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Determinantes clinicos y seminales de
la fragmentacion del ADN espermatico

Clinical and seminal determinants of sperm
DNA fragmentation.

Eduardo Ponce Najera, José Luis Castro Lopez, Pedro Cuapio Padilla, José Carlos
Salazar Trujillo, Jorge Luis Lezama Ruvalcaba, Carlos Gerardo Salazar Lépez Ortiz

Resumen

OBJETIVO: Evaluar los factores asociados con la alta fragmentacién del ADN esper-
matico (mayor de 30%) con regresion logistica multivariante. Analizar la abstinencia
de eyaculaciones, pardmetros seminales y recuentos celulares.

MATERIALES Y METODOS: Estudio observacional y retrospectivo (nivel evidencia
Il OMS) efectuado entre enero 2022 y marzo 2025 en un centro de reproduccion
asistida mexicano. Se incluyeron muestras de semen previas a técnicas reproductivas
y se registraron las variables segtn las guias OMS 2021. La fragmentaciéon del ADN
se midi6 por SCSA y se clasificé en mayor de 30% o mas o menos inferior al 30%. El
tiempo de abstinencia se agrup6 en <2, 3 a4, 5 a 6 y mas de 7 dias; el analisis fue
mediante regresion logistica multivariante.

RESULTADOS: Se estudiaron 250 muestras de 227 hombres (edad media 40.2 anos;
abstinencia media 3.9 dias). Los promedios: volumen 2.42 mL, concentracion 47.3
millones/mL, motilidad progresiva 43.5%, vitalidad 74.3%, morfologia normal 2.3%.
El 46.7% mostr6 indice de fragmentacion >30%. Un intervalo de 3 a 6 dias redujo el
riesgo de fragmentacion del ADN espermatico elevado frente a < 2 dfas.
CONCLUSIONES: En la cohorte predominaron intervalos de abstinencia de 3 a 6 dfias.
La mayor morfologia normal disminuy® el riesgo de alta fragmentacion; la coexistencia
de eritrocitos lo aumenté. Para el analisis seminal se recomienda considerar la absti-
nencia y la evaluacion integral de células redondas.

PALABRAS CLAVE: |Infertilidad masculina; analisis del semen; espermatozoides;
fragmentacion del ADN.

Abstract

OBJECTIVE: To evaluate factors associated with high sperm DNA fragmentation (greater
than 30%) using multivariable logistic regression. The study will analyze ejaculatory
abstinence, seminal parameters, and cell counts.

MATERIALS AND METHODS: This retrospective observational study (WHO evidence
level 1) was conducted from January 2022 to March 2025 at a Mexican assisted repro-
duction center. Semen samples obtained prior to the implementation of reproductive
techniques were included, and variables were recorded according to the 2021 WHO
guidelines. DNA fragmentation was measured by SCSA and classified as greater than or
less than 30%. Abstinence time was grouped into <2, 3—4, 5-6, and >7 days. Analysis
was performed using multivariable logistic regression.

RESULTS: A total of 250 samples from 227 men (mean age: 40.2 years; mean absti-
nence: 3.9 days) were studied. The mean values were as follows: volume, 2.42 mL;
concentration, 47.3 million/mL; progressive motility, 43.5%; vitality, 74.3%; and normal
morphology, 2.3%. 46.7% showed DFI >30%. An interval of 3 to 6 days reduced the
risk of high sperm DNA fragmentation compared to an interval of <2 days.
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CONCLUSIONS: In this group, abstinence intervals of three to six days were most
common. Higher normal morphology decreased the risk of high fragmentation, while
the presence of erythrocytes increased it. For seminal analysis, abstinence and a com-

prehensive evaluation of round cells are recommended.

KEYWORDS: Male infertility; Semen analysis; Sperm; DNA fragmentation.

ANTECEDENTES

La fragmentacién del ADN espermatico es un
marcador relevante de fertilidad masculina que
aporta datos de la integridad del ADN del padre
y complementa el analisis seminal convencio-
nal." Desde su identificaciéon por Evenson y su
grupo se han disefiado métodos para cuantificar
la fragmentacion del ADN espermdtico, como
SCSA, TUNEL, Comet y SCD. El SCSA, basado
en citometria de flujo y ampliamente usado por
su objetividad y reproducibilidad, expresa los
resultados con el indice de fragmentacion (DFI).2

Son mdltiples los factores endégenos y exégenos
que influyen en la calidad de los embriones
congelados, entre ellos, el estrés oxidativo que
se identifica como la causa principal que origina
las roturas de cadenas y las modificaciones de
bases.** La magnitud del dano al ADN la modu-
lan: el estilo de vida, el intervalo de abstinencia
de eyaculaciones, la morfologia espermatica y
la coexistencia de células redondas (leucocitos,
eritrocitos) en el eyaculado.** En la actualidad
son pocos los estudios que analizan de ma-
nera conjunta varios predictores de una alta
fragmentacion del ADN en un mismo modelo
multivariante.

Por lo anterior, el objetivo del estudio fue: evaluar
los diferentes predictores de una muy alta frag-

mentacion del ADN espermatico (mas del 30%)
mediante un modelo de regresion logistica mul-
tivariante que incluyo6 el intervalo de abstinencia
de eyaculaciones categorizado, parametros
seminales convencionales, indices morfolégicos
y recuentos celulares microscopicos.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional y retrospectivo correspon-
diente a un nivel de evidencia Il de la OMS,
llevado a cabo de enero del 2022 a marzo del
2025 en un centro de reproduccion en México,
en el que se analizaron muestras de semen ob-
tenidas durante la evaluacion seminal rutinaria
previa a técnicas de reproduccion asistida.

Criterios de inclusién: pacientes masculinos con
evaluacion previa a técnicas de reproduccion
asistida que contaban con analisis seminal
completo, apegado a las guias de la OMS (2021)
y determinacién de fragmentacién del ADN
espermatico mediante SCSA durante el periodo
del estudio. Criterios de exclusion: muestras con
procesamiento incompleto, errores preanaliticos
o informacién insuficiente en variables clave de:
morfologia espermatica, recuentos celulares y
fragmentacién del ADN.

Las muestras seminales las procesaron e inter-
pretaron personal adiestrado en andrologia del
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laboratorio de fertilidad. Durante el periodo de
estudio participaron de manera rutinaria dos
profesionales en el procesamiento y evalua-
cién microscépica, siguiendo procedimientos
estandarizados con control de calidad interno
y externo.

Ante la carencia de informacion referente al in-
dice de masa corporal, tabaquismo, varicocele,
infecciones genitourinarias o comorbilidades cro-
nicas esas variables no se incorporaron al anélisis
multivariante. La ausencia de estos datos podria
representar una fuente de confusion residual.

Los andlisis seminales siguieron las directrices
de la OMS (2021), se registraron: edad del pa-
ciente en afnos, intervalo de abstinencia en dias,
volumen, pH, concentracién, motilidad progre-
siva, vitalidad, morfologia espermatica (formas
normales, indice de vacuolizacién, morfologia
de cabeza, pieza intermedia y cola, y citoplasma
residual), asi como recuentos microscopicos
de leucocitos y eritrocitos promediados entre
valores minimo y maximo.

La fragmentacion del ADN espermdtico se cuan-
tificd mediante el Sperm Chromatin Structure
Assay (SCSA), técnica basada en citometria de
flujo que evalta la susceptibilidad del ADN a la
desnaturalizacién inducida por acido. Ademads,
proporciona una medicién objetiva y reproduci-
ble del indice de fragmentacion del ADN. Para el
analisis se utilizé un punto de corte de indice de
fragmentacion del ADN mayor de 30%, que ha
sido ampliamente utilizado en estudios previos
con SCSA y se ha asociado con alteraciones en
los parametros seminales, menor potencial re-
productivo, menor tasa de éxito en técnicas de
reproduccion asistida y mayor riesgo de pérdida
gestacional temprana.' Por ello, este umbral se
considera clinicamente relevante para identificar
fragmentacién del ADN elevada.

Las células redondas se identificaron, inicial-
mente, mediante evaluacién microscopica

convencional como células no espermaticas
existentes en el eyaculado. Posteriormente, se
hizo la diferenciacion morfolégica en leucocitos
y eritrocitos con base en sus caracteristicas, ta-
mano y refringencia. Los recuentos se expresaron
en cantidad promedio de células por campo de
alto poder.

El intervalo de abstinencia se categorizé en mds
menos 2 dias, 3 a 4 dias, 5 a 6 dias y mds de
7 dias. Se construyé un modelo de regresion
logistica multivariante con errores estandar
robustos de Huber-White. Las covariables no
significativas (p > 0.05) se eliminaron mediante
un proceso de seleccién hacia atras para obtener
un modelo mas lento. La capacidad discrimi-
nativa se evalué mediante el area bajo la curva
ROC (AUQ) y la calibracion mediante la prueba
de Hosmer-Lemeshow. Se consideré un nivel de
significacion de o = 0.05.

El estudio fue revisado y aprobado por el Comité
de Ftica de la unidad. En virtud del disefio re-
trospectivo del estudio, basado en el andlisis de
bases de datos clinicas previamente recolectadas
y sin posibilidad de identificacién directa de
los pacientes, el comité otorgd la exencién del
consentimiento informado. El estudio se condujo
de acuerdo con los principios éticos de la Decla-
racion de Helsinki y la Norma nacional vigente.

RESULTADOS

Se analizaron 250 muestras de semen obtenidas
de una cohorte de 227 pacientes masculinos con
edad media de 40.2 = 6.9 afios y un intervalo
de abstinencia promedio de 3.9 + 1.6 dias. Los
pardmetros seminales medios fueron: volumen
2.42 + 1.07 mL, concentracién 47.3 + 25.6 mi-
[lones/mL, motilidad progresiva 43.5 + 12.3%,
vitalidad 74.3 + 11.2% y morfologia normal 2.3 +
0.7% (Cuadro 1). El indice de fragmentacién del
ADN medio fue de 30.6 + 8.8%. El 46.7% de las
muestras superaron el umbral del 30%. Figura 1
En el andlisis multivariante, el intervalo de abs-
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Cuadro 1. Caracteristicas basales de la cohorte incluida en el andlisis (n = 227).

Edad (afios) 40.2 £6.9
Volumen seminal (mL) 2.42 +1.07
Concentracién (millones/mL) 473 +25.6
Vitalidad (%) 743 £11.2
Vacuolizacion (%) 1.38 + 0.49
Pieza intermedia anormal (%) 80.1+11.9
Citoplasma residual (%) 129+7.6
Eritrocitos (x CAP) 3.02 +3.21

indice de fragmentacién del ADN >30% (n. %)

106 (46.7 %)

Intervalo de abstinencia (dfas) 39+1.6
pH 8.14 = 0.24
Motilidad progresiva (%) 435+12.3
Morfologia normal (%) 23+0.7
Cabeza anormal (%) 90.0 + 5.4
Cola anormal (%) 8.6 £5.0
Leucocitos (x CAP) 1.62 £1.36
indice de fragmentacion del ADN (%) 30.6 + 8.8

Los datos se presentan con media + desviacién estdndar o cantidad y porcentaje. La edad promedio fue de 40 afios, con abstinencia de 3 a 6
dias y pardmetros seminales en limites de referencia, con casi la mitad de los casos con un indice de fragmentacién del ADN mayor de 30%.

Frecuencia
o
e

o
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Figura 1. Distribucién del indice de fragmentacién del
ADN espermatico (DFI) en la cohorte; el histograma
muestra una media cercana al 30%, con asimetria
hacia valores elevados.

tinencia mostr6 un efecto no lineal: comparado
con mdas menos 2 dias, los hombres con 3 a 4
dias (OR 0.26; 1C95%: 0.10-0.65; p = 0.004)
y 5 a 6 dias (OR 0.22; 1C95%: 0.08-0.63; p =
0.005) tuvieron menor probabilidad de indice de
fragmentacién del ADN mayor del 30%.

El modelo demostré que cada incremento de un
punto porcentual en la morfologia normal se aso-
ci6 con una disminucién del 57% en el riesgo de
indice de fragmentacién del ADN elevado (OR

0.43; 1C95%: 0.28-0.66; p < 0.001), mientras
que cada eritrocito adicional por campo incre-
mentd el riesgo en un 17% (OR 1.17; 1C95%:
1.04-1.31; p = 0.010) (Figura 2). Los leucocitos
no mostraron asociacion significativa. El modelo
tuvo una adecuada discriminaciéon (AUC 0.71;
1C95%: 0.64-0.78) y buena calibracién (x2 de
Hosmer-Lemeshow = 6.23; p = 0.62). Cuadro 2

DISCUSION

Los hallazgos reportados respaldan la biblio-
grafia existente en donde se demuestra una
asociacion independiente entre la abstinencia
de eyaculaciones, la morfologia espermética
y la coexistencia de eritrocitos con un riesgo
elevado de fragmentacion del ADN.> En este
estudio se confirma la relacion entre los dias
de abstinencia y el grado de fragmentacion del
ADN, en concordancia con metanalisis previos
que senalan una disminucion de la fragmen-
tacion cuando el intervalo de abstinencia es
menor, sobre todo durante los primeros cuatro
dias.® Esta observacion podria explicarse por
un tiempo de almacenamiento mas breve en
el epididimo, lo que limitaria el estrés oxida-
tivo y, por ende, disminuiria el dafo al ADN
ocasionado por especies reactivas de oxigeno.”
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Figura 2. Modelo multivariante de predictores de fragmentacién elevada del ADN (DFI > 30%). Se representan
las odds ratios (OR) con intervalos de confianza al 95 %. La linea vertical corresponde a OR = 1 como referencia.

Modelo nultivariante de predictores de fragmentacién elevada del ADN espermético (DFI > 30%)

3 a4 dias 0.26
5 a 6 dias 0.22
>7 dias 0.25
Morfologia normal (%) 0.43
Leucocitos (x CAP) 0.84
Eritrocitos (x CAP) 1.17

0.10-0.65 0.004
0.08-0.63 0.005
0.06-1.08 0.064
0.28-0.66 < 0.001
0.61-1.17 0.304
1.04-1.31 0.010

Se muestran las odds ratio (OR) con sus intervalos de confianza al 95% (IC95%) y valores de p. El anélisis evidencié una menor probabilidad
de fragmentacion en abstinencias de 3 a 6 dias y en mayor porcentaje de espermatozoides normales, mientras que la coexistencia de eritrocitos
se asoci6 con mayor probabilidad de fragmentacion elevada del ADN espermatico.

Sin embargo, los periodos de abstinencia muy
cortos (aproximadamente dos dias) pueden
afectar de manera negativa la concentracién y
motilidad espermaticas, lo que hace hincapié
en la importancia de una atencién individuali-
zada para optimizar los pardmetros seminales
convencionales.

La asociacién inversa entre morfologia normal y
fragmentacién del ADN subraya la importancia
de una evaluacion rigurosa de la morfologia
espermatica porque las anomalias en la cabeza
suelen reflejar un empaquetamiento deficien-
te de la cromatina y fenémenos apoptdsicos
durante la espermiogénesis.® Estos hallazgos
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respaldan la incorporacién de la evaluacion de la
fragmentacién del ADN junto con la valoracion
morfolégica en casos en los que la morfologia,
por si sola, no explica la infertilidad, conside-
rando la estrecha correlacién entre las formas
anormales y el dano en el ADN.? Inesperada-
mente, el promedio leucocitario no se asocié de
forma independiente con una alta fragmentacion
del ADN, a pesar del papel establecido de la leu-
cocitospermia en el aumento de la produccion
de especies reactivas de oxigeno.'

En relacién con este punto, la cuantificacién de
leucocitos se hizo de forma descriptiva mediante
recuento por campo de alto poder, con el pro-
posito de explorar su comportamiento y no de
establecer el diagnéstico de leucocitospermia.
Para este ultimo, el patron de referencia, segin
la OMS (62 edicién) es > 1x10° leucocitos pero-
xidasapositivos por mL. La ausencia de pruebas
bioquimicas especificas podria introducir sesgo
en la interpretacion, por lo que este aspecto
debe considerarse una limitacién metodolégica
del estudio.

En este estudio se observé una asociacién de los
eritrocitos con un alta fragmentacién del ADN
espermatico lo que sugiere que estos, a menudo
pasados por alto en el andlisis del semen, sirven
de marcadores de hemorragia subclinica o in-
flamacion, lo que contribuye al estrés oxidativo
localizado y al dafno de las cadenas de ADN.™
Al igual que la bacteriospermia, los eritrocitos
pueden liberar catalizadores de hemo vy hierro
que amplifican la generacién de ROS, lo que
justifica una mayor investigacion de su papel
fisiopatolégico en la infertilidad masculina.®

El hecho de que las variables edad, volumen,
concentracion, motilidad, vitalidad, vacuoliza-
cion y el citoplasma residual no mostraran una
asociacion significativa, sugiere que la fragmen-
tacion del ADN espermatico evalla aspectos de
la calidad espermética que los pardmetros con-
vencionales no alcanzan a reflejar por completo.

2026;17

Desde una perspectiva clinica, los resultados
de este estudio sugieren que el intervalo de
abstinencia de 3 a 6 dias y un mayor porcentaje
de formas morfolégicamente normales podrian
asociarse con menor fragmentacién del ADN
espermatico. La coexistencia de eritrocitos
podria relacionarse con mayor dafo. En la prac-
tica diaria estos elementos pueden orientar la
optimizacién del tiempo de abstinencia previo
al andlisis seminal y motivar la evaluacién sis-
temdtica de células redondas y eritrocitos como
parte del estudio androldgico.

Entre las limitaciones del estudio destacan: el
disefo retrospectivo, la naturaleza unicéntrica
y los pocos casos con abstinencia prolonga-
da. Ello pudo limitar la deteccién del repunte
descrito en otros trabajos. No se contd, de ma-
nera sistematica, con informacion clinica del
paciente que incluyera el indice de masa cor-
poral, tabaquismo, varicocele, infecciones y
comorbilidades; esto impidié ajustar por estos
posibles confusores y podria representar una
fuente de confusion residual. A pesar de ello,
el objetivo principal fue identificar predictores
seminales y pardmetros de laboratorio asociados
con fragmentacion elevada del ADN. Por lo an-
terior, los hallazgos deben interpretarse en ese
contexto. Los estudios multicéntricos futuros,
idealmente prospectivos, deberan validar estos
predictores y evaluar estrategias de intervencion,
como las pautas optimizadas de abstinencia o
las terapias antioxidantes, ademas de comparar
el rendimiento prondstico de diferentes técnicas
de ensayo, como: SCSA, TUNEL y SCD.

CONCLUSION

El intervalo de abstinencia en la cohorte anali-
zada fue de 3 a 6 dias. El mayor porcentaje de
espermatozoides morfol6gicamente normales
se asocio de manera independiente con menor
probabilidad de fragmentacion elevada del ADN.
La coexistencia de eritrocitos se relacion6 con
mayor probabilidad de dafio al ADN espermati-
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co. Estos hallazgos apoyan la consideracion del
tiempo de abstinencia y una evaluacién integral
de las células redondas, incluidos los eritrocitos,
como parte del andlisis androlégico rutinario. Los
estudios prospectivos futuros podrian validar estos
predictores y explorar estrategias de intervencién
orientadas a optimizar la calidad espermatica y
disminuir la fragmentacion del ADN.
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