q10:

Es un transportador de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial y se utiliza para
producir energia en la pieza intermedia del espermatozoide (262). La membrana
espermatica contiene altos niveles de 4acidos grasos poliinsaturados.  Por ser un
antioxidante liposoluble, la coenzima Q10 es capaz de protegerla del estrés oxidativo. La

coenzima Q10 se puede encontrar tanto dentro del espermatozoide como en el plasma
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seminal donde pasa por un proceso activo que puede estar alterado en enfermedades como
el varicocele. Se postula que el aumento de radicales libres en la célula puede provocar el
aumento del consumo de coenzima Q10 que induce una disminuciéon de su papel

energético (262).

Varios estudios han mostrado que los niveles de coenzima Q10 en plasma seminal se
correlacionan con el recuento espermadtico y la movilidad. Algunos autores han publicado
un aumento de la movilidad entre el 4.5 - 6%. (262) (263) (264). En un meta-analisis de
2013, Lafuente y cols concluyen que: no hay evidencia de que la coenzima Q10 produzca
aumentos en la tasa de embarazos, pero si que se observa una mejoria en los parametros

del seminograma (265).

Coenzima Q10 puede obtenerse en granos enteros, salvado de arroz, bayas de soja, nueces,
zanahoria, cebolla, patata, espinacas, aceite de pescado y el repollo. Puede ser sintetizado
en el organismo por lo que su dosis diaria recomendada no ha sido establecida. Basandose
en estudios previos se estima que la ingesta optima es de 200-300 mg/dia. Las necesidades
diarias estdn sobre 12 mg/kg/dia. Con una dieta adecuada no es necesario tomar
suplementos. La excesiva ingesta de coenzima Q10 puede provocar cefalea, pérdida de

apetito, rash cutdneo y alteraciones gastrointestinales (211).

» Acidos grasos omega 3:

Los 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs, de sus siglas en inglés) son principalmente
omega-3 (4cido a-linolénico (ALA), acido decosahexanoico (DHA) y acido
eicosapentanoico (EPA)) y omega-6 (acido araquiddnico, acido linoleico y acido Y-
linolénico). Los PUFAs son esenciales porque no pueden ser sintetizados por el cuerpo
humano. Constituyen, como ya se ha comentado, un constituyente estructural de la
membrana celular y protegen al espermatozoide de los radicales libres. La fertilizacion

exitosa del espermatozoide depende de los lipidos de membrana (266).

Han sido descritas concentraciones menores de DHA en esperma de pacientes con
astenozoospermia y oligozoospermia (267). Safarinejad y cols encontraron correlacion

entre la concentracidon en plasma sanguineo de acidos grasos omega 3 y su concentracion
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en esperma, asi como relacion entre en omega 3 sanguineo y la concentracion, movilidad y
morfologia espermatica, concluyendo que los varones fértiles tienen una mayor

concentracion de omega 3 y una menor de omega 6 (268).

Otros estudios han mostrado mejoria de la morfologia y del recuento espermatico total tras

el tratamiento con omega-3 (269) (270).

Las fuentes principales de omega 3 son los aceites derivados del pescado, principalmente
del pescado azul, las nueces y los vegetales. DHA y EPA se encuentran en pescados de
aguas frias (anchoas, salmodn, atiin, arenques, sardinas y caballa) y suplementos de aceites
de pescado. ALA se encuentra en semillas de lino, bayas de soja, semillas de calabaza,

verdolaga, nueces y sus respectivos aceites (269).

Se considera aceptable una ingesta diaria de 1,6 gr/dia de omega 3, aunque no hay dosis
diarias recomendadas. Los acidos grasos omega 3 se utilizan para enriquecer diversas
comidas procesadas (bolleria, huevos, margarinas, carnes, leche, aceites, pasta...) Esto
hace que su deficiencia sea improbable en los paises industrializados. El exceso de ingesta
puede dar lugar a un aumento del riesgo hemorragico, hecho a tener en cuenta en pacientes

en tratamiento anticoagulante o antiplaquetario (271).
»  Acido félico:

El acido folico juega un papel importante en la sintesis del ADN, es un potente agente
eliminador de radicales libres. Es una vitamina hidrosoluble (vitamina B9). Su ingesta
adecuada se ha relacionado con una menor frecuencia de anomalias en el ADN
espermatico (234). En el estudio de Wong y cols se encontré un aumento del recuento

espermatico del 74% al administrar acido folico y zinc (233).

La dosis diaria tolerable recomendada de acido folico es de 400 microg. Una excesiva
ingesta puede dar lugar a: problemas del sueo, irritabilidad, confusion y alteraciones
gastrointestinales. En algunos casos de pacientes con historia de cardiopatia, se ha
relacionado con infartos de miocardio (272). El &cido félico se encuentra principalmente
en el aguacate, las judias, los cereales, los citricos, huevos, vegetales de hoja verde oscuro,

y productos de la carne (273).
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» Fitoestrogenos:

Son sustancias no esteroideas derivadas de plantas, de estructura similar al estradiol y que
pueden unirse o activar los receptores estrogénicos. Un grupo de estos fitoestrogenos son
las isoflavonas, sustancias que se encuentran fundamentalmente en los productos de soja y

cuyos metabolitos tienen propiedades antioxidantes (274).

Song y cols publicaron mejoria del recuento espermatico y la movilidad con suplementos
de soja (275), aunque Chavarro y cols en un estudio con 99 hombres encontraron que la
ingesta de alimentos de soja e isoflavonas estaba inversamente relacionada con la

concentracion de esperma (276).

A pesar de que en un reciente meta-analisis demuestra que la ingesta de isoflavonas no
altera los niveles de testosterona (277), la falta estudios randomizados controlados con
placebo desaconseja su uso habitual en hombres infértiles, dado el efecto estrogénico de

estas sustancias.
1.12.5 Conclusiones sobre los antioxidantes

El descubrimiento de los radicales libres tanto en el espermatozoide como en el liquido
seminal, la relacion del estrés oxidativo con la fragmentacion del ADN espermatico y la
comprobacion de que el semen presenta sustancias antioxidantes que pueden disminuir la
agresion ocasionada por estos agentes, ha abierto una nueva puerta para el estudio del

hombre infértil.

Si no tenemos en cuenta las técnicas de reproduccion asistida, hay que reconocer que hasta
la fecha son pocos los tratamientos que han demostrado su eficacia en el manejo de la
infertilidad masculina. Es por esto que cualquier posibilidad de mejorar la fertilidad de
nuestros pacientes dentro del campo de la andrologia es recibida con entusiasmo, mas si,

como en el caso de los antioxidantes, sus efectos secundarios no suelen presentar gravedad.

Asi pues, multiples autores se han lanzado al tratamiento con antioxidantes del hombre
infértil y se han publicado multiples trabajos, algunos de los cuales han sido recogidos en

este apartado de antioxidantes. Muchas de estas publicaciones muestran un efecto positivo
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de este tratamiento y seguramente asi debe ser en muchos casos. Se han demostrado en
estudios como el de Abad y cols los efectos beneficiosos de un tratamiento combinado de
antioxidantes en pacientes con astenoteratozoospermia, apreciando una mejoria no solo de
los parametros seminales, sino también una disminucién de los niveles de fragmentacion
del ADN espermatico (120). De la misma manera, se ha demostrado que el tratamiento con
una combinaciéon de antioxidantes mejora la calidad espermatica en pacientes con
varicocele grado I, observandose un aumento del recuento espermatico y una reduccion
media significativa de la fragmentacion del ADN espermatico del 22,1%, y del 31,3% en

las células espermaticas con gran fragmentacion previa (278).

Pero de acuerdo con las exhaustivas revisiones realizadas por Lombardo y cols (216), Koy
cols (211), y Mora-Esteves (230), la opinion cientifica de los expertos es que faltan mas
estudios randomizados, doble ciego, controlados con placebo, y con suficiente nimero de

pacientes para poder llegar a resultados mas concluyentes.

En la practica podemos resumir que el tratamiento antioxidante parece eficaz tanto in vivo
como in vitro (Greco y cols, nivel de evidencia B (279)). La combinaciéon de antioxidantes
se ha realizado de forma empirica y no parece aumentar los efectos secundarios del
tratamiento. La duracion de los tratamientos publicados oscila entre 2 y 6 meses (el ciclo
espermatico estd alrededor de 64 dias) (280). En cualquier caso y ante la falta de estudios
mas concluyentes cada médico deberd utilizar estos tratamientos ajustindose lo mejor
posible a las dosis recomendadas hasta ahora en la literatura y a la combinacion que le
parezca mas adecuada durante un tiempo suficiente para cubrir sobradamente todo el ciclo
espermatico. Hay que tener cuidado con los efectos secundarios sobre todo de las
sustancias que tienen tendencia a acumularse en el organismo (vitaminas liposolubles,

selenio, etc.).

Distintas consideraciones dificultan una correcta valoracion de los resultados de este
tratamiento, en primer lugar no se han llegado a consensuar unas dosis terapéuticas para
cada antioxidante de manera que sean suficiente fuertes para eliminar el efecto negativo de
los radicales libres pero no tanto como para suprimir su accion positiva en la capacitacion

espermatica y el proceso de fecundacion. Tampoco tenemos datos objetivos para
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discriminar qué pacientes se van a beneficiar del tratamiento antioxidante, utilizamos
muchas veces el porcentaje de ADN fragmentado pero ademés deberiamos cuantificar el
poder oxidante del semen o la actividad antioxidante total del mismo, autores como
Ménézo recomiendan un estudio del nicleo espermatico (fragmentacion de ADN o pérdida

de condensacion nuclear) antes de comenzar el tratamiento (281).

Por ultimo, la variabilidad intrapersonal del seminograma, la capacidad del ovocito para
reparar el dafio en el ADN espermatico y la presencia de un posible factor femenino
desconocido o infravalorado son otras dificultades afiadidas a la hora de evaluar el éxito
del tratamiento y las tasas de embarazo conseguido en las parejas infértiles por factor

masculino.

En el ano 2011 la biblioteca Cochrane (199) realizd una revision de los tratamientos
antioxidantes utilizados en la infertilidad masculina, planteandose si los suplementos de
antioxidantes orales mejoraban los resultados de las técnicas de reproduccion asistida en
parejas con alteraciones del factor masculino o infertilidad inexplicada, y si estos

diferentes antioxidantes ofrecian diferentes resultados al utilizar dichas técnicas.

Se revisaron 34 estudios randomizados y controlados que implicaban a 2.876 parejas. El
objetivo primario fue el aumento de la tasa de nacimientos vivos por pareja. Los objetivos
secundarios incluian: las tasas de embarazo, tasas de aborto espontaneo, tasa de muerte

fetal, nivel de dafio en el ADN espermatico y efectos secundarios del tratamiento.

Los resultados obtenidos mostraron que hay un incremento significativo en la tasa de
nacimientos en comparacién con placebo. Los autores concluyeron que los suplementos
con antioxidantes pueden mejorar los nacimientos vivos, las tasas de embarazo en parejas
con subfertilidad en reproduccion asistida. Ninguno de los estudios evidencid efectos
secundarios perjudiciales del tratamiento antioxidante utilizado. Posteriores estudios
cohortes, para un “cara a cara” de los diferentes antioxidantes serian necesarios para

identificar la superioridad de un antioxidante frente a otro (199).

Todas estas consideraciones nos indican lo dificil que va a ser el camino hasta que

podamos llegar a unas conclusiones definitivas, pero hoy por hoy, debemos reconocer que
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cuanto menos, el tratamiento antioxidante es un reto prometedor en el todavia

decepcionante tratamiento del hombre infértil.
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2. Hipotesis y Objetivos

2.1 Hipotesis
Hipotesis primera

»  El varicocele clinico o palpable puede tener un efecto perjudicial en la maduracion
espermatica, reduciendo la longitud telomérica, hecho que podria ocasionar

alteraciones en la fertilidad.
Hipotesis segunda

» En pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable, la microvaricocelectomia
puede tener un efecto positivo en la recuperacion de la longitud telomérica, asi

como un descenso en la fragmentacion de ADN espermatico.

Hipatesis tercera

» El tratamiento con antioxidantes orales puede mejorar la integridad del ADN
espermatico y los valores del seminograma en pacientes con varicocele subclinico o

no palpable.
2.2 Objetivos
Objetivo primero

Determinar el efecto del varicocele sobre la longitud telomérica del ADN espermatico en

pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable.
Objetivo segundo

Determinar el efecto de la microcirugia del varicocele sobre la fragmentacion y longitud

telomérica del ADN espermadtico en pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable.
Objetivo tercero

Determinar el efecto del tratamiento antioxidante oral sobre la fragmentacion de ADN
espermatico y valores del seminograma convencional en pacientes infértiles con varicocele

subclinico o no palpable.
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3. Material y Métodos

3.1 Pacientes
3.1.1 Procedencia

Para la consecucién de los objetivos establecidos, se han precisado de muestras de semen

humano de 40 pacientes en estudio de infertilidad y diagnosticados de varicocele.

Para este trabajo, se ha establecido una colaboracion entre el servicio de Urologia del
Hospital Universitario Parc Tauli de Sabadell, el laboratorio de inmunologia del centro de
diagnostico UDIAT (en el Parc Tauli de Sadadell) y la empresa CIMAB (Centre de
Infertilitat Masculina i Analisi de Barcelona), una “spin-off” de la Universitat Autonoma

de Barcelona.

El diagnostico de varicocele clinico o subclinico se ha realizado por los protocolos del
servicio de Urologia. En la consulta de Andrologia se ha realizado el diagnostico en base
criterios de la exploracion fisica y a exploraciones complementarias como la ecografia
Doppler testicular. El andlisis del seminograma se ha realizado por el laboratorio del centro
de diagndstico UDIAT mediante el sistema SCA (Sperm Class Analyzer). Tras la
criopreservacion del semen, el andlisis de la fragmentacion del ADN espermatico y de la
longitud telomérica se ha realizado en el laboratorio del centro CIMAB (Centre de

Infertilitat Masculina i Analisi de Barcelona).
3.1.2 Diagndstico

El diagnéstico de varicocele e infertilidad se ha realizado segun los criterios establecidos
en el Servicio de Urologia del Hospital Universitario Parc Tauli de Sabadell, en la consulta

especifica de Andrologia:
Diagnostico de varicocele segun los siguientes pardmetros:
» Anamnesis especifica.

» Exploracion fisica para diagndstico de varicocele palpable o no palpable segun la

escala de Dubin (50).
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14

Ecografia escrotal para diagndstico de varicocele ecografico (dilatacion de venas

del plexo pampiniforme mayor a 3 mm).

Diagnostico de Infertilidad segun los siguientes pardmetros:

4

Anamnesis dirigida en busca de diferentes causas reversibles de infertilidad

masculina.

Infertilidad de pareja segliin la definicion de la OMS (enfermedad del sistema
reproductivo definida como la incapacidad de concebir de forma espontinea
durante el transcurso de 12 o mas meses manteniendo relaciones sexuales no

protegidas de manera regular (2).

Infertilidad masculina diagnosticada por alteraciones en el seminograma segtn los
criterios del centro de diagnostico UDIAT. Diagnostico a partir de 2 muestras de

semen separadas por los menos un mes y siguiendo los valores de referencia del

manual de la OMS de 2010 (Ver tabla 3.1).

Andlisis de sangre en busca de causas reversibles de infertilidad o alteraciones

hormonales.
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Tabla 3.1: Valores umbral de normalidad

Parametro Valores de referencia
Volumen (en mL) 1,5
pH >17,2
Concentracion de espermatozoides 15 x 106 espermatozoides / mL
Numero total de espermatozoides 39 x 106 espermatozoides
Movilidad total (a + b) (en %) 32%
Morfologia (% formas normales) 4%
Vitalidad (en %) 58%

*Valores por debajo de los descritos, se considerarian anormales

Fuente: Organizacion Mundial de la Salud (24)
3.1.3 Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion:

Pacientes que consultaron por infertilidad y fueron diagnosticados de varicocele por

exploracion fisica y ecografia doppler testicular.

Una vez diagnosticados estos pacientes, segun los criterios anteriormente descritos, se han

dividido en dos grupos:

1. Grupo 1: Pacientes con varicocele clinico o palpable, con diagnostico de varicocele

ecografico y alteraciones en el seminograma.

2. Grupo 2: Pacientes con varicocele subclinico o no palpable, con diagnostico de

varicocele ecografico y alteraciones en el seminograma.

Criterios de exclusion:

» Ausencia de varicocele ecografico.
» Varicocele recidivante.

» Presencia de infeccion del tracto genito-urinario.
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» Pacientes con consumo habitual de farmacos o toxicos que puedan alterar la linea

de maduracién espermatica.

» Presencia de otras causas de infertilidad no relacionadas con el varicocele.

3.1.4 Grupos de pacientes y controles

Se incluyeron un total de 80 muestras de semen de 40 pacientes con alteraciones de la

fertilidad. Las 80 muestras eran procedentes de 20 pacientes correspondientes al grupo 1y

20 pacientes del grupo 2.
Tabla 3.2: Grupos de pacientes
Grupo Estudio basal Tratamiento Primer Segundo
. pre-tratamiento control control
Seminograma,
fragmentacién de Control 1
1 el y’ (?ngiiu Microvaricocelectomia mes: Control 9°
(n=20) crometica ¢e Postquirtrgico HLEERTS
ADN espermatico Seminograma
basales fragmentacion
Control 3° de A]?N y
Seminograma mes: longl‘Fud
gra : y ‘ Seminograma telomérica de
2 fragmentacion de Tratamiento y ADN
(n=20) ADN be;;eilt;rsnético antioxidante oral fragmentacién espermatico
de ADN
espermatico

Pacientes del grupo 1:

Fuente: Elaboracion propia

» Diagnostico mediante seminograma de la infertilidad (muestra de semen 1).

Andlisis del seminograma, andlisis de la fragmentacion del ADN espermatico y

analisis de la longitud telomérica del ADN espermatico previo a la intervencion

quirurgica.

» Todos los pacientes del grupo 1 fueron intervenidos mediante varicocelectomia

microquirtrgica siempre por el mismo primer cirujano y siempre utilizando la
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misma técnica subinguinal microquirtrgica. Se realizo en todos los pacientes tras el
rasurado y desinfecciébn quirurgica una incision subinguinal, seguida de una
apertura por planos hasta disecciéon roma del cordoén espermatico por vision a cielo
abierto. Posteriormente colocacion de microscopio Optico de trabajo y diseccion de
venas dilatadas del cordon, seccion de las mismas y ligaduras con hilo de seda.
Comprobacion en todos los pacientes de la preservacion del conducto deferente, los
vasos linfaticos y los vasos arteriales cremastérico y deferencial. Finalmente cierre

por planos con sutura reabsorbible y sutura de piel con agrafes cutaneos.

Control en Consultas Externas al mes de la intervencion para revision de correcta

evolucion.

Control en Consultas Externas al 9° mes de la intervencion quirurgica: andlisis de
seminograma, analisis de la fragmentacion de ADN espermadtico y andlisis de la

longitud telomérica del ADN espermatico (muestra de semen 2).

Pacientes del grupo 2:

»

»

Diagnostico mediante seminograma de la infertilidad (muestra de semen 1).

Tratamiento oral durante 3 meses con una combinacién de antioxidantes mediante
la formula de un tratamiento multivitaminico comercializado (Androferti®, Q
Pharma Laboratories; Alicante, Spain) que contiene L-Carnitina (1500 mg),
vitamina C (60 mg), coenzima Q10 (20 mg), vitamina E (10 mg), vitamina B9 (200
ug), vitamina B12 (1 pg), zinc (10 mg), y selenio (50 pg) al dia.

Analisis de seminograma y fragmentacion de ADN espermatico a los 3 meses del

inicio del tratamiento (muestra de semen 2).

3.1.5 Consentimiento informado y comité de ética

Todos los procedimientos realizados han sido aprobados por el Comité Etico de

investigacion Clinica de la Corporacié Sanitaria Parc Tauli de Sabadell (CEIC). Protocolo

y Hoja de informacion al Paciente v.1 de Enero de 2015, confirmado en su informe de 27

de Enero de 2015 con referencia: 2014676 (Ver Anexo I1).
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Todos los pacientes incluidos en el estudio firmaron un consentimiento informado y
aceptaron que una parte de su muestra recogida, seria destinada a la investigacion para el

presente estudio (Ver Anexo IV).

En el grupo 1 de pacientes, se tomaron muestras de semen por masturbacion antes y a los 9
meses del tratamiento quirargico del varicocele mediante varicocelectomia
microquirtrgica. En este grupo de pacientes se incluyd un grupo control con 12 donantes
de semen de fertilidad probada, procedentes de un programa de donacién de esperma en

convenio con la empresa CIMAB.

En el grupo 2 de pacientes, se tomaron muestras de semen por masturbacion antes y a los 3

meses del tratamiento oral con antioxidantes.

3.2 Muestras de semen

3.2.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de semen, tanto de los pacientes del grupo 1, como de los pacientes del grupo
2, como de los controles fértiles (pertenecientes al grupo 1) se han obtenido mediante
masturbacion, tras un periodo de abstinencia sexual de entre tres y cinco dias y se han

procesado antes de 1 hora post recogida.

Las muestras han sido todas entregadas al laboratorio de inmunologia del centro de
diagnostico UDIAT de la Corporacid Sanitaria Parc Tauli. En dicho laboratorio se han
realizado los andlisis del seminograma segun los criterios anteriormente comentados y

mediante el sistema SCA (Sperm Class Analyzer de Microptic®).

Todas las muestras analizadas se han recogido y criopreservado para su posterior analisis
en el centro CIMAB, donde se ha realizado el andlisis de la fragmentacion de ADN
espermatico y de la longitud telomérica del ADN espermatico. Para los pacientes del grupo
1 se incluy6 un grupo control de 12 donantes de semen de fertilidad probada, procedentes

de un programa de donacién de esperma en convenio con la empresa CIMAB.

128



3. Material y Métodos

3.3 Técnicas de analisis del semen
3.3.1 Seminograma

Las muestras de semen humano, se han valorado mediante el seminograma convencional.
Este estudio, permite clasificar a las muestras de semen segin diferentes propiedades

macroscopicas 0 microscopicas.

Mientras las propiedades macroscopicas del semen las caracteriza el técnico o investigador
por observacion directa. De entre estas caracteristicas, las mas importantes son el volumen
de eyaculado, la licuefaccion (completa o incompleta), el aspecto del liquido (transparente,
translucido u opaco), el color (blanco, blanco-amarillo, amarillento o marronoso) y en pH

de la muestra.

Por otro lado, las propiedades microscopicas de la muestra de semen se analizan mediante
el sistema Sperm Class Analyzer (SCA) de Microptic® (Microptic®, Barcelona, Espafia).
Este sistema proporciona datos respecto a la concentracion de espermatozoides, la
movilidad distribuida en cuatro categorias diferentes y la morfologia de los
espermatozoides, siguiendo los criterios de Kruger (criterio estricto de Kruger, 1987

(282)).

La OMS establece en sus recomendaciones de 2010, cudles son los valores umbral para
todas las caracteristicas principales del semen considerados de normalidad, por debajo de
los cuales, se consideraria que son valores anormales. Dichos valores se han comentado en

la tabla 1 del apartado de introduccion (24).

3.3.2 Criopreservacion

La criopreservacion de las muestras se ha realizado segin un protocolo adaptado de otros
autores, como Chernos y Martin de 1989, con adaptaciones posteriores de autores como

Garcia-Peiro6 y cols de 2012.
3.3.2.1 Medio de criopreservacion

El medio de criopreservacion utilizado contiene:
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» 56 mL de agua miliQ.

» 30 mL de yema de huevo.
» 1,72 gr de citrato sodico.
» 1,98 gr de glucosa.

» 14 mL de glicerol.

» 2 grde glicina.

Para la preparacion de este medio, se separan las claras de la yema del huevo y se obtienen
30mL de yema de huevo sin la tela que la envuelve. Posteriormente se homogeneizan en
un vaso de precipitado, y se anade el citrato sddico, la glucosa, el agua miliQ y el glicerol.
El glicerol actia como criopreservante, evitando que las membranas celulares plasmaticas
se fragmenten durante la congelacion, asi, no se formaran cristales de agua. Una vez que la
muestra anterior es homogénea, se incuba en un bafio de agua a 56°C y durante 30 minutos
para que se produzca la inactivacion de las proteinas de la yema de huevo. Una vez pasado
ese tiempo, se deja enfriar a temperatura ambiente, se afiaden 2 gr de glicina, se
homogeneiza la muestra y se ajusta el pH de la misma en valores de entre 7,2 y 7.4.
Finalmente se guarda en tubos de centrifuga de SmL (para facilitar su manipulacién y
mantenimiento) a una temperatura de -20°C. Se aconseja, en lineas generales, no

sobrepasar los 3 meses de congelacion tras su preparacion.
3.3.2.2 Criopreservacion en Test-Yolk-Butter (TYB)

Una vez obtenida la muestra de semen, se deja licuar durante 30 minutos a 37°C. Pasado
ese tiempo, se mide el volumen de semen licuado con una pipeta. La muestra se transfiere
a un tubo estéril y se afnade, mientras se va agitando, gota a gota el liquido de
criopreservacion hasta llegar a un volumen en proporcion 1:1. Finalmente las muestras
homogéneas se transfieren a criotubos resistentes a la congelacion de 0,5mL y se congelan
a -80°C en un bafo de isopropanol unas 6h y finalmente se almacenan en un tanque de

nitrogeno liquido a -196°C.
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3.3.2.3 Descongelacion y lavado de las muestras de semen

En el momento antes de realizar el andlisis (sea cual sea la técnica a utilizar), se
descongelan las muestras mediante su insercion en agua a 37°C durante 30 segundos y
posteriormente se dejan a temperatura ambiente hasta que estén licuadas. De inmediato, se
recoge la muestra con una pipeta y se diluye con un tampoén salino fosfato (PBS), que no
contenga ni Calcio ni Magnesio, en una proporcion 1:3. A continuacion, se centrifuga la
mezcla a 400g durante 4 minutos. Tras esta operacion, se decanta el sobrenadante y se
repite la operacién consecutivamente dos veces mas. Finalmente, se resuspende el boton
celular en PBS, ajustdndose la concentracion final de espermatozoides al valor deseado,
que suele estar comprendida para el estudio del ADN espermatico, entre 5 y 10 millones de

espermatozoides por cada mililitro.
3.4 Fragmentacion de ADN espermatico

3.4.1 Analisis de fragmentacion de ADN espermdtico: Ensayo Cometa

(COMET ASSAY)

El ensayo Cometa se basa en una descondensacién completa de la cromatina, acompafnada
de una electroforesis en condiciones alcalinas o neutras. Utilizando las condiciones
neutras, las colas de Cometa muestran los espermatozoides fragmentados con rotura de
doble cadena de ADN. En condiciones alcalinas, se evaltan las roturas de cadena simple

del ADN espermatico (Ver Figura 3.1).
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Figura 3.1: Criterios de clasificacion de los espermatozoides segun su fragmentacion
de ADN espermatico mediante Comet neutro y Comet alcalino

Comet Neutre

Comet Alcali

Fuente: CIMAB (Centre d’Infertilitat Masculina i Analisi de Barcelona), Ribas-Masnou y cols (283)

3.4.1.1 Soluciones necesarias

» Portaobjetos tratados con una capa de agarosa que tenga un bajo punto de fusion.
Se sumergen en una solucion de dicha agarosa al 1% con agua miliQ.

Posteriormente se dejan secar al aire ambiente encima de un papel de filtro.
» Solucion de agarosa de bajo punto de fusion al 1% en agua miliQ.

» Solucion de tampdn Tris-Borato-EDTA (TBE) 1x: Se realiza una diluciéon 1:10 en

agua miliQ de la soluciéon TBE 10x (Bio-rad®, Hércules, CA, USA).

» Solucion de tampén PBS 1x: Se realiza una dilucién 1:10 en agua miliQ de la
solucion PBS 10x. Dicha solucion de PBS 10x contiene 1,37M de NaCl, 27 mM de
KCl, 100mM de Na2HPO4-2H20, 20mM de KH2PO4 ajustada a pH 7,4.

» Solucion de Lisis 1: Se prepara una solucion en agua miliQ que contiene 0,4M de

Tris-HC1 0,8M de DTT y 1% de SDS ajustada a pH 7,5.

» Solucion de Lisis 2: Se prepara una solucion en agua miliQ que contiene 0,4M de

DTT, 2M de NaCl y 50mM de EDTA ajustada a pH 7.,5.
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»  Solucion de NaCl al 0,9%: Se prepara una solucion de NaCl al 0,9% en agua miliQ,
pesandose 4,5 gr de NaCl por cada 500 mL de agua.

» Solucion alcalina fria: Se prepara una solucién en agua miliQ conteniendo 30mM
de NaOH y 1M de NaCl. El pH de esta disolucién queda ajustado al mezclar dichas
cantidades con exactitud. Esta soluciéon se guarda a 4°C debido a que se tiene que

utilizar en frio.

» Solucion de neutralizacién: Se prepara una solucién en agua miliQ que contiene

0,4M de Tris-HCI ajustando el pH a 7,5.
»  Etanoles al 70%, 90% y 100%.

» Solucion de electroforesis alcalina: Se prepara una solucion 10x mediante una
disolucion de 300mM de NaOH en agua miliQ. Para obtener la solucién Ix se

diluye a proporcion 1:10 en agua miliQ.
3.4.1.2 Protocolo

En primer lugar, es importante comentar que todas las incubaciones y técnicas del ensayo

Cometa se realizan con el portaobjetos en posicion horizontal.

» Preparacion de la muestra v lisis de los espermatozoides:

Primeramente se ajusta la concentracion de espermatozoides de la muestra a alrededor de 2
millones por mL. Se realiza mediante una camara de Neubauer® o bien, observando unos

4 o 5 millones de espermatozoides por campo con un microscopio a 400 aumentos.

Ajustada esta concentracion, se licua la alicuota de 0,5mL de agarosa con un bajo punto de
fusion y se mezclan 25uL de la muestra y 50 uL de agarosa de bajo punto de fusion, que ha
sido temperada a 37°C. De inmediato, se colocan 10uL y 15uL de la mezcla sobre dos
portaobjetos tratados con agarosa de bajo punto de fusidon y se cubren con dos portaobjetos.

Uno de ellos sera destinado al analisis Cometa alcalino y el otro para el Cometa neutro.

Se deja gelificar la agarosa sobre una placa metalica a 4°C durante unos 5 minutos y

finalmente se retiran los portaobjetos que hacian de la parte superior. De manera inmediata,
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antes de que la agarosa pueda secarse, se sumergen los portaobjetos en las soluciones de
lisis 1 y lisis 2 durante 30 minutos en cada una. La solucion lisis 1 provoca una digestion
de la membrana plasmatica del espermatozoide mediante el gel SDS y una reduccién de los
puentes disulfuro que estan presentes en las protaminas que empaquetan el ADN. La
solucion de lisis 2, mediante en NaCl, neutraliza la union de las protaminas al ADN
espermatico, de manera que quedan las protaminas en solucién y el ADN desnudo,

formando un halo de dispersion alrededor del core o nucleo.

Tras la incubacion de las muestras en las dos soluciones de lisis, se realiza durante 10

minutos un lavado con la solucién de TBE.
» Electroforesis:

Esta etapa es diferente dependiendo de si se realiza un analisis de Cometa alcalino o de

Cometa neutro.

En el caso del Cometa Alcalino, previo a la electroforesis, se realiza una incubacion en la
solucion salina fria durante 2,5 minutos a 4°C para proceder a desnaturalizar en ADN.
Finalmente se realiza la electroforesis mediante un tampoén salino, la solucion de

electroforesis alcalina, a 1V/cm durante 4 minutos.

En el caso del Cometa Neutro, la electroforesis se realiza en un tampon salino de TBE a
1V/cm durante 12,5 minutos en una cubeta Horizon® (GE Healthcare; Uppsala, Sweden).

Posteriormente se sumerge el portaobjetos durante 2 minutos en NaCl al 0,9%.

» Fijacioén:

Para la fijacion, los portaobjetos tanto del Cometa alcalino como del neutro, reciben el

mismo tratamiento.

En primer lugar, se realiza una incubaciéon en la soluciéon de neutralizacion durante 5
minutos y, finalmente, se procede a una deshidratacion progresiva con etanoles crecientes a
70%, 90% y 100% durante 2 minutos en cada uno. Para finalizar, se dejan secar las

muestras horizontalmente a temperatura ambiente.
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3.4.1.3 Andlisis por microscopia de fluorescencia

La tincién de los portaobjetos se realiza mediante un agente intercalante de ADN. En este
caso concreto, se utiliza el agente DAPI SlowFade Gold Antifade® (Invitrogen; Eugene,
OR, USA), que contiene un agente que es protector de la fluorescencia. Una vez finalizada
la tincion, se analizan 400 espermatozoides en el microscopio de fluorescencia (Olympus
AX70®; Olympus Optical Co.; Hamburg, Germany). Al analizarlos, se clasificaran en
fragmentados o no fragmentados, siguiendo los criterios de Ribas-Masnou y cols (Ver

Figura 4.1).

De ese analisis, se extraera cudl es el porcentaje de espermatozoides con fragmentacion del

ADN.
3.5 Medida de la longitud telomérica
3.5.1 Descongelacion y lavado

El proceso de descongelacion y lavado de las muestras, es el mismo tanto si se realiza un
andlisis de la fragmentacion de ADN, como si se realiza una medida de la longitud
telomérica del ADN espermatico. En el apartado anterior de criopreservacion. En resumen:
Las muestras, una vez licuadas y descongeladas tras su insercion durante 30 segundos en
agua a 37°C, se lavan con el tampon PBS y se va diluyendo con agua miliQ hasta que su

concentracion es de 1 x 10¢ espermatozoides por cada mL.

3.5.2 Fijacion y extension celular

Posteriormente a la descongelacion y el lavado, se mezcla en proporcion 1:2 con agarosa al
1% de bajo grado de fusion (Sigma®; Aldrich, USA). Seguidamente, Spl. de la mezcla
final se afladen a un portaobjetos tratado con agarosa de bajo punto de fusion, y deja
gelificar sobre una placa metalica a 4°C. De manera inmediata, antes de que la agarosa
pueda secarse, se sumergen los portaobjetos de manera horizontal en un tampoén de lisis
(Halotech®, Espafia) durante 25 minutos y posteriormente se lava con una solucion neutra

(100mM Tris-HCI; pH 7,5) durante 5 minutos.
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Finalmente, los portaobjetos se deshidratan en series crecientes de etanol, al 70%, el 90% y
el 100% durante 2 minutos en cada uno y se dejan secar al aire ambiente sobre un papel

secante de manera horizontal.
3.5.3 Descompactacion de la cromatina espermadtica

La dispersion y descompactacion de la cromatina espermatica se ha realizado en
condiciones de pH neutro, siguiendo el protocolo descrito por Fernandez y cols en 2005

con algunas leves modificaciones (284).

Tras los pasos anteriores, en que se ha dejado al ADN espermdtico sin su proteccion
natural. Tras la dispersion del ADN, se produce la descompactacion de la cromatina
espermatica. Se realiza mediante la sumersion de los portaobjetos en un tampédn con 0,5M
de NaOH durante 4 minutos y posteriormente deshidratado con dosis crecientes de etanol
(al 70%, 90% y 100%) durante 2 minutos en cada uno y finalmente secado en horizontal a

temperatura ambiente.
3.5.4 PNA-gFISH

Entonces, se afiade al portaobjetos 1uL. de una sonda especifica denominada PNA-FICT
(CCCTAAA) (TelC-FITC, Panagene, Korea) y se mezcla con 83ul de tampoéon de
hibridacién, que contiene 10mM de Na;HPO4, 20mM de Tris HCl y 70% de Foramida
(amida derivada del acido formico) en un pH de 7,4, y la mezcla se calienta a 72°C durante
6 minutos. Seguidamente, 15uL de la sonda PNA-FICT se afiaden a cada portaobjeto y se
cubren con un cubreobjetos. La hibridacion de los componentes se deja actuar durante una
hora a temperatura ambiente, en condiciones de alta humedad y oscuridad. Los

portaobjetos se sumergen en 3 soluciones consecutivas de lavado a pH 7,2:
1. PBS +0,1% de polisorbato 20 (Tween20®) 2 minutos a temperatura ambiente.
2. PBS + 0,1% de polisorbato 20 (Tween20®) durante 20 minutos a 48°C.

3. 2xSSC + 0,1% de polisorbato 20 (Tween20®) durante 2 minutos a temperatura

ambiente.
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Finalmente, los portaobjetos se deshidratan en dosis crecientes de etanol (a 70%, 90% y

100%) y se dejan secar a temperatura ambiente en posicion horizontal.
3.5.5 Analisis de fluorescencia

La intensidad de fluorescencia para el calculo de la longitud telomérica se ha realizado
capturando la imagen de cada célula al tiempo de 1,8 segundos de exposicion usando el
microscopio de fluorescencia Eclipse® (E200, Nikon Inc., Japan) y se han analizado
utilizando el software TFL-Telo (British Columbia Cancer Center, Canada) para el

resultado de la longitud telomérica del ADN de cada célula analizada.

Para el control interno de la metodologia de la hibridacion, se ha realizado una muestra

paralela a cada anélisis proveniente de pacientes normozoospérmicos.

La relacion entre intensidad de fluorescencia y longitud telomérica se obtiene del andlisis
de las esferas resultantes del PNA-FITC. La relacion fue validada, para la estimacion
correcta de la longitud telomérica en kb, en 90 células a partir de las 1301 células de la
linea celular, y en 300 células espermaticas de los donantes de esperma

Nnormozoospérmicos.
3.6 Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados utilizando el software Statistics Package for the Social

Sciences, version 15 del software (SPSS; Chicago, IL, USA).

La significancia estadistica se establecio en un intervalo de confianza del 95% para todos

los analisis realizados.

Pacientes del grupo 1. relacionados con el objetivo 1 vy 2:

Determinar el efecto del varicocele sobre la longitud telomérica del ADN espermatico en

pacientes infértiles con varicocele clinico.

Determinar el efecto de la microcirugia del varicocele sobre la fragmentacion y longitud

telomérica del ADN espermadtico en pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable.
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» Las variables de distribucién normal fueron estudiadas utilizando el test Shapiro-

Wilks.

» Para las variables que no seguian una distribucion normal, se han utilizado tests no

paramétricos.

» Para la comparacion de los valores pre y post microvaricocelectomia, se utilizé el

test de Wilcoxon para muestras pareadas.

» Las comparaciones entre diferentes grupos clinicos se realizaron mediante el test U

de Mann-Whitney.
» Las correlaciones bivariadas se estudiaron mediante el test de Spearman.

Pacientes del grupo 3. relacionados con el objetivo 3:

Determinar el efecto del tratamiento antioxidante oral sobre la fragmentacion de ADN
espermatico y valores del seminograma convencional en pacientes infértiles con varicocele

subclinico o no palpable.

» Las variables de distribuciéon normal fueron estudiadas utilizando el test Shapiro-

Wilks.

» Para las variables que no seguian una distribucién normal, se han utilizado tests no

paramétricos.

» Para la comparacion de los valores antes y después del tratamiento antioxidante, se

utilizoé el test de Wilcoxon para muestras pareadas.
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4. Resultados

4.1 Resultados del primer grupo
4.1.1 Correspondientes a los objetivos 1 y 2

» Efecto varicocele sobre la longitud telomérica y efecto de la microcirugia del
varicocele sobre la longitud telomérica y fragmentacion de ADN espermdtico en

pacientes infértiles con varicocele clinico.

Medicion de la longitud telomérica en donantes fértiles y pacientes con varicocele:

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar los pacientes

infértiles con varicocele clinico respecto a los donantes fértiles (Ver Tabla 4.1).

Tabla 4.1: Comparacion de la LT entre pacientes infértiles con varicocele clinico y
donantes de esperma fértiles

Longitud Telomérica Rango p valor
Donantes fértiles 21,28 Kb 7,27
0,826
Varicocele clinico 20,10 Kb 11,41

Medicion de la longitud telomérica pre y post MV:

El anélisis estadistico no mostrd diferencias estadisticamente significativas en LT antes
(20,10 Kb (11,41)) y después de la MV (20,56 Kb (9,31)) (p=0,533). En la comparacion de
los pacientes post MV respecto a los donantes fértiles, tampoco se objetivaron diferencias

(p=0,484) (Ver Tabla 4.2).

Tabla 4.2: Comparacion de la LT entre pacientes infértiles con varicocele pre y post
tratamiento con microvaricocelectomia

Longitud Telomérica Rango p valor
Varicocele pre-MV 20,10 Kb 11,41
0,533
Varicocele post-MV 20,56 Kb 9,31

La longitud telomérica absoluta se extrapolé de semen de donantes y de pacientes con

varicocele clinico asociado a infertilidad, antes y después del tratamiento con MV. Los
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valores tanto de donantes fértiles como del grupo de pacientes, tanto pre como post MV, se

exponen en la figura 33 (Ver Figura 4.1).

Figura 4.1: Estimacion de la LT absoluta (en Kb) para donantes fértiles y para
pacientes con varicocele pre y post MV
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Fragmentacion de ADN espermatico:

Los resultados de la comparacion de las muestras de pacientes con varicocele pre y post
MYV mostraron un descenso en las cifras de fragmentacion de ADN espermatico, tanto de

cadena simple como de cadena doble (Ver Figura 4.2).

» FADN de cadena simple: (pre y post MV): 68,5% (51,0) y 56,5% (44,0)

respectivamente, p=0,010.

» FADN de cadena doble: (pre y post MV): 53,0% (45,0) y 47,0% (40,0)

respectivamente, p=0,007.

Sin embargo, aunque los valores de FADN de cadena simple y doble fueron
significativamente mejores post MV, los valores siguieron siendo significativamente

mayores a los del grupo control de donantes fértiles.
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» FADN de cadena simple: 28% (25), p<0,001.

» FADN de cadena doble: 45% (56), p=0,039.

Figura 4.2: FADN de cadena simple y doble (ssSDF y dsSDF, respectivamente) para
pacientes con varicocele pre y post MV, y para donantes fértiles
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Analisis de parametros del seminograma:

Los pacientes con varicocele clinico presentaron una mejoria estadisticamente significativa
en cuanto a los parametros seminales tras la Microvaricocelectomia (MV). Los valores en

esperma mejoraron en los siguientes porcentajes (Ver Tabla 4.3):
» Concentracion espermatica: aumento del 31,6%.

» Movilidad progresiva: aumento del 56,3%.
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» Vitalidad: aumento del 27,9%.

Tabla 4.3: Parametros del seminograma en pacientes con varicocele clinico una
semana antes y nueve meses después de MV (n=20). Valores representados en
mediana (rango)

Parametro Antes MV Después MV
Concentracion (106/mL) 57.0 (154.0) 75.0 (253.0)*
Mobilidad A+B (%) 24.0 (64.0) 37.5 (81.0)*
Vitalidad (%) 59.0 (64.0) 75.5 (58.0)*

* Prueba de Wilcoxon con p<.05 en todas las evaluaciones

Nueva aproximacion a la medicion de la longitud telomérica a través de intensidad de

fluorescencia:

Los valores de la intensidad de fluorescencia (IF) de 100 esferas, junto con un conocido
nimero de moléculas de Iso-Tio Cianato de Fluoresceina (FITC) adjuntas nos permite

definir una ecuacion lineal (12=1) (Ver Tabla 4.4).

Tabla 4.4: Nimero de fluorocromos FITC adjuntos y medida de la IF de 3 grupos de

esferas fluorescentes

Grupo de esferas ~ Numero de fluorocromos FITC  Intensidad de Fluorescencia (IF)

1 806 5.980
2 2159 28.441
3 5640 84.729

Conociendo que una molécula de FITC se adjunta a 18 pares de bases de prueba,

convirtiendo dicha ecuacidn con el objetivo de estimar la longitud telomérica (LT) absoluta

en Kilobases (Kb): LT (Kb) = 1,11 IF + 7,68 (Ver Figura 4.3).
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Figura 4.3: Relacion entre IF y TL (Kb) (linea negra), obtenida a partir del analisis de
esferas FITC (puntos verdes) (r=1,00)
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*Esta relacion fue validada estimando la LT (Kb) de 90 muestras de células de 1301 lineas celulares (puntos
morados) y 300 células espermaticas de 10 donantes normozoospérmicos (puntos naranjas)

4.2 Resultados del segundo grupo
4.2.1 Correspondientes al objetivo 3

» Efecto del tratamiento antioxidante oral sobre la fragmentacion de ADN
espermatico y parametros del seminograma convencional en pacientes infértiles con

varicocele subclinico.
Analisis de la integridad del ADN espermatico:

La fragmentacion del ADN espermatico (FADN) mostré una reduccion estadisticamente
significativa del 6,73% (p=0,02) tras el tratamiento antioxidante oral. Este dato representa

una reduccion del 22,1% de la FADN en relacion al estado inicial de la muestra. El analisis
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de los pacientes con un nivel mas elevado de FADN se redujo tras en tratamiento en un
4,25% (p=0,07), lo que representa una reduccion del 31,3% respecto al estado inicial de la

muestra de DADN (Ver Tabla 4.5).

La imagen tipica de dispersion de la cromatina espermatica (SCD) se muestra de manera

esquematica y mediante dicha técnica (Ver Figura 4.4).

Figura 4.4: Diferentes tipos de dafio del ADN espermatico mediante el test de
dispersion de la cromatina (SCD)

Era Y 2 * " ..

(B -~

. .‘ E - » ~
. -
» -: ¥ S g

- g . » .
b ’ I . " . " . . i -
.'- .. Ld ‘ . » ~. - = . - -
(b) (c) (d)

~ =
N\ | ) ' ' | ¢~
=% ) K T |
N\ B i s = Al
/ % N
o & \
Non-fragmented DNA Fragmented DNA Highly degraded DNA

a) Imagen del semen de una muestra de paciente con varicocele grado |
b) Esperma con un gran halo de cromatina dispersada, indicativo de ADN intacto

c¢) Cuando el ADN espermatico presenta fragmentacion, algunas cadenas no permanecen adheridas a la célula y
apareceran como difusas, lo que se refleja con el test SCD como un halo de ADN atado remanente

d) Esperma con un “core’aberrante y la ausencia de halo refleja la masiva depreccion de ADN, tipico del ADN
altamente degradado
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Analisis de parametros del seminograma convencional:

Los parametros del seminograma convencional pre y post tratamiento con antioxidantes
orales mostrd una mejoria estadisticamente significativa en el recuento de espermatozoides

del 63% (p=0,04). Sin embargo, el resto de pardmetros no se vieron alterados (Ver Tabla

4.5).

Tabla 4.5: Resumen de los principales valores del seminograma clasico en pacientes
con varicocele grado I antes y después del tratamiento antioxidante oral

) 3 meses después del
Antes del tratamiento P

tratamiento p valor
Media + DE; rango Media + DE; rango
30.38 +13.32 23.65+7.5
FADN (% 0.02*
(%) (14.5-42.9) (14.5-38.5)
13.55 £6.21 93+£2.78
DADN (% 0.07
(%) (7.5-27.5) (5.5-13)
71.14 +51.2 109.65 £ 108.77
L-! 21
mL-! de esperma (12-160) (22-346) 0
Numero total de 183.64 = 153.54 299.85 £ 275.45 0.04*
espermatozoides (28-480) (90-750) '
Movilidad progresiva (%) 39?8;5)3 37 43('11; ;_éz')sg 0.55
o 53+21.13 48.19 £ 13.01
Vitalidad (% 0.48
italidad (%) (23-90) (40-78)
Morfologia normal (%) 2'6( Oi_ 2501 3'(3::1 ’3)2 0.10

p<.05, estadisticamente significativos
DE: Desviacion estandar

Tasas de embarazo:

De las 20 parejas infértiles, 2 de ellas consiguieron un embarazo espontaneo al finalizar el

tratamiento.
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El trabajo de investigacion desarrollado ha generado dos publicaciones, las cuales se

numeran a continuacion y se adjuntan en el apartado de Anexos:

Articulo 1
Correspondiente a los objetivos 1y 2.

Titulo: Microsurgical varicocelectomy effect on sperm telomere length, DNA

fragmentation and seminal parameters.

Autores: Gual-Frau, Josep; Lara-Cerrillo, Sandra; Benet, Jordi; Abad, Carlos; Prats, Juan;

Amengual, Maria José; Ribas-Maynou, Jordi; Garcia-Peiro, Agustin.
Publicacion: En revision.

(Ver Anexo 1)

Articulo 2

Correspondiente al objetivo 3.

Titulo: Oral antioxidant treatment partly improves integrity of human sperm DNA in

infertile grade I varicocele patients

Autores: Josep Gual-Frau, Carlos Abad, Maria Jos¢ Amengual, Naim Hannaoui, Miguel
A. Checa, Jordi Ribas-Maynou, Iris Lozano, Alexandros Nikolau, Jordi Benet, Agustin

Garcia-Peiro, Juan Prats.
Publicaciéon: Hum Fertil (Camb).2015 Sep;18(3):225-9.
doi: 10.3109/14647273.2015.1050462. Epub 2015 Jun 19.

(Ver Anexo II)
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5. Discusion

5.1 Discusion
5.1.1 Discusion respecto al objetivo 1

“Determinar el efecto del varicocele sobre la longitud telomérica del ADN espermatico en

pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable”.

El aumento de estrés oxidativo se ha relacionado directamente con un acortamiento de los
telomeros (285). Como se ha comentado, el varicocele produce un aumento del estrés
oxidativo, siendo éste una de las causas principales de fragmentacion de ADN espermatico,
esencialmente a través de modificaciones en la guanina, base nitrogenada mas frecuente en
la formacion de los telémeros (175). Ante este hecho, nos planteamos que si el estrés
oxidativo da lugar a alteraciones en la guanina, también podria dar lugar a alteraciones en

la longitud telomérica en forma de acortamientos valorables, en pacientes con varicocele.

Los datos de los resultados recogidos en nuestra serie, no mostraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la longitud telomérica (LT) en una comparacion
entre donantes fértiles de semen y pacientes infértiles con varicocele clinico: longitud
telomérica media de 20,10Kb en varicocele contra 21,28Kb en donantes fértiles, p valor de

0,826 (Ver Tabla 4.1).

Unicamente se han publicado dos estudios que relacionan el varicocele con la longitud
telomérica. Hasta la actualidad, son los unicos trabajos revisados que estudian dicha
relacion y ambos presentan series limitadas de pacientes. Mientras en el estudio de Santana
y cols (286), en consonancia con nuestros resultados, no se encontraron diferencias
significativas en longitud telomérica entre varicocele y controles fértiles, en una muestra
de 20 pacientes, de los cuales, solo en 13 de ellos se pudo analizar la longitud telomérica;
en el estudio de Tahamtan y cols (287) si se encontraron diferencias significativas,
relacionandose el varicocele con un acortamiento telomérico de ADN, en una poblacion de
18 pacientes, aunque estos resultados estan basados segun comenta el autor en poblaciones

con diferencias significativas en cuanto a edad de los grupos estudiados.

La divergencia encontrada en estos trabajos en pacientes infértiles con varicocele y

donantes fértiles puede ser debida a multiples factores: Tamafio muestral, edad de los
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grupos, técnicas de analisis, etc. Sin embargo, hay dos hechos que pueden jugar un papel
en el mantenimiento de la longitud telomérica: En primer lugar, la presencia de la
telomerasa durante la espermatogénesis, aunque su actividad se va viendo reducida a
medida que progresa la meiosis (180); en segundo lugar, que algunas alteraciones presentes
en los pacientes con varicocele, como son el estrés oxidativo, la hipertermia escrotal y la
inflamacion, han mostrado desencadenar la activacion de la telomerasa, como un
mecanismo natural de respuesta al dafio del ADN (288). Estos hechos, nos plantean que la
falta de reduccion de la longitud telomérica espermatica puede estar asociada a una
respuesta al dafio del ADN esperméatico mediada por la telomerasa, la cual podria proteger
a la parte final del cromosoma de células germinales de su degradacion. Esta hipotesis,
deberia ser validada en futuros estudios, analizando la longitud telomérica y la actividad de
la telomerasa en diferentes puntos de la espermatogénesis en pacientes infértiles con

varicocele.

Consideramos que los resultados de nuestro trabajo, asi como los resultados de los dos
unicos estudios publicados anteriormente comentados, deberan ser reforzados con
estudios con muestras mas amplias y homogéneas, evitando la posibilidad de sesgos,

sobre todo en edad de los pacientes.
5.1.2 Discusion respecto al objetivo 2

“Determinar el efecto de la microcirugia del varicocele sobre la fragmentacion y la
longitud telomérica del ADN espermatico en pacientes infértiles con varicocele clinico o

palpable”.

En los resultados de nuestra serie no se han objetivado cambios en la longitud
telomérica pre y post tratamiento con microvaricocelectomia (MV) en pacientes con
varicocele clinico: LT antes (20,10 Kb (11,41)) y después de la MV (20,56 Kb (9,31))
(»=0,533) (Ver Tabla 4.2).

Sin embargo, si que se han objetivado diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion antes-después del tratamiento mediante microvaricocelectomia en cuanto a

los parametros del seminograma convencional: concentracion espermadtica: aumento del
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31,6%. movilidad progresiva: aumento del 56,3% y vitalidad: aumento del 27,9%, p<0,05
(Ver Tabla 4.3), asi como en la fragmentacion tanto de simple como de doble cadena del
ADN espermatico: FADN de cadena simple: (pre y post MV): 68,5% (51,0) y 56,5% (44,0)
respectivamente, p=0,010. FADN de cadena doble: (pre y post MV): 53,0% (45,0) y 47,0%
(40,0) respectivamente, p=0,007 (Ver Figura 4.2).

En la literatura revisada no se han encontrado estudios publicados que informen del

efecto del tratamiento quirargico del varicocele respecto a la longitud telomérica.

Como se ha comentado previamente, el efecto quirirgico puede provocar una respuesta
inflamatoria con activacion de la telomerasa. Esta seria una linea interesante de

investigacion.

La fragmentacion de ADN espermatico, se analizd0 mediante el ensayo Cometa,
actualmente es la unica técnica que permite distinguir entre fragmentacién de cadena

simple y de cadena doble.

Los resultados obtenidos mediante los analisis Cometa Alcalino, mostraron una
reduccion significativa de la fragmentacion de ADN espermatico de cadena simple tras
la microvaricocelectomia, esto coincide con estudios previos, donde la reduccion de la

fragmentacion de ADN espermatico fue estudiada utilizando diferentes técnicas de

medida: TUNEL, SCSA o SCD (289, 290, 291).

Por otro lado, los resultados obtenidos con el Cometa Neutro mostraron que la
microvaricocelectomia (MV) se relaciond con una reduccion significativa de la
fragmentacion de ADN espermatico de doble cadena, siendo el primer estudio que
revela este tipo de alteracion (Ver Figura 4.2). Esto iria en consonancia con anteriores
publicaciones (289), en las cuales, en las parejas con abortos de repeticion, los hombres
presentaban valores aumentados de fragmentacion de doble cadena en comparaciéon a
donantes fértiles, por tanto, si en pacientes con varicocele la MV reduce los niveles de
fragmentacion de doble cadena, cabria esperar una reduccion de la tasa de abortos

espontaneos. No podemos aportar datos de los resultados reproductivos al no disponer
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de seguimiento de estas parejas. Posteriores estudios serian necesarios para confirmar

estas sospechas clinicas.

Se observa una mejoria significativa en los parametros del seminograma convencional
en los pacientes intervenidos, principalmente en concentracion espermatica, movilidad
progresiva y vitalidad, con un aumento del 31,6%, 56,3% y 27,9%, respectivamente (Ver
Figura 4.3). Estos resultados refuerzan la idea de que la MV es la técnica quirurgica
para el tratamiento del varicocele clinico con mejores resultados, como ya ha

demostrado el metaanalisis de Cayan y cols (90).

5.1.3 Discusion respecto al objetivo 3

Determinar el efecto del tratamiento antioxidante oral sobre la fragmentacion de ADN
espermdtico y valores del seminograma convencional en pacientes infértiles con

varicocele subclinico o no palpable.

En los pacientes con infertilidad asociada a varicocele subclinico, dadas las
recomendaciones de las principales sociedades cientificas de Urologia, no se indica el
tratamiento quirdrgico, puesto que empeora los parametros seminales y aumenta la
fragmentacion de ADN espermatico (125), sin existir indicaciones terapéuticas

consensuadas.

Una revision de 20 estudios clinicos sobre el uso de antioxidantes, mostréo que 19 de
esos estudios reportaron una reduccion del estrés oxidativo (292). Existen en la
literatura revisada varios complejos multivitaminicos que realizan combinaciones de
antioxidantes y generan una mejoria en la calidad seminal, como se ha comentado en el

apartado de antioxidantes de la introduccion.

En nuestro estudio, el complejo multivitaminico utilizado estaba formado por: 1500 mg
L-Carnitina, 60 mg vitamina C, 20 mg coenzima Q10, 10 mg vitamina E, 200 pg
vitamina B9, 1 pg vitamina B12, 10 mg zinc, 50 pg selenio, es un compuesto
comercializado con el nombre de Androferti® (Q Pharma laboratorios, Alicante,
Spain), puesto que este complejo multivitaminico ha demostrado en varios estudios una

mejoria en la mayoria de pardmetros seminales. (289, 290, 291, 120, 116), sin embargo,
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estos estudios se basan en pacientes con alteraciones seminales principalmente de causa

idiopatica, no especificamente por varicocele.

Los resultados presentados muestran diferencias estadisticamente significativas a favor
del tratamiento con antioxidantes orales para la mejora de la integridad del ADN
espermatico, a través de una disminucion en la fragmentacion y de una mejoria en la
concentracion espermatica en el seminograma convencional: mejoria estadisticamente

significativa en el recuento de espermatozoides del 63% (p=0,04) (Ver Tabla 4.5).

En la literatura revisada al inicio de este trabajo, no encontramos estudios publicados
sobre el uso de antioxidantes orales y su efecto en pacientes infértiles con varicocele

subclinico.

Los resultados de nuestro trabajo han confirmado tanto una mejoria en la fragmentacion
de ADN espermatico como en la concentracion espermatica del seminograma,
corroborando el efecto beneficioso de su administracion en pacientes infértiles con
varicocele subclinico. Este hecho puede ser de gran ayuda a la hora de plantear un
tratamiento integral de la infertilidad masculina que pueda ofrecer una opcién
terapéutica ante estos casos, obteniendo una mejoria de la fragmentacion de ADN
espermatico Y abriendo una puerta al estudio de los efectos del tratamiento antioxidante
respecto a la consecucion de embarazos espontaneos o a la mejoria en los resultados de

las técnicas de Fecundacion In Vitro (FIV).

En la ltima revision de la Cochrane Library de 2019 sobre el uso de antioxidantes en
infertilidad se analizan, en un extenso metaanalisis, los efectos del tratamiento
antioxidante sobre la fertilidad (293). En dicha revision se analizaron 61 estudios
iniciales incluyéndose 6.264 pacientes infértiles, con subfertilidad de factor masculino,
como parte de una pareja que habia sido remitida a un consultorio de fertilidad y que
podria 0 no estar sometida a técnicas de reproduccion asistida (TRA). De dichos
pacientes, se incluyeron 3.803 en los grupos de intervencion (tratamiento antioxidante)

y 2.461 varones en los grupos control. El rango de edad fue de 18 a 65 afios.
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De los 61 estudios inciales, 44 se incluyeron finalmente en el metaandlisis y solamente

12 de ellos informaban acerca de las tasas de embarazo o nacimientos.

Los resultados de dicha revisién van en consonancia con los resultados de nuestro estudio,
en cuanto a mejoras: de valores de fragmentacion del ADN espermatico, la concentracion
espermatica en el seminograma convencional, como en el porcentaje de embarazos
espontaneos, dato que en nuestra serie, aun siendo una serie corta de pacientes, es del 10%
(de las 20 parejas infértiles, 2 de ellas consiguieron un embarazo espontaneo al finalizar el

tratamiento) y en la revision de la Cochrane Library esté entre el 12% y el 26%.

Respecto a la degradacion de alta intensidad del ADN espermatico (DADN), no se
encontraron diferencias que lograran la significancia (p=0,07) (Ver Tabla 4.5), sin
embargo, en este caso concreto, consideramos que, posiblemente una muestra de

pacientes mas amplia nos hubiera llevado a resultados mas significativos.

En este estudio se ha demostrado que el tratamiento antioxidante oral aumenta la
integridad del ADN espermatico en pacientes infértiles con varicocele grado 1. El
proximo paso posiblemente sea investigar los beneficios potenciales que el tratamiento
antioxidante tiene en la calidad del ADN espermatico, identificando si tiene efecto sobre
la DADN vy, posiblemente llegando a mejorar los éxitos tanto a nivel de embarazo

espontaneo, como por técnicas de reproduccion asistida.
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5.2 Limitaciones del estudio

Las limitaciones que se presentan en este trabajo, posiblemente se puedan aplicar a la

mayoria de estudios de parejas infértiles:

» Dificultad para disponer de un grupo control, ya que el retraso que supondria en el
deseo genésico, complica la realizacién de estudios en el que exista un grupo

control al que no se aplique el tratamiento.
» Numero limitado de pacientes en nuestra serie.

» No disponemos de seguimientos a largo plazo para comprobar los resultados

reproductivos de las parejas infértiles que formaron parte del estudio.
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5.3 Lineas de investigacion futuras

A raiz de los resultados de nuestro trabajo, consideramos que se pueden plantear varias

lineas de investigacion que podrian ser interesantes en el futuro:

A nivel de la longitud telomérica en varicocele clinico o palpable:

» La falta de reduccion de la longitud telomérica espermatica puede estar asociada
a una respuesta al dafo del ADN esperméatico mediada por la telomerasa, la cual
podria proteger a la parte final del cromosoma de células germinales de su
degradacion. Se precisarian estudios que analizaran la longitud telomérica y la
actividad de la telomerasa en diferentes puntos de la espermatogénesis en

pacientes infértiles con varicocele.

» Plantear estudios sobre la relacion entre varicocele y longitud telomérica, con
muestras mas amplias y homogéneas, evitando la posibilidad de sesgos, sobre

todo en la edad de los pacientes.

A nivel del efecto de la microvaricocelectomia sobre la longitud telomérica:

» La activacion de la telomerasa en procesos inflamatorios se podria producir por
una respuesta inflamatoria al efecto del tratamiento quirurgico. El analisis del
efecto de la telomerasa pre y post cirugia podria ser una linea interesante de

investigacion.

A nivel del efecto de la MV sobre la fragmentacion de ADN espermatico:

» La MV ha demostrado una reducciéon de la FADN de doble cadena. Esta
reduccién podria relacionarse con una mejoria en los resultados reproductivos de
las parejas, hecho que habria que investigar con posteriores estudios que
incluyeran un seguimiento de las parejas tras la MV y averiguar los beneficios

reproductivos del tratamiento.
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5. Discusion

A nivel del tratamiento antioxidante oral:

» La confirmacion del efecto beneficioso del tratamiento antioxidante oral sobre la
fragmentacion de ADN espermadtico y la concentracion espermatica, plantea la
opcidn de incluir dicho tratamiento en el caso de varicocele subclinico asociado
a infertilidad. La mejora en los resultados reproductivos deberia ser confirmada

con estudios de muestras mas amplias y con seguimientos mas prolongados.

» Respecto a la degradacion de alta intensidad del ADN espermatico, en nuestro
trabajo no se encontraron diferencias significativas secundarias al tratamiento
antioxidante (P=0,07), sin embargo, en este caso concreto, consideramos que,
posiblemente una muestra de pacientes mas amplia nos hubiera llevado a

resultados mas significativos.
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6. Conclusiones

6.1 Conclusiones

I.

El analisis de la longitud telomérica en una serie de pacientes con varicocele clinico
o palpable asociado a infertilidad, no ha mostrado diferencias en comparacion a un

grupo control de donantes fértiles.

La comparacion de la longitud telomérica pre y post tratamiento con
microvaricocelectomia no ha mostrado diferencias significativas en nuestra serie de
pacientes infértiles con varicocele clinico o palpable. Después del tratamiento
quirargico con microvaricocelectomia, los pacientes con varicocele clinico
asociado a infertilidad presentan mejorias en los niveles de fragmentacion de ADN

espermatico, tanto de cadena simple como de cadena doble.

El tratamiento antioxidante oral mejora los niveles de fragmentacion de ADN
espermatico y el recuento de espermatozoides en el seminograma convencional en

pacientes infértiles con varicocele subclinico o no palpable.
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Abstract

Varicocele is one of the main causes of male infertility and microsurgical varicocelectomy
(MV) seems to be the best procedure for its repair and to reduce testicular oxidative stress
(ROS). As ROS causes guanine modifications, we postulated that DNA damage could be
more intense in telomeres due to their G-rich nature. We studied the effect of MV on sperm
telomere length (TL), single- and double-strand DNA fragmentation (ssSDF and dsSDF)
and seminal parameters. Sperm telomeres from 12 fertile donors and 20 varicocele patients
before and after MV were labelled using FITC-PNA gFISH after DNA dispersion. A new
method to obtain absolute TL from relative fluorescence intensity was developed using
FITC-fluorescent spheres. ssSDF and dsSDF were analysed using the alkaline and neutral
Comet assays, respectively. The results showed that varicocele and MV had no effect on
TL. Seminal parameters, ssSDF and dsSDF of varicocele patients were altered. Although
these parameters improved after MV, values did not reach fertile donors results. A good
estimation of absolute TL was developed based on FITC-fluorescent spheres. The results
showed that TL may not be affected during varicocele, nor after surgery. However, MV is
able to partially reduce altered seminal parameters, ssSDF and dsSDF values in varicocele

patients.

Keywords

Varicocele, microsurgical varicocelectomy, sperm telomeres, sperm DNA fragmentation
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Introduction

Infertility affects 15% of couples of reproductive age, with an equivalent incidence in men
and women (Jungwirth et al., 2012). Varicocele is the main alteration of male fertility,
affecting 15% of the general population, and is observed in 35% of primary and 81% of
secondary infertility cases (Alsaikhan, Alrabeeah, Delouya, & Zini, 2016; Chiba,
Ramasamy, Lamb, & Lipshultz, 2016; C. Cho, Esteves, & Agarwal, 2016; Jungwirth et al.,
2012). Varicocele consists of the abnormal dilatation of the pampiniform venous plexus of
the spermatic cords, which have been shown to increase their diameter from 0.5—Imm to
2mm using scrotal ultrasonography (Agarwal et al, 2016; Chiba et al, 2016).
Inflammation occurs when the spermatic cord valves do not allow a correct blood flow
(Alsaikhan et al., 2016; Cho et al., 2016), which has been shown to lead to scrotal
hyperthermia, oxidative stress, hormonal disturbances, testicular hypoxia and toxic renal
metabolite flow-back (Agarwal et al., 2016). These conditions are known to have a
detrimental effect on testes histology, seminal parameters and sperm DNA fragmentation
(SDF) (Altintas et al., 2016; Cho et al., 2016; Smith et al., 2006), which could ultimately
lead to impaired fertility (Alsaikhan et al., 2016; Cho & Seo, 2014). Surgical repair of
varicocele, or varicocelectomy, is known to improve seminal parameters and SDF (Abdel-
Meguid, Al-Sayyad, Tayib, & Farsi, 2011; Agarwal et al., 2007), and some studies have
found an increase in reproductive chances (Kohn, Kohn, & Pastuszak, 2017; Pathak,
Chandrashekar, Hakky, & Pastuszak, 2016). However, its effects on pregnancy rates are
under discussion and still not proven, according to the Cochrane Collaborative 2012
(Kroese, De Lange, Collins, Evers, & Marjoribanks, 2012) and other recent studies

(Marmar, 2016; Tiseo, Esteves, & Cocuzza, 2016). Among other techniques, such as
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laparoscopic or retroperitoneal, microsurgical varicocelectomy (MV) is considered the best

procedure for varicocele repair, as it allows the preservation of healthy vascular structures.

Telomeres are specialized nucleoproteins located at the ends of eukaryotic chromosomes,
which consist of a variable number of G-rich tandem repeats (5’-TTAGGG-3’ in
vertebrates). The main function of telomeres is to protect chromosome ends, preventing
them from being recognized as double-strand breaks by the DNA repair machinery. It is
commonly accepted that TL in somatic human cells is 5—15kb (Blasco, 2005; Samassekou,
Gadji, Drouin, & Yan, 2010) and 10-20kb in human sperm cells (Thilagavathi, Venkatesh,
& Dada, 2012). Nevertheless, telomere shortening occurs naturally and leads to 50-200bp
telomere loss during each round of DNA replication (Thilagavathi et al., 2012).
Additionally, exonuclease activity and ROS produced during cell metabolism may also
lead to telomere shortening (Kalmbach et al., 2013). Studies in mice showed that the
progressive telomere shortening in Terc-knockout animals results in sterility and
chromosomal alterations in offspring, which has been related to an increase in apoptosis,
meiotic arrest and segregation errors during gametogenesis (de la Roche, 2008; Kalmbach
et al.,, 2013). Further studies with human samples also showed that chromosomal
abnormalities increase when telomeres are short (Ozturk, 2015), leading to apoptosis in
male germ cells and meiotic arrest in female germ cells (Thilagavathi et al., 2012). In
embryos, impaired TL may also lead to a higher risk of miscarriage, since it causes an
abnormal development of the embryo, cytoplasmic fragmentation and apoptosis
(Kalmbach et al., 2013; Ozturk, 2015; Thilagavathi et al., 2012). However, the effect of
varicocele and MV on sperm TL is not clear. Only one recent study using RT-PCR has

found differences in sperm TL between patients with varicocele and fertile men (Tahamtan
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et al., 2019), while another study of the same year did not find a significant difference

(Santana et al., 2019).

The present study aims to elucidate the effect of varicocele and MV on TL, SDF
(differentiating between ssSDF and dsSDF) and seminal parameters. We also compared
patient results to fertile donor values in order to determine the possible effect of varicocele

and MV on male fertility.

Materials and methods

Samples

The study included sperm samples from 12 fertile donors from a semen bank as a control
group which were cryopreserved in Test Yolk buffer. These men (age range: 25-36) did not
present varicocele or other infertility impairments and had normal seminal parameters.
Also, 20 patients (age range: 17-44) were recruited at Parc Tauli Hospital (Sabadell, Spain)
when they presented clinical unilateral or bilateral grade II or higher varicocele detected by
ultrasonography with a venous dilatation greater than 3mm and presence of blood flow
reflux, had a diagnosis of infertility and were candidates for MV surgery. Exclusion criteria
included evidence of urogenital infections, recurrent varicocele, absence of varicocele after
physical examination and ultrasound or to be regular consumers of alcohol, drugs and
tobacco. Both groups of samples were obtained by masturbation after three days of sexual
abstinence. Patients samples were assessed for seminal parameters (concentration, motility
and vitality) (WHO, 2010) and were cryopreserved using Test Yolk buffer until the TL and
SDF analysis. The Corporacié Sanitaria Parc Tauli ethics committee approved the study

(Ref.: 2014676) and an informed consent was obtained from all participants.
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Sperm chromatin dispersion and qFISH-PNA for telomere length analysis

Sperm chromatin was dispersed in neutral pH conditions following the protocol described
by Fernandez et al., 2005, with slight modifications. Samples were washed in PBS, diluted
to a concentration of 1x106 sperm/mL and mixed 1:2 with low-melting-point agarose 1%
(Sigma Aldrich; USA). Then, S5uL were added onto a slide, covered with a coverslip and
jellified at 4°C. Slides were immersed in a lysis buffer (Halotech; Spain) for 25 minutes
and washed in neutralization solution (100mM Tris-HCI; pH 7.5) for five minutes. Finally,
samples were dehydrated in ethanol series (70%, 90% and 100%) for two minutes each and

horizontally dried.

After DNA dispersion, samples were treated with 0.5M NaOH for four minutes,
dehydrated and dried. Then, 1uL of probe (PNA-FICT (CCCTAA)s, TelC-FITC, Panagene;
Korea) was mixed with 83uL of hybridization buffer (10mM Na;HPOs4, 10mM NacCl,
20mM Tris-HCI and 70% Formamide; pH 7.4) and heated at 72°C for six minutes. Next,
15uL of the probe mix were added to each sample and covered with a coverslip.
Hybridization was performed for one hour at room temperature in high humidity and dark
conditions. Slides were immersed in three washing solutions at pH 7.2: i) PBS+0.1%
Tween20 for two minutes at room temperature; ii) PBS+0.1% Tween20 for 20 minutes at
48°C; and 1i1) 2xSSC+0.1% Tween20 for two minutes at room temperature. Finally,

samples were dehydrated and dried.

Fluorescence intensity was studied by capturing an image of each cell at 1.8 seconds of
exposure using a fluorescence microscope (Eclipse E200, Nikon Inc.; Japan) and analysed

using the TFL-Telo software (British Columbia Cancer Centre; Canada).
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Absolute telomere length estimation approach

The following method was developed to obtain a relation between fluorescence intensity

and number of fluorochrome molecules in order to extrapolate results to absolute TL.

Fluorescence analysis of a mix of spheres with different numbers of FITC fluorochromes
attached (Sphero Calibration Particles Rainbow - RCPs; 8 peaks, 3.0-3.4pum, Spherotech;
IL, USA) was performed using the same image-capturing conditions as qFISH-PNA. From
the eight spheres groups of the kit, three were in the same fluorescence intensity range as
sperm telomeres. These values were used to obtain a linear equation relating arbitrary
units of fluorescence intensity to the number of FITC-fluorochromes attached to the
spheres described on the data-sheet. Knowing that PNA probes for telomere labelling are
18bp long and attached to just one FITC molecule, the former equation was converted to
relate fluorescence intensity and absolute TL. This equation was validated using the 1301
cell-line, derived from a human T-cell leukemia (telomeres ~70 kb) (Wang et al., 2013)
(Sigma-Aldrich; USA) and sperm cells from 10 normozoospermic semen donors samples

(telomeres 10-20kb) (Thilagavathi et al., 2012).

Alkaline and neutral Comet assays for ssSDF and dsSDF determination

The alkaline and neutral Comet assays were performed simultaneously on two different
slides to assess ssSDF and dsSDF, respectively (Ribas-Maynou, Garcia-Peir6, Abad, et al.,
2012). Briefly, sperm samples were mixed with low-melting-point agarose, jellified at 4°C
and were immersed in two consecutive lysis solutions. Neutral Comet electrophoresis was
performed at 20V for 12.5 minutes in TBE buffer (pH 8.5) and alkaline Comet

electrophoresis was performed at 20V for 4 minutes in 0.03M NaOH buffer (pH 12.2) after
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a denaturing treatment. Slides were washed in neutralization solution, dehydrated and
horizontally dried. Samples were stained with DAPI SlowFade Gold anti-fade (Invitrogen;
OR, USA) and 400 sperm cells were classified as fragmented or non-fragmented following

the criteria reported before (Ribas-Maynou, Garcia-Peir6, Abad, et al., 2012).

Statistical analysis

As the obtained data did not show a normal distribution (Shapiro-Wilk test), non-
parametric tests were applied. The Wilcoxon signed-rank test was used to find differences
between samples before and after surgery. Comparisons between different clinical groups
were performed using the Mann-Whitney U test. Bivariate correlations were studied
through the Spearman test. All tests were considered significant with a confidence interval

0f 95%. All TL and SDF values represent median (rank) unless specified.

Results

Seminal parameters analysis

Varicocele patients presented a significant improvement in seminal parameters after MV
(Table 1). Values of sperm concentration, progressive motility and vitality increased by

31.6%, 56.3% and 27.9%, respectively, compared to the sample before MV.

New approach to estimate absolute telomere length from fluorescence intensity

Fluorescence intensity (FI) values of 100 spheres with a known number of FITC molecules
attached (Table 2) allowed us to define a linear equation (r2=1.00). As one FITC molecule
is attached to each 18bp probe, this equation was converted to estimate absolute TL:

TL(kb) = 1.11FI + 7.68 (Figure 1).
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TL from a total of 90 cells from three samples of the 1301 cell-line (~70kb) (Wang et al.,
2013) and 300 sperm cells from 10 different normozoospermic donors (10-20kb)
(Thilagavathi et al., 2012) was estimated using the former equation, obtaining a mean + SD

of 72.36 kb £21.21 and 26.1kb + 2.89, respectively (Figure 1).

Telomere length in fertile donors and varicocele patients

Absolute sperm TL was obtained in donor samples and varicocele patient samples before
and after surgery (Figure 2). Statistical analysis did not show any significant differences
between TL before (20.10kb (11.41)) and after MV (20.56kb (9.31)) (p=0.533). When
comparing varicocele patients before and after MV to fertile donor values (21.28 kb

(7.27)), no statistical differences were found either (p=0.826 and p=0.484, respectively).

Sperm DNA fragmentation

When comparing varicocele samples before and after MV, results show a significant
decrease in both ssSDF (68.5% (51.0) and 56.5% (44.0), respectively; p=0.010) and dsSDF

(53.0% (45.0) and 47.0% (40.0), respectively; p=0.007) (Figure 3).

Nonetheless, even though ssSDF and dsSDF were significantly better after MV, values still
significantly increased, as compared to the fertile donor group (28% (25) for ssSDF and

45% (56) for dsSDF) (p<0.001 and p=0.039, respectively).

Discussion

Microsurgical varicocelectomy effect on sperm quality

Varicocele patients show a detrimental environment in the testes due to different factors,

such as increased levels of oxidative stress, scrotal hyperthermia and testicular hypoxia,
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which can lead to seminal alterations and infertility (Agarwal et al., 2016). As a significant
improvement in sperm quality has been found after surgery in terms of sperm
concentration, motility and vitality (Table 1), our results are in agreement with previous
studies (Abdel-Meguid et al., 2011; Pajovic et al., 2015; Zhang, Du, Liu, Qi, & Chu, 2014)

supporting MV as a good method for varicocele repair.

New approach to measure absolute telomere length

While techniques such as qPCR analyse relative TL in a whole sample after DNA
extraction, the qFISH-PNA technique allows the measurement of relative TL in individual
cells and telomeres (Nussey et al., 2014). In both cases, obtaining absolute TL values may
be challenging, since a control cell-line with known TL must be included in each
experiment (Nussey et al., 2014). Unfortunately, these control cells are commonly derived
from cancer cell-lines, which present chromosomal instability that could introduce a high
experimental bias in the extrapolation from relative to absolute TL (Bakhoum & Compton,
2012). We analysed the 1301 cell-line, which is derived from human T-cell leukaemia and
is normally used as an internal control in telomere measurements using flow cytometry
(O’Callaghan & Fenech, 2011; Wang et al., 2013). Even our results showed a mean TL of
72.36kb, which is consistent with the literature, this value had a great dispersion among

different samples (SD = 21.21 kb) (Figure 1).

To avoid this bias and to reach more reliable TL estimations, a new approach based on
commercial and standard spheres with a known number of FITC-fluorochromes attached
has been developed herein. This methodology allowed us to establish an equation relating

fluorescence intensity and absolute TL, which is useful between 10-100kb. This equation
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was validated using the 1301 cell-line (~70kb) (Wang et al., 2013) and human sperm cells
(10-20kb) (Thilagavathi et al., 2012) (Figure 1). However, this approach should be adapted
in each laboratory, since fluorescence analysis may vary between microscope technical

characteristics and qFISH hybridisation conditions.

Sperm telomere length estimation

The primary aim of the present study was to analyze the effect of varicocele and MV on
sperm TL, since telomere shortening has been related to meiotic arrest, an increase in
chromosomal abnormalities in the embryo and a higher risk of miscarriage (Thilagavathi et
al., 2012; Kalmbach et al., 2013). No TL differences were found between varicocele
patients before and after surgery (Figure 2). These findings are consistent with recent
studies showing the T/S ratio using q-PCR (Santana et al., 2019). As oxidative stress is
increased in varicocele patients and is related to telomere shortening (Von Zglinicki, 2002),
the absence of difference between varicocele samples and fertile donors seems to be
conflicting. However, two facts may play a role in TL maintenance: first, telomerase has
been demonstrated to be present during spermatogenesis, although its activity is reduced as
meiosis progresses (Balmori & Varela, 2018; Kalmbach et al., 2013; Ozturk, 2015); and
second, common alterations in varicocele, such as ROS, scrotal hyperthermia and
inflammation, were shown to trigger the activation of telomerase as a natural response to
DNA damage (Lopez-Diazguerrero et al., 2012; Oyama et al., 2012). As a result, we
postulate that the lack of reduction in sperm TL in varicocele patients could be associated
with a DNA damage-response mechanism where telomerase protects chromosome ends

from degradation in germ cells. This hypothesis should be validated in further studies
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analyzing TL and telomerase activity in different spermatogenesis stages in varicocele

patients.

DNA fragmentation analysis

The second main objective of the study was to analyze SDF using the Comet assay, as it is
the only current technique to distinguish between ssSDF and dsSDF. Results obtained
using the alkaline Comet showed a reduction in ssSDF after MV (Figure 3). This is in
agreement with previous studies, where a reduction of SDF was also found using different
techniques which correlate with alkaline Comet, such as TUNEL, SCSA or SCD (Cho et
al., 2016; Ni et al., 2016; Ribas-Maynou et al., 2013a; Santana et al., 2019; Tahamtan et al.,
2019). ssSDF was previously associated with oxidative damage and was demonstrated to
have a negative effect on pregnancy achievement (Ribas-Maynou, Garcia-Peiro,
Fernandez-Encinas, et al., 2012). Therefore, the reduction in ssSDF after MV may lead

varicocele patients to improve their chances of a natural pregnancy.

Results obtained using neutral Comet showed, for the first time, that the improvement in
the testes environment by MV seems to also be effective in reducing dsSDF (Figure 3).
According to previous publications (Ribas-Maynou, Garcia-Peird, Fernandez-Encinas, et
al., 2012), recurrent miscarriage patients present increased dsSDF, as compared to fertile
donors. Hence, if varicocele patients reduce their dsSDF levels through MV, a reduction of

miscarriage risk should also be expected.

Even it would be expected to improve pregnancy changes and to reduce the risk of
miscarriage, ssSDF and dsSDF values after nine months from surgery to treat varicocele

are significantly worse than fertile donor results (Figure 3). To explain this situation, one
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must consider: first, it is possible that nine months would not be enough to see the
complete recovery of these patients, a fact that could be assessed by analyzing samples
12-18 months after MV; and second, the observed levels of SDF could be the greater
improvement that is achievable through MV, either because this procedure is not able to
completely reduce the pathological ROS levels, as it does not repair all of the affected

veins, or because other factors apart from oxidative stress are triggering SDF.

As far as we are concerned, the effect of Varicocele and MV on absolute sperm TL, ssSDF,
dsSDF and seminal parameters (concentration, motility and vitality) has been studied here
for the first time. However, the sample size from both groups (Varicocele patients and
fertile donors) is limited and one must consider these results as a first approach in this
field. More studies with a larger number of patients studied would be necessary to

corroborate our results.

Conclusions

A good estimation of absolute TL has been developed by applying a new qFISH-PNA
approach based on commercial fluorescent spheres. This methodology, added to the study
of SDF on varicocele patients, allowed us to conclude that MV did not cause variation in
sperm TL, but it is able to partially reduce ssSDF and dsSDF and to improve seminal

parameters.
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Abstract

Infertile males with varicocele have the highest percentage of sperm cells with damaged DNA, compared to other infertile groups.
Antioxidant treatment is known to enhance the integrity of sperm DNA; however, there are no data on the effects in varicocele
patients. We thus investigated the potential benefits of antioxidant treatment specifically in grade I varicocele males. Twenty in-
fertile patients with grade I varicocele were given multivitamins (1500 mg [-Carnitine, 60 mg vitamin C, 20 mg coenzyme Q10,
10 mg vitamin E, 200 pg vitamin B9, 1 pg vitamin B12, 10 mg zinc, 50 ug selenium) daily for three months. Semen parameters
including total sperm count, concentration, progressive motility, vitality, and morphology were determined before and after treat-
ment. In addition, sperm DNA fragmentation and the amount of highly degraded sperm cells were analyzed by Sperm Chromatin
Dispersion. After treatment, patients showed an average relative reduction of 22.1% in sperm DNA fragmentation (p = 0.02) and
had 31.3% fewer highly degraded sperm cells (p = 0.07). Total numbers of sperm cells were increased (p = 0.04), but other semen
parameters were unaffected. These data suggest that sperm DNA integrity in grade I varicocele patients may be improved by oral
antioxidant treatment.

Keywords: Male factor infertility, sperm DNA, varicocele, antioxidants, L-carnitine, sperm, chromatin dispersion

Introduction

Varicocele is a well-recognized cause of decreased testic-
ular function characterized by mild to severe dilation of
the internal spermatic vein and the pampiniform venous
plexus. This anatomical modification is considered as
one of the most common causes of poor sperm produc-
tion, since it affects semen quality and it interferes with
physiological pathways of normal sperm cell ontogen-
esis (Rodriguez-Rigau et al., 1978; Hauser et al., 2001;
Silver et al., 2005). Varicocele affects 4.4-22.6% of the
general population. Its prevalence is higher in men with
primary infertility (21-41%) and in men with second-
ary infertility (75-81%) (Saypol et al., 1981; Gorelick
& Goldstein, 1993). Varicoceles are classified accord-
ing to the Dublin grading system: grade III: visible and

palpable at rest; grade II: palpable at rest; and grade
I: palpable during the Valsalva maneuver. Subclinical
varicoceles are only detectable by Doppler ultrasound
(Miyaoka & Esteves, 2012).

One of the collateral effects of this condition is a
production of high amounts of reactive oxygen species
(ROS) resulting in oxidative stress, which in turn causes
lipid peroxidation of the sperm plasma membrane and
nuclear DNA damage (Agarwal et al., 2008; Makker
et al., 2009; Aitken & De Iuliis, 2010). Sperm cells are
particularly vulnerable to oxidative stress, since they con-
tain only limited amounts of ROS- protecting enzymes
(Lewis & Simon, 2010). Moreover, patients with vari-
cocele have significantly lower total antioxidant capacity
than healthy men (Ramadan et al., 2002; Agarwal et al.,
2006; Smith et al., 2006; Pasqualotto et al., 2008). As a
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result, high levels of sperm cells with fragmented DNA
are found in the ejaculate of men with varicocele (Saleh
et al., 2003; Chen et al., 2004; Fernandez et al., 2005;
Agarwal et al., 2014).

Previous studies characterizing sperm DNA fragmen-
tation (SDF) using the Sperm Chromatin Dispersion test
(SCD) revealed two distinctive sperm subpopulations of
fragmented spermatozoa: standard fragmented sperm
and highly DNA-degraded sperm (DDS) (Fernandez
et al.,, 2005; Enciso et al., 2006; Garcia-Peiré et al.,
2012). While healthy sperm cells display a large halo of
chromatin in the sperm chromatin dispersion (SCD)
test, a small or missing halo around a sperm core is as-
sociated with fragmented sperm DNA (Figure 1). The
DDS subpopulation is recognized by its disorganized
core in addition to a missing halo, which reflects massive
protein and DNA degradation in these sperm (Gosalvez
et al., 2014). Sperm samples from healthy individuals
typically contain 1-4% of DDS. In patients with varico-
cele, however, DDS levels are up to eight times higher
than those reported in control samples (Enciso et al.,
2006; Garcia-Peir¢ et al., 2012; Rodriguez et al., 2012).

Antioxidant administration is increasingly used as
a potential cure for sperm DNA damage (Greco et al.,
2005; Tremellen, 2008; Tunc et al., 2009). A beneficial ef-
fect on spermatogenesis after administration of oral anti-
oxidant treatment based on carnitine has previously been
reported by our group in a cohort of asthenoteratozoo-
spermia (ATZ)-infertile males without varicocele (Abad
et al., 2012). Furthermore, other clinical studies using
carnitine report improvement of semen quality of infertile
patients with other etiological factors (Vicari & Calogero,
2001; Lenzi et al., 2003; Lenzi et al., 2004; Balercia et al.,
2005). The aim of this study was to investigate the poten-
tial benefits of treatment with oral antioxidant containing
carnitine on general semen parameters and sperm DNA
integrity, specifically in grade I varicocele males.

Materials and methods
Study design and patient selection

Twenty infertile men known to have asthenoteratozoo-
spermia and clinical grade I varicocele (WHO, 1999)
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Figure 1. Characteristic types of sperm DNA damage as viewed by the SCD test. (a) Image of a semen sample of a grade I varicocele patient. (b)
Sperm showing a large halo of dispersed chromatin, indicative of intact DNA. (c) When sperm DNA presents fragmentation, a number of strands
do not remain attached to the cell and will diffuse, which is reflected in the SCD test by a smaller halo from the remaining bound DNA. (d) Sperm
with an aberrant core and a missing halo reflect massive protein and DNA depletion, typically seen in highly DNA-degraded sperms (DDS). Here,
the DNA fragments diffuse to such an extent that no detectable signal above background can be observed by the SCD test, which is observed as

an irregularly stained core.
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were selected. Patients with genitourinary inflammation,
leukocytospermia, history of autoimmune disease, or
altered hormonal profiles were excluded from the study.
None of the selected patients had been pre-treated with
antioxidants or other medication before the start of the
study. Patients who required treatment during the study
for other reasons (mainly influenza) were also excluded.
In addition, the following exclusion criteria were
applied for women: the absence of hormonal imbalance,
chromosomal alterations and tubal obstruction, and the
absence of bacterial or viral infection.

Semen parameters and sperm DNA fragmentation
were determined before and after three months of
antioxidant treatment with commercial multivitamins
(Androferti, Q Pharma Laboratories; Alicante, Spain)
containing I-Carnitine (1500 mg), vitamin C (60 mg),
coenzyme Q10 (20 mg), vitamin E (10 mg), vitamin
B9 (200 pg), vitamin B12 (1 pg), zinc (10 mg), and
selenium (50 pg) per day. Successful pregnancies during
treatment and three months thereafter were followed-up.
Written informed consent was provided by all patients
and the study was approved by the Institutional Ethics
Committee.

Sample collection and preparation

Patients provided a semen sample after three days of
sexual abstinence, before and after three months of
treatment with multivitamins. Fresh ejaculates were al-
lowed to liquefy, and a small amount of sample reserved
for the determination of sperm parameters. The remain-
ing sample was mixed at a ratio of 1/1 with test yolk
buffer as a cryopreservation medium containing 14%
(viv) glycerol, 30% (v/v) egg yolk, 1.98% (w/v) glucose
and 1.72% (w/v) sodium citrate (Garcia-Peir6 et al.,
2012), aliquoted and incubated overnight at — 80°C in
an isopropanol bath, and then cryopreserved in liquid
nitrogen until the experiment was performed.

Determination of semen parameters

Semen parameters including total sperm count, con-
centration, motility (progressive types a, b, and a +b),
vitality, and morphology were determined according to
the guidelines given by the World Health Organization
guidelines (WHO, 1999). Sperm Class Analyzer (SCA)
software v. 5.1 (Microptic; Barcelona, Spain) was used
to determine concentration and motility markers, vitality
was assessed by eosin/nigrosin staining, and morphology
according to Menkveld et al. (1990).

Assessment of sperm DNA fragmentation

Samples were washed three times in PBS, and sperm
concentration adjusted to 10 million per milliliter. Sperm
DNA fragmentation (SDF), defined as the percentage
ratio of fragmented versus total spermatozoa in the ana-
lyzed sample, was assessed using the Sperm Chromatin
Dispersion (SCD) test (Halosperm Kit, Halotech DNA,
S.L; Madrid, Spain) according to the manufacturer’s

© 2015 The British Fertility Society
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instructions. Slides were stained for optical microscopy
using Diff-Quick (Panreac; Burlingame, CA), and 400
sperm were scored for each experimental point. The
proportion of fragmented sperm cells (SDF) and DNA-
degraded sperm (DDS) was determined and expressed
as percentages vs the total number of sperm analyzed
(Enciso et al., 2006; Garcia-Peiro et al., 2011).

Statistical analysis

Data analysis was performed using the software Statis-
tics Package for the Social Sciences, version 15 (SPSS;
Chicago, IL, USA). For normal distribution of the
variables, the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilks
tests were used. Depending on the presence of asymme-
try, values were compared using the Wilcoxon and Sign
test for related samples, and the level of significance was
established at 95% of the confidence interval (CI).

Results
General semen parameters

Sperm parameters before and after oral antioxidant
therapy with multivitamins are given in Table I. Total
sperm count was significantly increased by 63.3% rela-
tive to pre- treatment values (p = 0.04), while other se-
men parameters remained unaltered.

Sperm DNA integrity

A typical SCD image is shown in Figure 1, and SDF
and DDS values are given in Table I. Sperm DNA frag-
mentation after antioxidant treatment was significantly
reduced by 6.73% (p = 0.02), which represents a reduc-
tion of 22.1% SDF relative to the initial state of the
sample. The highly DNA-degraded sperm subpopula-
tion was reduced by 4.25% (p=0.07) after treatment,
which represents a relative reduction of 31.3% com-
pared to the initial DDS state.

Pregnancy rate following antioxidant treatment

Out of the twenty infertile couples, two couples par-
ticipating in this study achieved a pregnancy by natural
conception by the end of the treatment.

Discussion

In the present study, sperm quality based on seminal
parameters and two markers of sperm DNA integrity
(SDF and DDS) were determined in semen samples
from a cohort of infertile asthenoteratozoospermic
males with clinical grade I varicocele. Varicoceles are
characterized by different factors such as reduced tes-
ticular blood flow, increased testicular temperature, and
a state of chronic inflammation (Hauser et al., 2001). In
contrast to fertile and some other infertile groups, con-
siderable levels of DDS are often observed in varicocele
patients (Rodriguez et al., 2012). This intense degree
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Table I. Summary of key seminal parameters of grade I varicocele patients before and after oral antioxidant

treatment.

Before treatment

After 3 months of treatment

mean * SD; rank mean * SDj; rank Pvalue
SDF (%) 30.38 + 13.32 (14.5-42.9) 23.65+ 7.5 (14.5-38.5) 0.02*
DDS (%) 13.55+6.21 (7.5-27.5) 0.3+2.78 (5.5-13) 0.07
Sperm ml-! 71.14+51.2 (12-160) 109.65 + 108.77 (22-346) 0.21
Total number of sperm 183.64 + 153.54 (28-480) 209.85 +275.45 (90-750) 0.04*
Progressive motility (%) 39.86 +23.37 (9-89) 43.14+15.59 (18.3-66) 0.55
Viability (%) 53+21.13 (23-90) 48.19+ 13.01 (40-78) 0.48
Normal morphology (%) 2.6*+2.01 (0-6) 3.8+3.2 (0-10) 0.10

*0.05 Statistical significance threshold.

of DNA damage and nuclear protein depletion is in-
dicative of a defective process of spermiogenesis (Enciso
et al., 2006; Garcia-Peir¢ et al., 2012).

Our group and others have shown that oral anti-
oxidant treatment based on carnitine improves semen
quality in different groups of infertile males (Vicari &
Calogero, 2001; Lenzi et al., 2003; Lenzi et al., 2004;
Balercia et al., 2005; Abad et al., 2012). In addition, low
levels of vitamin C are associated with poorer semen
quality and more sperm DNA fragmentation (Song
et al., 2006). A critical review of 20 clinical studies of
antioxidant treatment showed that 19 of these studies
report a reduction in oxidative stress (Gharagozloo &
Aitken, 2011). We therefore hypothesized that the in-
take of antioxidants produces a more appropriate tes-
ticular environment for sperm production by partial
attenuation of ROS. Here, we confirm that antioxidant
treatment significantly improved sperm DNA integrity
and increased total sperm counts, specifically in infer-
tile asthenoteratozoospermic males with clinical grade
I varicocele. Other semen parameters were unaffected
and no adverse effects on sperm quality were observed
in these patients. Of note, DDS reduction did not reach
significance (p = 0.07); however, we speculate that more
conclusive results could be achieved with a larger pa-
tient sample size.

Two couples with a history of repeated failed preg-
nancies achieved a pregnancy, suggesting that DNA
integrity may be an important factor for conception.
Numerous studies show an association between sperm
DNA damage and unusually long conception times,
implantation failures, and an increased risk of miscar-
riages (Evenson & Wixon, 2006; Zini et al., 2008; Ribas-
Maynou et al., 2012). Of significance, poor sperm DNA
quality is even linked to severe childhood diseases such
as cancer or neurological disorders (Aitken et al., 2009).
Since varicoceles have a common incidence in the male
population, and high SDF—in particular, high DDS-
levels—are encountered in varicocele patients, more
attention should clearly be given to sperm DNA quality.
DDS can easily be investigated by the Sperm Chromatin
Dispersion test, and has the potential to be developed as
a diagnostic tool to identify varicocele in infertile males.
Further research in this direction is ongoing (Rodriguez
et al., 2012; Gosalvez et al., 2014).

In summary, we showed that oral antioxidant treat-
ment augmented the integrity of sperm DNA in patients
with grade I varicocele. A modest increase in pregnancy
rate by natural conception was also observed. Higher
rates of pregnancy loss and childhood diseases are seen
after assisted reproductive technology (ART) such as in
vitro fertilization or intracytoplasmic sperm injection,
possibly linked to sperm DNA damage (Basatemur &
Sutcliffe, 2008; Zini et al., 2008; Katari et al., 2009).
The next step would therefore be to investigate the po-
tential benefits of antioxidant treatment on sperm DNA
quality in improving ART success rates.
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Parc Tauli Sabadell

Hospital Universitari

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

COLOMA MORENO QUIROGA, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de la
CORPORACIO SANITARIA PARC TAULI DE SABADELL (Barcelona)

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor Investigador/a para que se
realice el estudio titulado: "Estudio de la fragmentacion y longitud telomérica del ADN
espermatico como parametros de recuperacién de la calidad seminal tras varicocelectomia
microquirurgica en pacientes infértiles con varicocele" Protocolo y Hoja de Informacién al
Paciente v. 1 de Enero de 2015, y considera que:

1. Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con
los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsible para
el sujeto.

2. La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar

a cabo el estudio.

3. Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudiera derivarse
de su participacién en el estudio.

4. El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

5. Y que el Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Corporacié Sanitaria
Parc Tauli de Sabadell por Gual Fran Josep, como investigador principal.

Lo que firma en Sabadell a martes, 27 enero 2015

Firmado:

Parc Taylj Sabadel|

Hospital Universitari

D \ D FundacnéparcTauh

Dra. Coloma Moreno Quiroga
Ref.: 2014676

Parc de| Tauli, 1
08208 Sabadell, Barcelona
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Titulo del estudio: Estudio de la fragmentaciéon y longitud telomérica del ADN
espermatico como parametros de recuperacion de la calidad seminal tras
varicocelectomia microquirurgica en pacientes infértiles con varicocele.

Investigador principal: Josep Gual Frau, Servicio de Urologia. Telf.: 937231010

Centro: IUCS Parc Tauli. Hospital de Sabadell.

Objetivo/finalidad del estudio

Se solicita su participacion en este Proyecto de Investigacion, cuyo objetivo principal
pretende profundizar en el conocimiento de calidad seminal en relacién con la patologia
varicocele (varices escrotales). Se le pide que otorgue su consentimiento para que done
una muestra de semen.

Se trata de un estudio por el cual se intentard demostrar la utilidad de unos nuevos
marcadores que se encuentran en el semen para facilitar una mejor indicacién de cirugia
en la patologia del varicocele, consiguiendo una optimizacién de recursos y mejorando la
calidad de el estudio de los pacientes con alteraciones de la fertilidad con varicocele.

Procedimientos del estudio. Muestra a recoger.

Si usted decide participar, se le solicita que ceda para el proyecto de investigaciéon una
muestra de semen obtenida por masturbacién.

La muestra se adquirird de usted dentro del estudio habitual de fertilidad que se realiza
dentro del estudio diagnéstico de la patologia varicocele. De esa muestra, se cogera una
pequefa parte para analizarla en un laboratorio externo y posteriormente ser destruida.
No hay que recoger una muestra anadida, es solamente una pequena parte de una
muestra que ya se recoge en la practica clinica habitual.

Riegos/Incomodidades

No existen riesgos o incomodidades en la recogida de la muestra de semen por
masturbacion

Beneficios

Es posible que de su participacion en este estudio usted no obtenga un beneficio directo.
Sin embargo, la identificaciéon de posibles factores relacionados con el varicocele podria
beneficiar en un futuro a otros pacientes que la padecen y contribuir a un mejor
conocimiento y tratamiento de esta enfermedad y la infertilidad masculina.

¢{Qué se hara con su muestra?
Una vez obtenida su muestra, sera analizada y posteriormente eliminada.
Los datos seran recogidos de manera codificada como datos disociados.

Los resultados obtenidos del andlisis de la muestra estaran disociados de los datos
personales y de salud, de manera que Unicamente el investigador responsable de este
proyecto podra conocer a quien pertenece la muestra.
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Los datos disociados pasaran a ser anénimos una vez finalizado en analisis de resultados
del Cédigo del estudio:

....................................................................................... (nombre y apellidos)

. Declaro bajo mi responsabilidad que he leido la Hoja de Informacion sobre el

estudio y acepto participar en este estudio genético.

. Se me ha entregado una copia de la Hoja de Informacién al paciente y una copia

del Consentimiento Informado, fechado y firmado. Se me han explicado las
caracteristicas y objetivo del estudio y los posibles beneficios y riesgos que puedo
esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas.

. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificaran mis muestras

con un codigo numérico.

. Soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento por cualquier motivo, sin

tener que dar explicaciones y sin que repercuta negativamente sobre mi
tratamiento médico futuro. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra
codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacién de la
muestra ésta no se podra destruir.

YO DOY/NO DOY mi consentimiento para que se pueda realizar el presente estudio
con la muestra bioloégica

Fecha: Firma del paciente:
YO DOY/NO DOY mi consentimiento para que se guarde mi muestra en una
coleccién registrada por el Investigador Principal del estudio para la realizacién en
el futuro de nuevas pruebas relacionadas con mi enfermedad

Fecha: Firma del paciente:
YO DOY/NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi
muestra en un Biobanco y se puedan realizar futuros estudios relacionados con mi
enfermedad

Fecha: Firma del paciente
YO DOY/NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi
muestra en un Biobanco y se puedan realizar futuros estudios relacionados con

otras enfermedades.

Fecha: Firma del paciente:
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Expreso mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al
objetivo del estudio:

YO DESEO/NO DESEO ser informado de los resultados de los estudios. Teléfono o
Email de contacto:
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