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1. Semen

Entendemos por semen el liquido expulsado al exterior a través de la uretra
durante la eyaculacion. Esta compuesto por secreciones del aparato genital
masculino, dividiéndose en liquido seminal, espermatozoides y otras células. Las
fracciones de semen durante el eyaculado no son homogéneas (Bjorndahl et al.,
2010). La primera fraccién del eyaculado (secreciones de testiculo y epididimo) es la

de mayor concentracion de espermatozoides.

Los parametros seminales reflejan el estado funcional de la secrecién exocrina
de las glandulas sexuales masculinas y nos orientan sobre patologias del sistema
genital. Sodlo excepcionalmente, como en casos de ausencia total de
espermatozoides (azoospermia) o movilidad (astenozoospermia total), predicen la
fertilidad del varén, ya que dichos estados pueden ser transitorios y la esterilidad es

un concepto que hace referencia a la pareja.

Debido a que los espermatozoides se acumulan en el epididimo una vez que
han sido liberados a la luz de los tubulos seminiferos, y la viabilidad de estos en él se
puede ver afectada si existe algun trastorno epididimario funcional (Correa-Pérez et
al., 2004), es importante conocer el tiempo transcurrido desde la ultima eyaculacioén.
Se recomienda el analisis de semen tras un periodo de abstinencia sexual de 2 a 7
dias (WHO, 2010). Sin embargo, también es importante en los parametros
espermaticos el periodo de abstinencia sexual desde la penultima eyaculacion debido
a que el contenido del epididimo no se vacia por completo tras una eyaculacion
(Cooper et al., 1993; De Jonge et al., 2004; Amann, 2010).

1.1 Valoracién de la calidad seminal

Para una correcta realizacién e interpretacion de un analisis de semen deben
tenerse presentes diferentes aspectos previos y posteriores al analisis, asi como la
utilizacién de técnicas y criterios reconocidos internacionalmente como los editados
por la OMS (2010) o la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y Embriologia
(ESHRE) (Kvist and Bjorndahl, 2002), y aplicar procedimientos de control de calidad

interno y externo.

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



4 Introduccién

La OMS, en sus recomendaciones para el analisis de semen, divide las
magnitudes biologicas a estudiar en estandares, opcionales e investigacién (Tabla 1)
(WHO, 2010).

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



Introduccién

Tabla 1. Clasificacion de parametros a incluir en un analisis de semen
segln OMS-10 (WHO, 2010)

Estandares

Opcionales

Investigacién

Examen macroscépico: licuefaccion, viscosidad, aspecto,
volumen, pH

Presencia de agregados y aglutinaciones de espermatozoides

Movilidad espermatica

Vitalidad espermatica

Numero de espermatozoides y otras células

Morfologia espermatica

Deteccidn de anticuerpos antiespermatozoide unidos a la

superficie espermatica

indices de defectos multiples espermaticos

Técnica inmunocitoquimica para la deteccion de leucocitos
Interaccidn entre espermatozoide y moco cervical

Analisis bioquimicos del liquido seminal

Analisis automatico de la movilidad espermatica

Especies reactivas de oxigeno

Test de union a zona pelucida
Evaluacién de la reaccidon acrosémica
Test del ovocito de hamster

Evaluacién de la cromatina espermatica

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal
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Un seminograma debe, como minimo, incluir los parametros estandares,
valoracion macroscopica (licuefaccion, viscosidad, aspecto, volumen, y pH),
presencia de agregados y aglutinaciones, movilidad espermatica, vitalidad
espermatica, numero de espermatozoides y otras células, morfologia espermatica y
deteccion de anticuerpos antiespermatozoide unidos a la superficie espermatica,

cuyos limites inferiores de referencia se muestran en la Tabla 2 (WHO, 2010).

Tabla 2. Limites inferiores de referencia en los parametros de semen segun
manual de la OMS-10 de anélisis de semen (WHO, 2010)

Limite inferior de referencia
Propiedades

(IC 95%)
Volumen (ml) 1.5(1.4-1.7)
Movilidad total (progresivos + no progresivos, %) 40 (38 -42)
Movilidad progresiva 32 (31 - 34)
Vitalidad (vivos, %) 58 (55 - 63)
N° total de espermatozoides (10%/eyaculado) 39 (33 - 46)
Concentracion de espermatozoides (10%/mL) 15(12 - 16)
Morfologia espermatica (normal, %) 4 (3.0-4.0)
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La metodologia empleada para el calculo de los diferentes valores de
referencia ha ido variando con los afos. Los limites inferiores de referencia en los
parametros de semen segun manual de la OMS-10 de analisis de semen (WHO,
2010), mostrados en la Tabla 2, han sido obtenidos a partir de resultados de varios
estudios retrospectivos sobre calidad seminal y fertilidad de las parejas. Las muestras
analizadas fueron obtenidas a partir de hombres cuya pareja qued6 gestante en un
tiempo maximo de 12 meses sin uso de ningun tratamiento anticonceptivo. Las
muestras incluidas en este estudio cumplieron los siguientes requisitos: Muestra
completa, y una por hombre, obtenida con un tiempo de abstinencia comprendido
entre 2-7 dias. Se analizaron aproximadamente 1800 muestras de 8 paises

pertenecientes a 3 continentes.

Los nuevos limites inferiores de referencia establecidos por OMS (2010) son
similares a los puntos de corte establecidos por numerosas publicaciones usando
otras metodologias (Van Zyl et al., 1976; Kruger et al., 1986; Kruger et al., 1988;
Guzick, 2001). Tomando como ejemplo la morfologia espermatica, numerosos
autores han abogado a lo largo de los afios por una disminucion de los valores de
referencia. En todos estos estudios el valor de corte entre poblacion fértil y estéril esta
comprendido entre el 3-14%, lo que pone de manifiesto una concordancia entre el
nuevo limite inferior de referencia para la morfologia espermatica editado en el

manual OMS-2010 y los recientes datos publicados al respecto (Menkveld, 2010).

1. 2 Control de calidad en andlisis de semen

La estandarizacién y control de calidad de las técnicas empleadas en el
analisis de semen, presentan dificultades, principalmente debido al gran numero de
factores que pueden influir en su resultado. Debido a esto, diferentes autores
(Bjorndahl et al., 2010), y en concreto la OMS (WHO, 2010), han intentado dictar

unas pautas para el examen del semen.

La amplia aceptacion y uso del manual de la OMS ha provocado un
incremento de la estandarizacion de las técnicas de analisis de semen, sin embargo
es necesario un entrenamiento adecuado del personal que realiza los diferentes
procedimientos (Barratt et al., 2011). La mayoria de los estudios de control de calidad

han puesto en evidencia que diferentes laboratorios y diferentes técnicos del mismo
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laboratorio producen diferentes valores (Jequier y Ukrombe, 1983; Neuwinger et al.,
1990; Barroso et al., 1999; Franken et al., 2000; Keel et al., 2000; Auger et al., 2000;
Alvarez et al., 2005; Palacios et al., 2012; Tomlinson et al., 2012). Varias sociedades
nacionales organizan cursos de formacion continuada y los laboratorios de andrologia
implementan sistemas de calidad para la acreditacién del laboratorio, lo cual se ha
convertido en un requisito necesario en algunos paises como Estados Unidos,
(American Fertility Society, 1992) o en Europa (Directive 2004/23/EC).

El proceso de analisis de semen consta de tres fases: pre-analitica, analitica y
post-analitica. La variabilidad de los procedimientos se debe a fluctuaciones o
cambios que sufre dicho proceso en cualquiera de estas 3 fases. El conjunto de la
variabilidad producida en las fases pre-analitica y post-analitica se conoce como
variabilidad extra-analitica (NCCLS, 1991). La variabilidad técnica es un fenbmeno
propio de los procesos de medida y, por tanto, de los procesos quimico-analiticos, por
el cual los resultados obtenidos al medir repetidamente una magnitud en un mismo

espécimen suelen ser ligeramente diferentes entre si (Haeckel, 1993).

1.2.1 Calidad de la fase pre-analitica

La fase pre-analitica comprende la obtencion del espécimen, asi como la
preparacion, el transporte y la conservacion del mismo. Para evitar al maximo las
disconformidades propias de esta fase, es preciso normalizar todas las actividades
que la integran, y controlar todos los instrumentos propios de esta fase (Young,
1995).

Los factores que influyen en la fase pre-analitica pueden ser clasificados en dos
grupos, variabilidad biolégica (variaciones bioldgicas intra e interindividuales) y factor
técnico, y los dos deberian ser controlados tanto como sea posible para una

adecuada interpretacion del resultado obtenido (ver seccién 1.2).

e Variabilidad biologica intraindividual: Estos factores con influencia en
parametros seminales son clasificados como: (1) Fisiolégicos: provoca que
los parametros seminales de un individuo puedan variar,

independientemente del estatus de salud de los pacientes (Alvarez et al.,
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2003; Fraser, 2001), pueden ser clasificados como aleatorios (estrés, dieta,
ejercicio, abstinencia sexual, estimulo sexual) o sistematicos (edad). (2)
Patoldgicos: en el caso de semen: fiebre, varicocele, criptorquidia. (3)

latrogénicos: como resultado de tratamientos médicos o cirugias.

e Variabilidad bioldgica interindividual: es el fendbmeno por el cual los
parametros seminales varian dentro de una cierta poblacion especifica. Por
ejemplo diferencias entre diferentes grupos de edad o entre paises. Una
poblacion puede ser dividida en subconjuntos de poblacion mas
homogéneos, si se tienen en cuenta factores que aumentan la variabilidad
biolégica interindividual; asi se recomienda que cada laboratorio haga un
esfuerzo por tener sus propios valores de referencia para los diferentes

parametros en funcion de los diferentes grupos.

Una muestra bioldgica para cualquier determinacion debe obtenerse en la
forma adecuada, del paciente correcto, en el momento correcto y con la adecuada
preparacion del paciente; y debe realizarse el analisis o manejo correcto que
responda a la pregunta correcta o necesidad determinada. La calidad en la fase pre-
analitica puede garantizarse implantando un sistema de calidad que cumpla los
requisitos de las normas ISO 15189:2003 y UNE 179007 "Sistemas de gestion de la
calidad para Laboratorios de reproduccion asistida". Las variables pre-analiticas
incluyen la adecuacion o no de la peticion del analisis, la identificacion y preparacion
adecuadas del paciente, la exactitud en la recogida de muestras, la manipulacién de
las muestras y su transporte al laboratorio. Deben utilizarse indicadores vy
especificaciones de calidad para las peticiones de analitica, muestreo, transporte y
recepcion de las muestras, y se debe exigir a los profesionales de laboratorio que

controlen y mejoren todas las etapas incluidas en la fase pre-analitica.

1.2.1.1 Control de correcta identificacion de muestras

Cuando se obtiene un espécimen bioldgico de un paciente, se pueden generar
etiquetas de identificacién unicas antes o en el mismo momento de la obtencion. En
algunos casos, no obstante, hay sistemas informaticos que permiten hacer la peticion
al laboratorio via terminal remoto. Estos sistemas pueden preparar una lista de

trabajo que incluya detalles de la identificacion del paciente y las pruebas solicitadas.
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Al mismo tiempo, se generan una o varias etiquetas de identificacion unicas para
pegar al contenedor o contenedores de especimenes. En esta situacion, la persona
que recibe el espécimen solamente debe “identificar positivamente al paciente” y
pegar la etiqueta en el contenedor de recogida identificandolo asi de manera unica.
Los datos de identificacion del espécimen permanecen pegados al contenedor de

especimenes durante todo el proceso analitico (Burnett et al., 1993).

Sin embargo, el laboratorio recibe, por lo general, una peticion cumplimentada,
ya sea junto con el espécimen o bien para solicitar su recogida protocolizada. Es
importante asegurar que en el contenedor del espécimen y en la peticidn se registren

unos datos minimos de modo que puedan relacionarse inequivocamente.

1.2.1.2 Cadena de custodia

El mecanismo por el cual el espécimen se asocia con el paciente y la peticidn
es de vital importancia. Cuando la asociacion deba ser comprobada a efectos legales,
puede que cada paso de las actividades del proceso operativo tenga que ser
verificado por terceros. La llamada “cadena de custodia” empieza con la identificacion
del paciente y continua a través de todo el proceso operativo hasta que es emitido el

informe (Hawcroft y Hector, 1987; de los Santos et al., 2013).

1.2.2 Calidad de la fase analitica (metrolégica)

El control de calidad analitico es el término utilizado para describir los pasos
practicos encaminados a asegurar que los errores en los datos analiticos estén
dentro de un margen de error aceptable. Esto significa que los errores inevitables
cometidos son cuantificados para permitirnos decidir si son de una magnitud
aceptable y que errores inaceptables son descubiertos para decidir qué accion
correctiva puede ser tomada. Las técnicas y actividades implicadas en el control de
calidad analitico pueden ser divididas en tres niveles de operacion: (1) Control de
primera linea (control de instrumentos/calibracion); (2) Control de segunda linea

(control de calidad interno); (3) Control de tercera linea (control de calidad externo).

El valor verdadero de una magnitud se obtendria con una medicion perfecta,

pero como tal medicidén no existe, el valor verdadero es incognoscible. Por lo tanto,
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aunque en la teoria se use el valor verdadero, en la practica se utilizan otros valores

considerados convencionalmente como verdaderos.

La variabilidad analitica puede desglosarse en aleatoria y sistematica, segun se
trate de errores sistematicos o aleatorios. El error sistematico es la diferencia entre la
media que se obtendria de un numero infinito de mediciones (en la practica vale con
n=20) del mismo mesurado y su valor verdadero. El error aleatorio es la diferencia
entre el resultado de una medicion y la media que se obtendria de un numero infinito
de mediciones (en la practica vale con n=20) de la misma magnitud particular (Stockl
et al., 1996). El error total (o inexactitud) es el concepto que integra la variabilidad
aleatoria y la sistematica de manera que es la diferencia entre el resultado de una

unica medicion y el valor verdadero del mesurado.

Cuando se realizan series de mediciones sucesivas, el error sistematico
permanece constante o varia de forma previsible, mientras que los errores aleatorios
varian de forma imprevisible. Con los procedimientos de medida se producen errores
aleatorios, por ello, al efectuar mediciones repetidas de una magnitud biolégica en un
mismo espécimen realizado bajo condiciones rutinarias de trabajo, generalmente no
se obtienen resultados iguales entre si. La concordancia entre resultados de medida
independientes obtenidos en un mismo espécimen en unas condiciones estipuladas
se denomina “precisién”; cuanto menor es la dispersion de resultados mayor es la

precision y viceversa.

La variabilidad analitica debida a fluctuaciones aleatorias se cuantifica mediante
la desviacion tipica analitica, varianza, o coeficiente de variacidon analitico. Segun la
definicion de la Federacion Internacional de Quimica Clinica, la “imprecision” es la
desviacion tipica o el coeficiente de variaciéon de los resultados de un conjunto de
medidas repetidas. |dealmente la imprecision interdiaria de cualquier procedimiento
de medida deberia ser nula. Es importante establecer cual es la desviacion tipica
interdiaria maxima tolerable (denominada especificacion de calidad), de manera que
esta debe ser tal que permita diferenciar entre una variacion intraindividual fisiolégica
y una variacion intraindividual debida a algun estado patoldgico; también debiera
permitir la deteccion de variaciones fisioldgicas intraindividuales no descritas hasta el
momento (Fraser et al., 1992).
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La concordancia entre la medida obtenida a partir de un amplio numero de
resultados de la medicibn de una magnitud particular y su valor verdadero se
denomina “exactitud”; la exactitud es un concepto cualitativo, y no posee valor

numeérico.

La variabilidad analitica debida a variaciones sistematicas del procedimiento de
medida se cuantifica mediante el error sistematico, que se estima calculando la
diferencia entre la medida de un gran numero de mediciones repetidas y el valor

verdadero.

Nuestro grupo ha establecido las especificaciones de calidad para los
parametros seminales, segun diversos modelos propuestos por la Conferencia de
Estocolmo (Kenny et al., 1999), basadas en la variacién bioldgica (Alvarez et al.,
2003), basadas en el estado del arte (Castilla et al., 2005), y basadas en la opinién de

los clinicos (Aguilar et al., 2008; Clavero et al., 2014).

1.2.2.1 Control de calidad interno

Como hemos comentado, para poder confiar en que los productos del
laboratorio clinico cumplan los requisitos preestablecidos, es necesario realizar un
conjunto de acciones internas o externas conocido como “aseguramiento de la
calidad”. Estas acciones deben estar planificadas, deben realizarse sistematicamente
y deben ser demostrables. Las acciones internas consisten en la seleccién de los
procedimientos de medida y el control de los procedimientos, todo ello con el fin de
detectar y corregir las disconformidades que se hayan producido y, en ultima
instancia, decidir sobre la conformidad de los informes de laboratorio clinico. El
conjunto de estas acciones se conoce como control interno de la calidad (Fuentes y
Panadero, 1998).

El control de los resultados pretende, en primera instancia, detectar la
existencia de errores de medida superiores a los tolerables, pudiendo utilizarse
diferentes materiales (Tabla 3). A los resultados obtenidos de analizar estos
materiales se les aplicara diferentes técnicas estadisticas (graficas de Levy-Jennings,
graficas de Youden, sumas acumuladas o calculos de la media mensual de las

muestras de pacientes analizados).
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Tabla 3. Materiales con los que realizar el Control de Calidad Interno y Externo

en el analisis de semen.

Actividad

Control de Calidad

Interno

Control de Calidad

Externo

Concentracion espermatica

Semen crioconservado
Video
Suspension espermatica

Suspension bolitas latex

Semen crioconservado
Video
Suspension espermatica

Suspension bolitas latex

Movilidad espermatica

Semen crioconservado
Video

Semen crioconservado
Video

Morfologia espermatica

Semen crioconservado
Video

Portas tefiidos

Portas fijados

Fotos

Semen crioconservado
Video

Portas tefiidos

Portas fijados

Fotos

Vitalidad espermatica

Semen crioconservado
Video

Portas tenidos

Semen crioconservado
Video

Portas tenidos

Test hipoosmotico

Semen crioconservado
Video

Semen crioconservado
Video

Anticuerpos
antiespermatozoides

directo

Semen crioconservado
Video

Semen crioconservado
Video

Anticuerpos
antiespermatozoides

indirecto

Sueros

Sueros
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Otros aspectos claves del Control de Calidad Interno son: control de la
variabilidad interobservador, formacion de nuevo personal y la evaluacion de los
métodos (Fuentes y Panadero, 1998). Una parte importante del control interno es
controlar las diferencias interobservador y realizar reuniones para homogenizar
criterios, para que las diferencias entre los distintos técnicos sean minimas (Franken
et al., 2000; Bjorndahl et al., 2002; Franken et al., 2003).

La aplicacion de medidas de control de calidad interno, a nivel de observador,
cuando entra a formar parte de un equipo de trabajo un nuevo miembro, exigen que
este sea debidamente instruido y realice mediciones en paralelo con el resto del
equipo hasta conseguir que no existan desviaciones sistematicas. Por lo tanto, la
formacion del nuevo personal para llevar a cabo técnicas en un laboratorio de
andrologia constituye la piedra angular de la garantia de calidad. La curva de
aprendizaje es el esfuerzo requerido para adquirir la nueva habilidad en un periodo de
tiempo especifico. El tipo de curva (ascendente o gradual) depende de la dificultad
inherente de la técnica. El proceso de aprendizaje tiene que ser seguido de cerca,
documentado y estar aprobado por el director del laboratorio. Por lo tanto, es
importante establecer unos criterios de formacion y un umbral de rendimiento que
debe cumplirse con el fin de garantizar la experiencia necesaria para realizar los
procesos independientemente. Igualmente, es deseable que unas medidas de control
de calidad se apliquen con el fin de garantizar que dichos umbrales de rendimientos
se mantienen una vez alcanzados. Los diferentes niveles de habilidad descritos para
el analisis de semen serian: (1) comprension basica establecida, (2) capaz de trabajar
bajo supervisién, (3) permiso para trabajar sin supervision; y (4) capaces de formar a

otras personas.

1.2.2.2 Control de calidad externo

Los programas de evaluacion externa de la calidad mas conocidos son los
denominados tipo | (Fuentes y Panadero, 1998) basados en la participacion de
diversos laboratorios que miden, con los mismos o diferentes procedimientos de
medida, una o mas magnitudes en los mismos materiales de control, y en el que los
resultados obtenidos por un laboratorio son comparados con los resultados obtenidos
por el resto de los laboratorios participantes o expertos. Por tanto, permite conocer

como estan funcionando los procedimientos de medida de un determinado laboratorio
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en relacion a cémo funcionan en otros laboratorios. Por otra parte, los programas de
control de calidad entre laboratorios constituyen la base de la transferibilidad de los

resultados (Alvarez et al., 1989).

Los programas de evaluacion externa de la calidad suelen estar organizados
por fabricantes de materiales de control, organismos oficiales o0 sociedades
cientificas. La participacion es voluntaria, aunque en algunos paises la ley obliga a los
laboratorios a participar en un programa de evaluacion externa de la calidad y sus

resultados pueden ser inspeccionados oficialmente.

La participacion en un programa de evaluacion externa de la calidad facilita
informacion (andnima) cualitolégica en comparacion con otros laboratorios. Ademas,
se obtienen una serie de ventajas que van mas alld de la posibilidad de comparar
resultados de su propio laboratorio con el conjunto de los resultados de otros
laboratorios. Los programas con ensayos cuantitativos subdividiran a los participantes
en grupos de métodos o en grupos de instrumentos, y esto permite al participante
juzgar si esta “trabajando como la mayoria”. Estos datos informan al laboratorio sobre
las tendencias en diferentes métodos de medida. Otro aspecto importante de la
evaluacion externa de la calidad es su uso para finalidades de formacién. Por
ejemplo, el organizador del programa no sélo enviara muestras para analizar, sino
que también en determinados casos remitira el contexto clinico en el que los
resultados han de ser interpretados. Este sistema pone en juego no sélo la capacidad
del laboratorio de producir buenos resultados, sino también de interpretarlos frente a

valores de referencia y en el contexto de la problematica clinica (Burnett, 1998).

El manual de la OMS (2010) de analisis de semen hace diferentes apuntes
sobre dichos programas. Se recomienda que los programas de control de calidad
externo e interno se complementen. Que las muestras del control de calidad externo
se analicen de la misma manera que si fueran muestras de rutina, por lo que métodos
o técnicas de rutina que no puedan aplicarse a los materiales del control de calidad
externo no deben ser utilizados, ya que un método analitico que no puede ser
evaluado dificilmente alcanzara niveles adecuados de precision. En este sentido y
dado que la mayoria de programas de control de calidad externo europeos utilizan
para la evaluacion de la movilidad grabacién en disco versatil digital (DVD), se

recomienda por el Comité de Control de Calidad del Grupo de Interés Especial en

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



16 Introduccién

Andrologia (SIGA) de la ESHRE que el personal técnico del laboratorio de Andrologia
se acostumbre a la evaluacion rutinaria de la movilidad a través de monitores de
video (Bjorndahl et al., 2010).

Las muestras empleadas en los programas de control de calidad externo
deberan abarcar todo el rango clinico de los parametros seminales. En caso de
utilizarse pocas muestras en el programa de control de calidad externo deberan
utilizarse aquellas que tengan parametros préoximos a niveles de decision clinica (en
concentracién entre 3-30 mill/mL, en movilidad entre 10-40% de espermatozoides
moviles, y en morfologia entre 0-15% de formas normales). Dicho material debe

proceder de varones seronegativos para HIV y hepatitis.

En la Tabla 3 aparecen reflejados algunos ejemplos de con qué material realizar
el control de calidad externo. Todo este material tiene ventajas e inconvenientes. Asi,
la evaluacion de movilidad por DVD tiende a dar unos resultados muy optimistas
sobre la imprecision, que puede hacer que muchos laboratorios consideren
innecesario dos lecturas de la movilidad. EI semen congelado puede presentar
problemas a la hora de la homogeneizacion, y los portas tefiidos tienden a
decolorarse vy los fijados a deteriorarse. Por esto, el material debe analizarse lo antes

posible desde la recepcidn.

Distintos programas de control de calidad externo para el analisis de semen se
han puesto en practica por diversas Sociedades Cientificas en varios paises
europeos (por ejemplo QuaDeGA en Alemania, PNEEC en Reino y el programa de
EQA de la ESHRE). En Espafia, tras una experiencia piloto con 18 laboratorios, se
instaurd en 1999 el primer programa de control de calidad externo auspiciado por la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) dicho
programa esta coordinado por el Comité de Control de Calidad del SIGA-ESHRE y
organizado por laboratorio CEIFER de Granada. Actualmente, el material de dicho
programa es también distribuido al programa de evaluacién externa de la calidad de
la Asociacion Espanola de Farmacéuticos Analistas (AEFA) y de la Asociacion
Espanola de Biopatologia Médica (AEBM) y sus resultados procesados en conjunto
(Castilla et al., 2005). Siendo un programa de control de calidad externo tipo I, es
decir, consiste en analizar alicuotas de una misma muestra en diferentes laboratorios

dos veces al afo. El procesamiento de los resultados se realiza de forma anénima,
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introduciendo los datos por duplicado con verificacién de los mismos en la aplicacion
informatica encargada de su analisis estadistico. Todos los resultados se analizan por
técnica y método utilizado, calculandose media, desviacion estandar, coeficiente de
variacion, maximo, minimo y rango intercuartilico. Se descartan todos los valores que

sean + 3DS (Alvarez et al., 2005; Palacios et al., 2012).

En resumen, la participacion en programas de control de calidad externo,
permite a un laboratorio determinado comparar sus resultados con los del resto de los
grupos participantes o los resultados obtenidos por expertos (Palacios et al., 2012).
También permite la evaluacién y comparacion entre diferentes métodos dentro de un
mismo laboratorio, siendo por tanto, una herramienta clave en el aseguramiento de la

calidad analitica (Cooper et al., 1999).

1.2.3 Calidad de la fase post-analitica

Comprende todas las actividades, desde la obtencion del resultado de la
medicion de una magnitud, hasta su llegada al solicitante. El informe de los
resultados ha de ser claro y simple, y debe incluir la determinacion o actividad
realizada, y en el caso del analisis de semen, la unidad de medida y el limite inferior
de referencia. Los laboratorios deben tener personal que pueda asesorar a los
clinicos en la evaluacién e interpretacion de los resultados de las pruebas y técnicas
del laboratorio, y de la precision, exactitud y eficacia de los métodos utilizados. El
término “elaboracion de informes” incluye tanto el contenido del informe y la
validacién de los datos, como la informacion en si misma. Normalmente se describen

dos tipos de validacion: la técnica y la clinica.

En las rutinas administrativas es importante que, ademas de un correcto manejo
de los documentos, el laboratorio cuente con rutinas adecuadas para reaccionar a los
"valores de alarma" (azoospermia por ejemplo, en hombres con una concentraciéon
espermatica previa superior a los limites inferiores de referencia), asi como
procedimientos estandar para hacer frente a las quejas de los pacientes y clinicos.
Otro aspecto importante es controlar el tiempo entre la recogida de la muestra de

semen y la entrega del informe final al clinico que lo ha solicitado.
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1.3 Interpretacion del analisis de semen

Para que un analisis de semen sea clinicamente util, debemos asegurar la coherencia
biolégica y analitica de los resultados y tener presente determinadas limitaciones del
analisis de semen y sus valores de referencia. Para todo esto sera fundamental tener
presente diferentes aspectos antes (fase preanalitica), durante (fase analitica) y
después (fase postanalitica) de su realizacién, asi como la utilizacion de técnicas y

criterios reconocidos internacionalmente como los editados por la OMS.

1.3.1 Coherencia bioldgica

Se debe tener presente la eyaculacion fraccionada heterogénea del semen humano,
comentada anteriormente, y los factores clinicos que afectan a su calidad para
realizar interpretaciones fisiopatolégicas coherentes. Por tanto, cualquier resultado
que obtengamos de analizar una muestra incompleta no reflejara el total del
eyaculado, por lo que nunca deben analizarse muestras incompletas. Estas las
sospecharemos ante casos de una alta concentracion de espermatozoides y escaso
volumen, o ante bajos recuentos con escaso volumen con seminogramas normales

anteriores (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de coherencia biolégica en un analisis de semen.
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De igual manera deberemos interpretar una posible influencia negativa,
principalmente ante déficit de movilidad espermatica con analisis anteriores normales,

0 ante necrozoospermia totales, si existe:

¢ Retraso en la entrega de la muestra en laboratorio desde su recogida.
e Transporte y conservacién inadecuados de la muestra.

e Periodos de abstinencia prolongados.

¢ Recogida inadecuada: coitus interruptus.

e Posible contaminacion de la muestra con jabon, agua u orina.

Deberemos tener presente, para una adecuada coherencia bioldgica de
nuestro informe, si el paciente padece alguna patologia (anorquia, agenesia bilateral
de conductos deferentes, etc.) o ha sido sometido a alguna intervenciéon (vasectomia)
o ha estado expuesto a diferentes factores y farmacos, enfermedades sistémicas, etc.
(Mortimer et al., 2013).

1.3.2 Coherencia analitica

La obtencién de determinados resultados puede llevar a la imposibilidad de
valorar otras magnitudes del seminograma basico (Tabla 1). Por ejemplo, en caso de
azoospermia no podremos realizar analisis de movilidad o morfologia. En casos de
astenozoospermia no podremos realizar la determinacion de anticuerpos
antiespermatozoide, informando en estos casos estas pruebas como “no valorables”
(Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de coherencia analitica en un analisis de semen.
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En otras ocasiones determinados resultados deben resaltarse pues
condicionan la interpretacion del analisis de semen. Por ejemplo, la presencia de
agregaciones o aglutinaciones. Su presencia puede interferir en la valoracion de la
movilidad, ya que podriamos interpretar como no progresivo a un elevado numero de
espermatozoides progresivos que se encuentran capturados. De esta manera, si el
porcentaje de espermatozoides atrapados es mayor de 25%, la valoracién de la
motilidad se realizara exclusivamente con espermatozoides libres, debiéndose anotar

que porcentaje de espermatozoides se encuentran atrapados (Bjorndahl et al., 2010).

Si la muestra posee una viscosidad elevada pueden producirse “falsas
astenozoospermias”, ademas de valoraciones muy dispares. Si tal eventualidad se
solventa mediante la dilucion con medio, en el seminograma se debera anotar que la

valoracion se ha realizado con la muestra diluida.

A veces la obtencion de determinados resultados nos obligara a repetir
determinados procedimientos analiticos o nos invalidara el analisis de semen y nos
obligara a solicitar una nueva muestra. Por ejemplo, cuando el porcentaje de
espermatozoides moviles sea superior al porcentaje de espermatozoides vivos o la
suma de espermatozoides moviles totales sea mayor o menor que la suma de
espermatozoides progresivos y no progresivos. No pueden existir espermatozoides si

el volumen de semen es cero.

En funcion del resultado obtenido en el seminograma se distinguen las

patologias que se describen a continuacion.

e Aspermia: ausencia de semen (o eyaculacion retrégrada).

e Astenozoospermia: porcentaje de espermatozoides moviles progresivos por
debajo del limite inferior de referencia.

e Astenoteratozoospermia: porcentaje de espermatozoides moviles
progresivos y espermatozoides morfolégicamente normales por debajo del
limite inferior de referencia.

e Azoospermia: ausencia de espermatozoides en el eyaculado, definido como
el limite inferior de cuantificacién por el método de contaje utilizado.

e Criptozoospermia: ausencia de espermatozoides en la muestra en fresco y

presencia en el pellet tras centrifugado de la muestra.
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e Hemospermia: presencia de eritrocitos en el eyaculado (Hematospermia).

e Leucospermia: presencia de leucocitos en el eyaculado por encima del valor
umbral (Leucocitospermia, piospermia).

e Necrozoospermia: bajo porcentaje de espermatozoides vivos y alto
porcentaje de espermatozoides inmdéviles en el eyaculado.

e Normozoospermia: numero total de espermatozoides (o concentracion,
dependiendo del resultado reportado), porcentaje de espermatozoides moviles
progresivos y espermatozoides con morfologia normal igual o por encima del
limite inferior de referencia.

e Oligoastenozoospermia: numero total de espermatozoides (o concentracion,
dependiendo del resultado reportado) y porcentaje de espermatozoides
moviles progresivos por debajo del limite inferior de referencia.

e Oligoastenoteratozoospermia: numero total de espermatozoides (o
concentracién, dependiendo del resultado reportado), porcentaje de
espermatozoides moviles progresivos y espermatozoides con morfologia
normal por debajo del limite inferior de referencia.

e Oligoteratozoospermia: numero total de espermatozoides (o0 concentracion,
dependiendo del resultado reportado) y porcentaje de espermatozoides con
morfologia normal por debajo del limite inferior de referencia.

e Oligozoospermia: numero total de espermatozoides (o concentracion,
dependiendo del resultado reportado) por debajo del limite inferior de
referencia.

e Teratozoospermia: porcentaje de espermatozoides morfolégicamente

normales por debajo del limite inferior de referencia.

1.4 Evolucién de la calidad seminal

Los factores sociales, epidemiolégicos y ambientales parecen incidir sobre los
distintos parametros seminales, incluida la morfologia. La exposicion a factores
ambientales, tales como la presencia de pesticidas, insecticidas y metales pesados
repercutirian directamente sobre la espermatogénesis disminuyendo la calidad
seminal (Juul et al., 2014). De igual modo, el uso abusivo de drogas, alcohol,
medicamentos inadecuados, infecciones oportunistas de glandulas sexuales

masculinas y el estrés afectarian de forma negativa a la calidad seminal.
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Todos estos factores han hecho que sean numerosos los autores que han
descrito una evidente disminucién de la calidad seminal en las ultimas décadas
(Jargensen et al., 2011; Mendiola et al., 2013; Rolland et al., 2013) aunque otros, en
cambio, no la detecten (Fish et al., 1996; Thorup et al., 2010; Fisch y Braun, 2013).

Segun algunos autores la calidad seminal ha disminuido a lo largo de los
ultimos cincuenta afos en los paises industrializados (Carlsen et al., 1992; Swan et
al., 2000). Los estudios indican una disminucion significativa del 50% en la calidad
seminal de hombres sin problemas de fertilidad (Carlsen et al., 1992). Estos
resultados han sido muy discutidos dentro de la comunidad cientifica realizandose
diferentes intentos de volver a analizar los datos (Andersen et al., 2000; Swan et al.,
2000; Jouannet et al., 2001). Sin embargo, la cuestién de los cambios temporales en
la calidad seminal sigue siendo un tema controvertido, hay estudios que concluyen
que la calidad del semen no ha variado o que incluso ha aumentado en algunas
regiones (Jouannet et al., 2001). Sin embargo, otras investigaciones encontraron un
deterioro de la calidad seminal en hombres jévenes de la poblacion general en el
norte (Andersen et al., 2000; Jgrgensen et al., 2002) y sur de Europa (Fernandez et
al., 2012; Mendiola et al., 2013). Aproximadamente el 20% de los hombres jovenes
de varios paises europeos tenian una concentracién espermatica por debajo del nivel
de referencia de la OMS y el 40% de los hombres tenia una concentracion de
espermatozoides por debajo del nivel que se ha asociado con la prolongaciéon del
tiempo hasta el embarazo (40x10%spz/ml) (Bonde et al., 1998; Geoffroy-Siraudin et
al., 2012). Recientemente se ha descrito un declive de la calidad seminal en paises
de casi todos los continentes; Africa (Feki et al., 2009), Asia (Dama y Rajender, 2012;
Haimov-Kochman et al., 2012), Europa (Geoffroy-Siraudin et al., 2012), Oceania
(Shine et al., 2008). Estas tendencias en la calidad seminal también pueden tener
implicaciones mas amplias para la salud en general, ya que los hombres con baja
calidad seminal parecen tener aumentadas las tasas de mortalidad teniendo también

una menor esperanza de vida (Jensen et al., 2009).

Estudios realizados en todo el mundo sobre hombres fértiles utilizando
protocolos estandarizados han demostrado diferencias regionales significativas en la
calidad seminal (Jargensen et al., 2001; Swan et al., 2003; Iwamoto et al., 2006). Los
hombres finlandeses tienen una concentracion espermatica un 35% mayor que los

varones daneses, siendo estos ultimos los que peores resultados mostraron en
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cuanto a concentracion espermatica y recuento total de espermatozoides seguidos de
los escoceses y lo franceses (Jagrgensen et al., 2001). No se encontraron diferencias
regionales similares en la calidad del semen de hombres fértiles de diferentes
ciudades de Estados Unidos (Swan et al., 2003). También se encontré que los
japoneses fértiles tenian una concentracion espermatica del mismo bajo nivel que los
hombres daneses (lwamoto et al., 2006), teniendo los hombres de Singapur
concentraciones aun mas bajas (Chia et al., 1998). Las razones de estas diferencias
geograficas significativas en la calidad seminal son en gran parte desconocidas y
deben seguir siendo examinadas. Se han observado diferencias regionales similares
en otros trastornos del sistema reproductor masculino, incluyendo cancer testicular de
células germinales (TGC) y malformaciones congénitas del tracto reproductor
masculino (Skakkebaek et al., 2001).

1.5 Estilo de vida y calidad seminal

Durante los ultimos 50 afios se han producido grandes cambios en el estilo de
vida occidental. Un estudio inicial por Laven et al. (1988) sugirié que los habitos de
vida podian desempenar un papel clave en la calidad del semen. El estilo de vida
contribuiria a las tendencias negativas observadas en la salud reproductiva

masculina. Los factores socio-psico-conductuales mas estudiados son los siguientes:

indice de masa corpora (IMC): La obesidad esta alcanzando proporciones
epidémicas en todo el mundo (Mokdad et al., 2001; Caballero, 2007). Varios estudios
en hombres de la poblacion general y en hombres infértiles (Koloszar et al., 2005;
Magnusdottir et al., 2005; Kort et al., 2006; Hammoud et al., 2008; Martini et al., 2010;
Sermondade et al., 2013) han demostrado que la obesidad masculina se asocia con
una reduccion de la calidad seminal. Ademas el bajo indice de masa corporal
también se asocia con una reduccion de la calidad del semen (Jensen et al., 2004a).
Sin embargo, otros estudios indican que el indice de masa corporal no tiene un efecto
significativo sobre la calidad seminal (Li et al., 2011). Recientemente, un estudio
multicéntrico realizado a 330 pacientes infértiles ha asociado la obesidad con un
mayor riesgo de dafo en el ADN espermatico (Dupont et al., 2013) en discordancia
con Eisenberg et al. (2014), que solo encuentra asociaciones negativas para el

volumen y el recuento espermatico.
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Tabaco: Son numerosos los estudios que han observado un deterioro de la
calidad seminal producida por el tabaquismo (Shen et al., 1997; Segerie et al., 2000;
Gour et al., 2010; Li et al., 2011; Yu et al., 2013). Un meta-analisis publicado en 1994
sobre la base de 20 estudios (Vine et al., 1994) encontré que los fumadores tuvieron
una reduccién significativa en la concentracion espermatica y un estudio danés en
hombres de la poblacion general observd una relacion dosis-respuesta entre el
tabaquismo y la movilidad de los espermatozoides y el recuento total de
espermatozoides (Ramlau-Hamsen et al., 2007a). Curiosamente, el tabaquismo
materno durante el embarazo tiene un impacto negativo muy pronunciado en la
calidad seminal en la descendencia lo que indica que la exposicion prenatal también
es importante (Storgaard et al., 2003; Jensen et al., 2004b; Ramlau-Hamsen et al.,
2007b). Se ha demostrado en algunos estudios que el tabaquismo materno durante el
embarazo aumenta el riesgo de hipospadias (Brouwers et al., 2007) y criptorquidias
(Thorup et al., 2006; Jensen et al.,, 2007) en la descendencia masculina. Por otro
lado, un meta-analisis ha demostrado que el tabaquismo materno durante el
embarazo no se asocia con un mayor riesgo de cancer testicular de células
germinales (TGC) en los hijos (Tuomisto et al., 2004). Sin embargo, el considerable
aumento de la prevalencia del tabaquismo entre las mujeres jévenes en la mayoria de
los paises europeos en los ultimos afos sélo puede agravar la incidencia de los
problemas reproductivos masculinos si estas mujeres continuan fumando durante el

embarazo.

El tabaquismo pasivo es factor de riesgo para la concentracion espermatica y
el recuento total de espermatozoides (Wu et al., 2004). Fumar cigarrillos reduce la
produccion de esperma y aumenta el estrés oxidativo, el dafio en el ADN y los niveles
de peroxidacion lipidica (Linschooten et al.,, 2011; Fariello et al., 2012). Los
espermatozoides de los fumadores tienen reducida su capacidad de fecundacién vy
sus embriones muestran tasas de implantacion mas bajas (Soares y Melo, 2008). El
tabaquismo masculino se ha asociado con una disminucién significativa de las tasas
de nacidos vivos, incluso después de ajustar por factores de confusion (Fuentes et
al., 2010). Estudios in vitro con extracto de humo de cigarrillo revelaron la supresion
de la movilidad de los espermatozoides en una concentracién y tiempo dependiente,
asi como un aumento del numero de espermatozoides con bajo potencial de
membrana mitocondrial (Calogero et al., 2009). Ademas, el extracto de humo de

cigarrillo tiene efectos perjudiciales sobre la condensacion de la cromatina y la
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apoptosis, el aumento del numero de espermatozoides con externalizacion
fosfatidilserina (una sefal apoptética temprana) y ADN fragmentado (una sefial

apoptaética tardia) (Calogero et al., 2009).

También se han establecido los efectos adversos de la nicotina sobre la
sexualidad. Puede causar disfuncion sexual debido a los cambios de arteriosclerosis
en los vasos del pene, y el consiguiente desarrollo de la disfuncion eréctil. La nicotina
también puede empeorar la infertilidad debido a otras causas (el llamado "efecto de
co-factor”) donde fumar puede exacerbar la acciéon de un varicocele (Peng et al.,
1990).

Alcohol: Existen discrepancias en cuanto a los efectos del alcohol en la
fertilidad masculina. Mientras que diferentes trabajos no han podido demostrar una
reducciéon de la calidad seminal en varones en relacion con un consumo moderado y
excesivo de alcohol (Jensen et al., 1998; Li et al., 2009; Povey et al., 2012; Jensen et
al., 2014), otros autores han identificado el consumo de alcohol como factor de

riesgo significativo para la calidad seminal (Gaur et al., 2010; Li et al., 2011).

Ademas el efecto conjunto de la bebida y el tabaco tiene un efecto significativo
sobre la calidad seminal, bebedores que también eran fumadores tuvieron una
reduccion significativa en la concentracion espermatica y la movilidad de los

espermatozoides en comparacion con los que solo fumaban (Martini et al., 2004).

Cafeina: No se ha demostrado que el consumo de café tenga efectos
significativos sobre la calidad seminal (Ramlau-Hansen, 2008; Li et al., 2011), ni
parece afectar a la fertilizacion, embarazo y recién nacido vivo en lo que respecta al
espermatozoide (Klonoff-Cohen et al., 2002). Los estudios publicados sobre el efecto
de la cafeina en la fragmentacién del DNA de los espermatozoides son limitados y
contradictorios (Peck, 2010).

Teina: ElI consumo de té es factor protector para la movilidad espermatica

progresiva (Wu et al., 2004).

Marihuana: El uso de drogas ilicitas es una causa bien establecida de

infertilidad masculina, la marihuana es una de las drogas mas utilizadas (Fronczak et
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al.,, 2012). A-9-tetrahidrocannabinol (THC), el cannabinoide psicoactivo en la
marihuana, reduce la secrecion de gonadotropinas, en particular de LH (Smith y
Asche, 1987), deprime la secrecion de testosterona por el testiculo (Kolodny et al.,
1974) y el recuento de espermatozoides disminuye como consecuencia. EI THC
reduce notablemente la movilidad progresiva en los espermatozoides humanos, asi
como su capacidad para someterse a la reaccion acrosomica (Whan et al., 2006). En
ratones, el THC atenua la movilidad del esperma y la fecundidad masculina (Morgan
et al.,, 2012). Recientemente se ha encontrado una asociacion negativa entre el

consumo de cannabis y la morfologia espermatica (Pacey et al., 2014).

Opiaceos: Los opiaceos, como la heroina y la morfina, son otra causa
indirecta de la reduccion de gonadotropinas. ElI consumo de opiaceos de forma legal
es limitado en dosis y en duracién, que se limita a un periodo post-operatorio o para
pacientes terminales. El uso prolongado de opiaceos suele ser darse en adictos a la
heroina. Se ha observado una alteracion en el numero, movilidad y morfologia de los
espermatozoides en adictos y ex adictos a heroina (Singer et al., 1986). Grandes
dosis de opiaceos tienen un efecto anti-dopamina y elevan el nivel de prolactina en
suero, que a su vez reduce la secrecion de LH (Torre y Falorni, 2007) y por lo tanto el
nivel de la secrecion de testosterona; un efecto similar se puede observar en los
usuarios de marihuana. Dado que el nivel de testosterona se puede normalizar
mediante la administracion de hCG se deduce que los opiaceos no tienen ningun

efecto directo sobre el propio testiculo.

Cocaina: La cocaina es un estimulante del sistema nervioso central y, en
dosis moderadas, suprime tanto la LH como la prolactina sérica. No hay estudios
importantes sobre los efectos de la cocaina sobre la reproduccion humana, pero se
ha sugerido que los recuentos de espermatozoides anormales son significativamente
mas comunes entre los consumidores de cocaina que entre los no usuarios (Bracken
et al., 1990).

Esteroides anabolizantes: Los esteroides anabolizantes que suelen
emplearse en culturismo para estimular el crecimiento de la masa muscular tienen
graves efectos dafinos en la fertilidad masculina, ya que retroinhiben casi totalmente
el eje hipotalamico-hipofisario-gonadal, reduciendo drasticamente la produccion de

FSH y LH. Este descenso hormonal acaba convirtiéndose en hipogonadismo,

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



Introduccién 29

disfuncion eréctil por falta de Testosterona y descenso en la densidad espermatica
(Buffum, 1983).

La infertilidad después del abuso de esteroides anabolizantes se presenta
comunmente como oligozoospermia o azoospermia, asociada con anormalidades en
la movilidad y morfologia espermaticas (Dohle et al., 2003). Segun la mayoria
estudios, la produccion espermatica suele volver a la normalidad a los 3-4 meses
después de interrumpirse el tratamiento con esteroides anabolizantes (Turek et al.,
1995), aunque se han visto casos de azoospermia continuada durante casi un afo

después de suspender al tratamiento (Hirst, 1998; Monoski et al, 2002).

Edad: En la literatura, los estudios que evaluan la asociacion de la edad con
los distintos parametros seminales presentan resultados controvertidos. Mientras que
algunos autores asocian el aumento de la edad masculina con una disminucion en el
volumen de semen, pero no con el resto de parametros seminales (Kidd et al., 2001;
Balasch, 2010; Dain et al., 2011), otros autores encuentran esta asociacion negativa
de la edad sobre la movilidad espermatica (Sloter et al., 2006) y la morfologia (Gao et
al., 2007; Cocuzza et al., 2008). Li et al. (2011) identifican la edad avanzada como

factor de riesgo significativo para la calidad seminal.

Estrés: El estrés es uno de los problemas sanitarios y sociales mas
importantes. Es responsable de varias enfermedades y desempefia un papel
perjudicial en la fertilidad. A menudo trastornos psicolégicos se han sugerido como
causa de infertilidad inexplicada (Hjollund et al., 1999; Sheiner et al.,
2002). Greil (1997) informé acerca de la asociacion entre los factores psicolégicos y
la infertilidad, lo que supuso el indicio de que el estrés puede ser un factor causal en
la infertilidad. Algunos estudios indican que no existe una asociacién significativa
entre el estrés y la calidad del semen (Auger et al., 2001; Hjollund et al., 2004) en
cambio otro estudio identifica el estrés psicolégico como factor de riesgo significativo

para la calidad seminal (Li et al., 2011).

Calor: Mientras que no hay efectos adversos establecidos de la exposicion al
frio sobre el testiculo o el epididimo hasta que se produce la congelacién, hace
tiempo que se sabe que el calor provoca efectos negativos sobre la

espermatogénesis y la espermiogénesis de modo que la aplicacion de calor al escroto
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reduce la calidad seminal (Goldstein y Eid, 1989). Esta exposicién se puede producir
por el uso de mantas (Wu et al., 2004), pantalones ajustados (Zhu et al., 2005),
calzoncillos ajustados (Parazzini et al., 1995) entre otros. El uso de los ordenadores
portatiles produce un calentamiento escrotal con una consecuente reduccién del
recuento espermatico, aunque parte del efecto se puede atribuir a periodos
prolongados sentados con las piernas juntas, (Sheynkin et al., 2011) al haberse

observado resultados similares en conductores de larga distancia (Bujan et al., 2000).

Actividad fisica: la actividad fisica influye en la calidad seminal de distinta
forma segun la intensidad y la duracion de esta (Vaamonde et al., 2009). De modo
que el sedentarismo es un factor de riesgo para la concentracion espermatica (Wu et
al., 2004). Los hombres fisicamente activos tienen mejor calidad seminal que los
hombres sendentarios (Vaamonde et al., 2012) resultando la actividad fisica intensiva
perjudicial para la calidad seminal (Jensen et al., 1995; Vaamonde et al., 2006) Otros
autores sugieren que la actividad fisica no es perjudicial para la funcion testicular de
los jévenes del sur de espafa (Minguez-Alarcon et al., 2014) siendo los jévenes que
realizan una actividad fisica moderada y que menos horas de televisién consumen al

dia, los que mejor calidad seminal tienen (Gaskins et al., 2013).

Teléfono mévil y Wifi: Las radiaciones emitidas por los teléfonos moviles y
Wifi alteran la calidad seminal. Un metananalisis publicado recientemente encontré
una asociacion negativa entre el uso del mévil y la calidad seminal (Dama et al.,
2013). Ademas el uso de portatiles con wifi se ha relacionado con una disminucion de

la calidad seminal (Avendano et al., 2012).

Dieta: Los problemas de alimentaciéon pueden deberse a desnutricién o déficit
de alimentos, que no es lo habitual en nuestro entorno, o a sobrealimentacién o
dietas desequilibradas. Diversos estudios han evaluado el impacto de diferentes
alimentos, cada vez mas consumidos, en la calidad seminal. De este modo, el
consumo de bebidas azucaradas en hombres jévenes sanos se ha asociado con una
disminucién en la movilidad espermatica (Chiu et al., 2014), el consumo de carne
procesada se ha asociado con una disminucién del recuento espermatico (Afeiche et
al., 2014), asi como el consumo de grasa trans (Attaman et al., 2012; Chavarro et al.,
2014). El consumo de lacteos se ha relacionado con una disminucién en la calidad

seminal (Mendiola et al., 2009; Eslamian et al., 2012) y en particular con el declive de
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la movilidad progresiva y la morfologia espermatica (Afeiche et al., 2013). Por otro
lado los antioxidantes pueden tener un impacto positivo en la calidad espermatica
(Keskes-Ammar et al.,, 2003; Omu et al.,, 2008). Por ejemplo, los carotenoides
dietéticos se asocian con un aumento en la movilidad espermatica y los licopenos con
la morfologia (Zareba et al., 2013). Por otro lado algunos estudios sugieren que la
mala calidad seminal podria estar asociada con una menor ingesta de hidratos de
carbono, fibra, acido folico, vitamina C y licopeno y una mayor ingesta de proteinas y
grasa total. En general, una baja ingesta de nutrientes antioxidantes parece tener un
efecto negativo en la calidad del semen en hombres que acuden a clinicas de
infertilidad (Mendiola et al., 2010).

El efecto conjunto de estos factores merece estudios adicionales. Por ejemplo,
el estrés psicologico puede afectar la calidad del semen indirectamente mediante el
aumento de la utilizacion de sustancias como el alcohol y el tabaco (Istvan et al.,
1986).

1.6 Factores ambientales y calidad seminal

Dentro de los factores medioambientales, deberiamos distinguir tres grupos:
factores fisicos (temperatura, luz, radiaciones ionizantes, campos electromagnéticos
de alta frecuencia), caracteristicas sociodemograficas y/o antropométricas
(residencia, ocupacion, habitos) y factores medioambientales de naturaleza quimica
(contaminantes quimicos como pesticidas, componentes de cosméticos, disolventes,

plasticos, metales pesados, etc).

1.6.1 Disruptores endocrinos

Se estima en mas de 100.000 las sustancias quimicas producidas por el
hombre desde el inicio de la revolucion industrial, fendbmeno que no tiene parangon
en la naturaleza. Fue a partir de los afnos cuarenta cuando comenzé la produccion
masiva de compuestos sintetizados por el hombre y la liberacién medioambiental de
muchos de ellos, de tal manera que se establece una media de 2.000 sustancias
quimicas nuevas las que se incorporan anualmente al censo de sustancias derivadas
de la actividad humana. El hombre y su entorno resultan, pues, faciimente expuestos
a estos compuestos tanto desde el momento de su fabricacién como a través de los

procesos de distribucion, uso y degradacion final. La exposicién ocurre porque estas
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sustancias quimicas forman parte de la forma de vida actual y tiene lugar, ya sea, de
forma conocida y programada, o bien como consecuencia de un proceso no

intencionado, accidental o simplemente inadvertido (SACO 100EN, 1998).

1.6.1.1 Historiay definicion

Las alteraciones sobre la salud animal que han sido detectadas tras la
exposicion en distintas especies de animales (peces, reptiles, pajaros, mamiferos) e
incluso en el hombre, a determinadas sustancias quimicas de sintesis, incluyen de
forma sorprendente enfermedades hormono-dependientes entre las que se
encuentran: disfunciones tiroideas, alteraciones en el crecimiento, anomalias del
comportamiento, alteraciones metabdlicas evidentes desde el nacimiento,
desmasculinizacion, feminizacion y alteraciones del sistema inmune, e incluso
incremento en la incidencia de diferentes tipos de cancer, ademas del aumento en la
incidencia de problemas relacionados con el tracto reproductor masculino,
disminucién de la fertilidad, y la pérdida en la eficacia del apareamiento (Colborn et
al., 1993; OMS, 2013).

La hipdtesis patogénica subyacente explica que algunas de estas sustancias
quimicas se comportan como hormonas, alterando la homeostasis normal del sistema
endocrino, o lo que es lo mismo, produciendo un desequilibrio en el balance de
estrogenos, androgenos, progestagenos, u hormonas tiroideas, a través de
mecanismos de accién diversos (Miller y Sharpe, 1998). Aunque cualquier sistema
hormonal es susceptible de ser dafiado, lo cierto es que los primeros compuestos
exdgenos o0 xenobiodticos identificados se comportaban como estrogenos o
androgenos, es decir, interfiriendo con las hormonas sexuales, ya sea imitando,
alterando o bloqueando su acciéon. De ahi que la informacion existente relativa a los
xenoestrogenos o xenoandrogenos sea cualitativa y cuantitativamente mas
importante que para otros xenobiéticos hormonales (Olea y Olea-Serrano, 1996). Por
otra parte, la potencia hormonal de estos compuestos es muy variable y abarca
desde mimetizadores tan potentes como el mismo estradiol a débiles agonistas que
tan solo tienen actividad parcial y a muy altas concentraciones (Olea y Olea Serrano,
1996; Olea et al., 1999).

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



Introduccién 33

La idea de que estas sustancias con actividad hormonal puedan tener un
efecto adverso sobre la salud humana y animal no es un tema nuevo. A comienzos
de los afios 60, Raquel Carson (Carson, 1962) ya advirti6 que ciertos productos
quimicos de sintesis utilizados para el control de las plagas agricolas se habian
difundido de tal manera por todo el planeta que estaban afectando al equilibrio entre
las especies. Carson no sélo describié el modo en el que la naturaleza se estaba
impregnando con estos productos sino que, ademas, puso en evidencia como estas
sustancias se iban acumulando en los organismos vivos, advirtiendo que los efectos
no se manifestaban necesariamente de forma inmediata y/o drastica, sino que
permanecian latentes durante afos expresandose de forma tardia incluso en

generaciones posteriores.

Las observaciones experimentales, los estudios en distintas especies animales
y los datos de laboratorio no han hecho mas que incrementar la preocupacion por
estos hechos, lo que ha motivado la celebracién de varias conferencias “Estrogens in
the Environment” en el Instituto Nacional de Salud y Medio Ambiente americano
(NIEHS, 1997), dénde se definio el término disruptor endocrino (Endocrine Disrupting
Chemicals / EDCs). Recientemente, la Organizacién Mundial de la Salud ha
actualizado el conocimiento cientifico sobre los compuestos quimicos-disruptores
endocrinos (EDCs), definidos como sustancias capaces de alterar el equilibrio
hormonal y el desarrollo embrionario y provocar efectos adversos sobre la salud de
un organismo vivo o de su descendencia (OMS, 2013). El término EDCs engloba un
grupo de sustancias quimicas de muy diferente origen y estructura que se sintetizaron
para cumplir funciones muy diversas (Olea et al., 2002). Algunos, una vez que son
liberados al medioambiente, pueden acumularse en el organismo por ser lipofilicos y
resistentes a la degradacién, persistiendo en tejidos grasos; se trata de compuestos
bien conocidos por su capacidad para acumularse y persistir en las cadenas tréficas,
como es el caso de los conocidos y caracterizados POPs o contaminantes organicos
persistentes, sobre los que se han establecido medidas de control adecuadas (Porta
et al., 2002; 2006). Otros acceden al organismo de forma diaria y cotidiana, son
rapidamente excretados (pseudo-persistentes), y contribuyen igualmente a la dosis
interna (Olea et al., 2002). En algunas ocasiones se trata de compuestos a los que
los test habituales de toxicidad no habian atribuido efecto importante alguno.
Ademas, muchos de ellos presentan gran estabilidad e inercia para reaccionar

quimicamente, por lo que reunen caracteristicas Optimas para haber sido, y ser
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empleados, en grandes cantidades y con gran libertad sin proteccién medio ambiental

especial.

Los efectos hormonales de los disruptores endocrinos pueden ser debidos a
que: 1) mimetizan los efectos de hormonas enddégenas, 2) antagonizan la accion
normal de las hormonas, 3) alteran el patrén de sintesis y metabolismo de hormonas
naturales, y/o 4) modifican los niveles de los receptores hormonales (Fernandez et
al., 1998; Olea et al., 2002).

1.6.1.2 Caracteristicas particulares

Se ha sugerido que los disruptores endocrinos presentan caracteristicas
particulares que los hacen distintos a otros tdoxicos medio ambientales y que
condicionan cualquier aproximaciéon a la relacion de causalidad buscada entre
exposicion y enfermedad (Colborn et al., 1993; Fernandez y Olea, 2014). Esta forma

especial de toxicidad deriva de que:

1. El momento de la exposicion es decisivo para determinar el caracter, la
gravedad y la evolucion posterior del efecto. Los efectos son distintos sobre el
embrion, el feto, el organismo perinatal o el adulto. Si actuan durante un periodo
critico de especial vulnerabilidad, como por ejemplo en los estadios tempranos de la
vida, caracterizados por una rapida diferenciacién celular y organogénesis, producen,

generalmente, lesiones irreversibles.

2. Los efectos pueden no aparecer en el momento de la exposicion. Las
consecuencias se manifiestan con mayor frecuencia en la progenie que en el
progenitor expuesto. La exposicidn embrionaria puede tener consecuencias que no
son evidentes hasta la madurez del individuo. El desarrollo anormal no se expresa
necesariamente en el nacimiento; sus efectos pueden permanecer latentes durante

afos o hacerse patentes en la descendencia en lugar de en los individuos expuestos.

3. No existe un umbral de concentracion preciso para el desarrollo del
efecto toxicologico, o al menos, ese nivel de concentracién es muy inferior al
reconocido como limite de seguridad para otros aspectos toxicoldgicos distintos de la

disrupcioén endocrina.
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4. Es posible la accién combinada de los disruptores, produciendo efectos
paraddjicos, ya sean sinérgicos, antagdénicos o simplemente aditivos al actuar
conjuntamente. Asi, en modelos experimentales de laboratorio, los efectos de los
disruptores endocrinos ocurren tanto cuando los animales se exponen a concentraciones
individuales, a veces muy por encima de las que generalmente el hombre esta expuesto,
como al exponerlos a mezclas de compuestos en los que la dosis individual de cada
sustancia no produce ningun efecto (Christiansen et al., 2008; Sharpe, 2008). Este ultimo
modelo experimental es posiblemente el mas apropiado, ya que el hombre esta expuesto
a una mezcla compleja de compuestos quimicos contaminantes ambientales (Lopez-
Espinosa et al., 2007; Carrefio et al., 2007), pudiéndose asumir que los efectos
combinados (aditivos, sinérgicos y/o antagdnicos) pueden igualmente ocurrir en la vida
real. Si este fuera el caso, la complejidad para identificar los agentes causantes o

desencadenantes del efecto seria una tarea muy compleja.

1.6.2. Sindrome de disgenesia gonadal

En 2001, el equipo liderado por el profesor Niels Skakkebaek publicaba un
articulo en la revista Human Reproduction en el que se revisaba de forma
pormenorizada las pruebas que sugerian que una serie de alteraciones de la salud
reproductiva tenian, como base pato-fisioldgica comun, cambios que ocurrian durante
el desarrollo fetal del testiculo. Asi, sugerian que el incremento en la incidencia de
cancer de testiculo (Adami et al., 1994), la pobre calidad seminal y el descenso en el
recuento espermatico en algunas regiones del mundo (Carlsen et al., 1992), el
incremento en la frecuencia de criptorquidias e hipospadias (Paulozzi et al., 1997),
junto con el aparente crecimiento en la demanda de reproduccién asistida, no eran
mas que signos de un problema de salud, con una base comun, al que denominaron
Sindrome de Disgenesia Testicular (TDS). La hipotesis patogénica de Skakkebaek y
colaboradores propone que durante la etapa fetal de desarrollo del tracto
reproductivo, variaciones sutiles de los niveles hormonales pueden dar lugar a
lesiones que conducen a disfunciéon organica y, en ultima instancia, a enfermedad
clinica. La hipétesis incluye como principal causa etiolégica a los factores ambientales
y al estilo de vida, que determinan la exposicion a sustancias quimicas contaminantes
ambientales con actividad hormonal. Estos factores exdgenos tienen un mayor peso
en la asociaciéon causal que otros factores enddgenos o de base genética. Esto no

excluye, no obstante, la predisposicion particular del individuo relacionada con la
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presencia de polimorfismos genéticos especificos, potencien el papel de los factores
ambientales (Nef et al., 2000; Skakkebaek et al., 2001) (Figura 3).
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Figura 3. Representacién esquematica de las conexiones entre el desarrollo
testicular y la manifestacion clinica del sindrome de disgenesia testicular y su
comparacion con las patologias inducidas in utero tras la administracion de
DBP (dibutil ftalato) (adaptado de Fisher et al., 2004):

FACTORES MEDIOAMBIENTALES EFECTOS GENETICOS/POLIMORFISMOS
(DISRUPTORES ENDOCRINOS)
DISMINUCION DE LOS NIVELES DE
ANDROGENOS
DESARROLLO TESTICULAR ANOMALO
~ ~
. DEFICIENCIA DE
FALLO DE DIFERENCIACION ANDROGENOS
EN CELULAS GERMINALES /

ALTERACION EN LA FUNCION Y

ALTERACION EN LA FUNCION Y h
DIFERENCIACION DE CELULAS DE LEYDIG

DIFERENCIACION DE CELULAS DE SERTOLI

SINDROME DE DISGENESIA TESTICULAR

/ N\

RATONES EXPUESTOS A
HUMANOS FTALATOS
~ESPERMATOGENESIS DEFICIENTE -ESPERMATOGENESIS DEFICIENTE
-CRIPTORQUIDIA -CRIPTORQUIDIA
-HIPOSPADIA -HIPOSPADIA
-TUMORES DE CELULAS GERMINALES -TUMORES DE CELULAS GERMINALES
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Datos de investigacién basica, clinica y epidemiolégica sugieren que en el
origen de las patologias anteriormente citadas puede encontrarse una alteracion
importante en la diferenciacion de las células germinales que afectaria a la
funcionalidad de las células de Sertoli y de Leydig (Rajpert-De Meyts et al., 2000). En
la hipdtesis patogénica tanto los factores ambientales, entre los que se incluyen las
sustancias quimicas contaminantes ambientales con actividad hormonal (disruptores
endocrinos), como algunos defectos genéticos, afectan a la funcionalidad de las
células de Sertoli o de Leydig (Rajpert-De Meyts et al., 2000). En el primero de los
casos, una funcién celular de Sertoli alterada da lugar a una alteracion importante de
la diferenciacion de las células germinales que en ultima instancia se manifiesta
clinicamente ya sea como pobre calidad seminal o mediante la transformacién
maligna hacia cancer testicular. En la otra via, la disminucion de la funcién de las
células de Leydig trae consigo una insuficiencia androgénica que se manifiesta
clinicamente como hipospadias y/o criptorquidia. En el origen de estos cuadros esta,
por tanto, un unico proceso, el sindrome de disgenesia testicular como causa de este

abanico de enfermedades.

Para afadir mas complejidad al enunciado patogénico, se establecen
relaciones de conexion entre las dos grandes vias (Sertoli y Leydig) y se propone que
la expresion de los sintomas clinicos variara con la severidad del sindrome, de tal
manera que algunos individuos presentaran mas patologia que otros, pero siempre
dentro del ambito del cuadro descrito. Mientras que en los casos mas leves tan solo
es apreciable un problema en calidad y cantidad de produccidon espermatica y el
riesgo de cancer testicular es minimo, en los casos mas severos junto a las
alteraciones a la espermatogénesis, apareceran alteraciones en el descenso

testicular y una mayor probabilidad de cancer de testiculo.

En palabras de Skakkebaek (2001), la hipotesis de causalidad de las
hormonas medioambientales o disruptores endocrinos es relevante y plausible y se
apoya en observaciones clinicas tan importantes como la experiencia humana con el
farmaco dietilestilbestrol (DES) o las alteraciones en hijos de trabajadores
profesionalmente expuestos a algunos pesticidas clasificados, hoy dia, como
xenohormonas (Newbold y McLachlan, 1985). El hecho de que estemos asistiendo a
un incremento importante de estas patologias en determinadas areas geograficas y

que estos cambios estén ocurriendo en el curso de unas pocas generaciones orienta
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sobre la busqueda de causas ambientales actuando (Toppari et al., 1996), quizas,
sobre un fondo de predisposicion genética que implicaria alguna forma de
susceptibilidad individual (Nef et al., 2000).

La experimentacion animal ha servido para demostrar que los animales de
laboratorio expuestos en utero o perinatalmente a estrégenos exégenos como DES,
etinilestradiol o bisfenol-A y anti-androgenos como flutamida, vinclozolina y DDE
(Kelce et al., 1997) desarrollan hipospadias, no descenso testicular y baja cuenta
espermatica y, en los casos mas extremos, condiciones intersexuales, tumores de
Leydig y teratomas (Newbold y McLachlan, 1985; Walker et al., 1990).
Afortunadamente, con la excepcion de los tumores germinales para los cuales no hay
modelos de experimentacion animal adecuados, el resto de las situaciones clinicas
pueden ser producidas en el modelo animal adecuado tras la exposicién a los
compuestos quimicos apropiados. A este respecto, dos hechos son de especial
consideracion: i) la observacion de que de que en los animales de experimentacion el
impacto de los tratamientos se presenta como un sindrome complejo, presentando
mayor o menor severidad en cada uno de sus manifestaciones clinicas; ii) aunque los
sintomas clinicos se manifiestan post-natalmente, la causa de base tiene caracter

irreversible y esta relacionada con la disgenesia testicular durante el desarrollo fetal.

Desde la perspectiva de la clinica humana, uno de los hechos mas relevantes
es que bajo la luz de la hipétesis del sindrome de disgenesia testicular una gran parte
de los problemas derivados tienen un origen pre o perinatal. De hecho esta
particularidad es evidente y universalmente aceptada para aquellas enfermedades
diagnosticadas en el momento del nacimiento (hipospadias y criptorquidia), pero de
menor claridad para el caso del cancer testicular. Gran parte de la actividad cientifica
del grupo danés durante los ultimos veinte anos, se centré en la propuesta de que el
cancer testicular tiene origen en las anomalias celulares que se producen durante el

desarrollo fetal intrauterino (Giwercman et al., 2006).

Destaca, en la propuesta de un origen prenatal de los cuadros clinicos de
referencia, la evidencia existente en lo que respecta a la calidad seminal. Se han
sugerido tres razones de diferente significacion: i) la relacién directa entre calidad
seminal y numero de células de Sertoli, siendo éste determinado durante la vida fetal

y, en cualquier caso, con anterioridad a la pubertad; ii) la ocurrencia de baja
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contaminacion espermatica en casos de enfermedades de claro origen intrauterino y
perinatal como hipospadias y criptorquidia; iii) la indicacién epidemiologica de que la

calidad seminal tiene una clara asociacion con cohortes de nacimiento.

La hipétesis de una asociacion entre las entidades clinicas descritas dentro del
sindrome de disgenesia testicular (alteraciones del tracto genitourinario, calidad
seminal y cancer testicular) tiene, en opinién de Skakkebaek y colaboradores, un
soporte observacional de indudable interés: i) algunos casos de cancer testicular
ligados a mutaciones génicas se asocian también con criptorquidia e hipospadia; ii)
individuos con cancer testicular presentan con mayor frecuencia criptorquidia (Moller
y Skakkebaek, 1997); iii) los individuos con antecedentes de criptorquidismo son mas
frecuentemente infértiles que los individuos sin ese problema de desarrollo; iv) el
testiculo contralateral al que tiene cancer clinico, presenta frecuentemente las
observaciones histologicas del sindrome de disgenesia testicular; v) el cancer
testicular diagnosticado se acompafia de un recuento espermatico mas bajo de lo
esperado para la pérdida de la funcidén de un solo testiculo (Berthelsen y Skakkebaek,
1983); vi) alteraciones espermaticas particulares son observadas en algunos
individuos que con posterioridad desarrollan cancer testicular (Moller y Skakkebaek,
1999; Jacobsen et al., 2000) y, por ultimo, vii) los individuos que desarrollan cancer
testicular presentan frecuentemente una fertilidad reducida con anterioridad al

desarrollo de la enfermedad (Petersen et al., 1998).

2. Plaguicidas

Segun la FAO/OMS, el término pesticida-plaguicida define las sustancias o
mezcla de sustancias utilizadas para prevenir o controlar cualquier especie de plantas
o0 animales perjudiciales para otras plantas, animales o el propio hombre; incluye
también otras sustancias o mezclas de ellas utilizadas como reguladoras de
crecimiento de las plantas, defoliantes y desecantes. Este término no se aplica a los
antibioticos, ni a los fertilizantes, ni a otros productos quimicos administrados a los
animales con objetivos diferentes, como son el estimulo de su crecimiento y el
comportamiento reproductivo.

Entre los plaguicidas organoclorados se engloban una gran diversidad de
compuestos pertenecientes a las siguientes categorias: diclorodifeniletanos (DDT,

DDD, DDE, dicofol, metoxicloro), ciclodienos (clordano, oxiclordano, heptacloro,
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aldrin, dieldrin, endrin y endosulfan), hexaclorobenceno, hexaclorociclohexanos vy
algunas estructuras quimicas particulares como, por ejemplo, la vinclozolina o 3(3,5-
diclorofenil)-5-metil-5-viniloxazolidin-2,4-diona, incluida desde el punto de vista

quimico dentro de las carboximidas o la de los herbicidas fenoxiacidos.

Debido a su diversidad estructural, los plaguicidas se clasifican atendiendo a
cualidades derivadas de su comportamiento frente a organismos vivos, su vida media
0 su patron de degradacion medio ambiental. Asi, es frecuente que se agrupen en
funcion de la persistencia en el medio ambiente, definida como el tiempo necesario
para que un 75-100% del compuesto desaparezca del medio. Los plaguicidas
organoclorados se incluyen dentro de los compuestos quimicos persistentes. Aunque
inicialmente la persistencia de estos productos se consideré como una cualidad
deseable para su empleo, pasado el tiempo se han puesto de manifiesto los
inconvenientes de este comportamiento ya que la alta lipofilidad junto con la

estabilidad quimica aumentan los efectos bioldgicos.

Debido a su naturaleza lipofilica los plaguicidas se acumulan en la cadena
alimentaria, de forma que los animales que se situan en la cima de la misma son
susceptibles de maxima exposicion (Toppari et al., 1996). Ello hace que pueda
encontrarse en los medios naturales y por ende en individuos no expuestos de forma

directa.

La caracteristica toxicologica general de los plaguicidas organoclorados es la
estimulacién del sistema nervioso central, aunque algunos pueden producir un efecto
antagonico. El mecanismo de actuacion para ciclodienos, HCB y HCH se produce
mediante la interferencia de los receptores GABA (acido y aminobutirico). EI DDT y
derivados actian alterando el transporte de Na® y K' e inhibiendo la actividad
neuronal de las ATPasas y de la calmodulina. Por otro lado, estudios realizados tanto
en animales de experimentacion como en animales de diversos ecosistemas han
mostrado que la exposicion a organoclorados produce efectos estrogénicos que
interfieren directa o indirectamente con la fertilidad y la capacidad reproductiva
(Colborn et al., 1993; Mortimer et al., 2013).

i) DDT y metabolitos
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ElI DDT fue el primero de los insecticidas de segunda generacion. Se trata de
un hidrocarburo aromatico clorado (2,2-bis-(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano)
introducido en el mercado como insecticida en la década de los 40. Su hallazgo
supuso el Nobel al quimico suizo Muller por el papel de dicha sustancia en la lucha
contra las enfermedades transmitidas por vectores y plagas. Tal es la importancia que
el DDT supuso en sus primeros afios de uso que ademas del gran beneficio en la
proteccion de cosechas y en el aniquilamiento de insectos domésticos, se evitd la
muerte de 5 millones de personas cada afo. Un claro ejemplo de esta accion es el
caso de la India, pais en el que en 1952 hubo 75 millones de casos de malaria y en
1964, después de usar masivamente el DDT, tan solo 100.000 casos. La maxima
produccion del insecticida se alcanzé en 1970 y a partir de entonces se fue
prohibiendo su uso. La razén de ello fueron los graves problemas que se detectaron
con su utilizacién. Uno de los principales efectos se puso de manifiesto en la
reproduccion de las aves, cuyos huevos tenian unas cascaras extraordinariamente
finas y fragiles y muchos se rompian durante la incubacion. Ello hizo que las
poblaciones de algunas especies de aves disminuyeran de forma alarmante (Colborn
y Clement, 1992). Otro importante problema fue que muchos organismos
desarrollaron resistencia y para luchar contra ellos habia que emplear cantidades

cada vez mayores del producto y con menor eficacia.

El DDT se acumula en la cadena tréfica debido a su baja solubilidad en agua.
Esta propiedad hace que no se elimine en orina, alcanzando los niveles mas altos en

el tejido adiposo.

Un hecho curioso en relacion con el DDT es que cuando se aplica sobre una
extension de cultivo suele encontrarse en una concentracion bajisima en las plantas
mientras que en los insectos que se alimentan de ellas se acumula en
concentraciones diez veces mayores. Si el insecto resiste al DDT resulta atrapado por
ranas, por ejemplo, la concentracion en ellas alcanza valores 100 veces mayores a
los de las plantas. Las rapaces que comen a las ranas llegan a tener concentraciones
1000 veces mayores. De esta manera se produce una magnificacion de las
concentraciones hasta alcanzar sus maximos en las especies que ocupan los lugares
mas altos de las cadenas tréficas, como es el caso del hombre. Todas las

poblaciones humanas, en cualquier parte del mundo, estan expuestas a DDT vy
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presentan niveles tisulares y séricos apreciables (Porta et al., 2002; Rivas et al.,
2001; Botella et al., 2004; Cerrillo et al., 2006; de Jager et al., 2009).

Aunque su uso esta prohibido actualmente en los paises occidentales, todavia
se utiliza para el control de la malaria en los paises en vias de desarrollo. EI DDT
comercial esta formado por aproximadamente un 77% de p,p’-DDT, un 15% de o,p’-
DDT, un 4% de p,p’-DDE y porcentajes menores de otros isomeros. El metabolito
lipofilico mas estable del p,p’-DDT es el p,p’-DDE, que es el resultado de la
dehidrocloracién en el medio ambiente y en el hombre. Su presencia en los seres
humanos puede reflejar tanto una exposicion temprana al DDT como la exposicion
directa al DDE medio ambiental. En general, los niveles de DDT/DDE representan un

indice util para evaluar el tiempo en que ocurrio la exposicion.

ii) Hexaclorociclohexano

El lindano es el pesticida organoclorado mas utilizado dentro de este grupo. Es
uno de los cinco isémeros del hexaclorociclohexano (HCH), concretamente el
isdmero gamma. Tiene actividad insecticida y constituye el 15% del total del HCH.
Sigue en la historia al DDT dentro del grupo de los pesticidas organoclorados.
Actualmente su uso esta prohibido en los paises occidentales o bien es muy
restringido. Ha sido utilizado en agricultura y también en salud publica para el control
de vectores y es uno de los pesticidas organoclorados mas antiguos. A pesar de todo,
el lindano se sigue vendiendo en las farmacias espafolas para el tratamiento contra

la sarna y se sigue utilizando en diversas zonas agricolas.

El riesgo de exposicion al HCH no ha desaparecido todavia debido al caracter
persistente y estable en el ambiente de su molécula. Su acumulacion en los tejidos
mas grasos como la glandula mamaria, el sistema nervioso y el higado se produce y

su via de entrada al organismo es respiratoria, cutanea y gastrointestinal.

El HCH tiene propiedades estrogénicas claramente demostradas. Destacan
entre ellas la proliferacion de células de cancer de mama en ensayos in vitro (Soto et
al., 1995) producida por el isémero B, y los efectos a nivel de epitelio uterino o vaginal
en hembras ooforectomizadas en ratas, ratones y carneros expuestos a lindano o a B-

HCH. En machos produce atrofia de los conductos seminiferos y células de Leydig y
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un comportamiento reproductivo atenuado (Li et al., 1998; Ulrich et al., 2001). En

varones produce un efecto negativo en los parametros seminales (Khan et al., 2010).

iii) Endosulfan y derivados

El insecticida endosulfan es un derivado del biciclohepteno que ha alcanzado
gran importancia en la agricultura. El endosulfan es una mezcla de dos isémeros, | y
II. El isbmero | representa el 64-67% del producto técnico y el isémero Il el resto.
Aunque su uso en agricultura no esta prohibido, se han rechazado partidas de
alimentos animales y vegetales por su alto contenido en endosulfan. Su utilizacion en
determinadas zonas como en el Delta del Ebro esta hoy prohibida (DOGC num. 1009,
de 27 de junio de 1988).

El endosulfan es un compuesto liposoluble con una larga vida media ambiental
que se almacena en tejido adiposo. En su metabolismo se producen diversidad de
metabolitos que en buena medida son hidrosolubles, lo cual facilita su excrecion.
Entre todos sus metabolitos, endosulfan sulfato es el mas importante. Este puede ser
transformado a endosulfan éter, que esta en equilibrio con endosulfan diol. La

persistencia media de endosulfan | y Il es de 800 y 60 dias, respectivamente.

El efecto hormonal de endosulfan se sospeché al observar atrofia testicular y
una caida de los niveles de testosterona en ratas y ratones expuestos al mismo, pero
hasta 1995 no se presento el primer informe sobre la estrogenicidad de endosulfan en
el que se demuestra el efecto proliferativo que ejerce dicho compuesto sobre células
humanas de cancer de mama mantenidas en cultivo. Estos mismos investigadores
han senalado también su afinidad por el receptor de estrogenos y su capacidad para
inducir la sintesis y secrecion de proteinas estrégeno-inducidas (Soto et al., 1995). Se
ha demostrado, asimismo, que endosulfan mimetiza el efecto estrogénico en muy
diversos modelos in vitro e in vivo (Andersen et al., 1999). Otros estudios han
atribuido a endosulfan actividades hormonales distintas de la estrogenicidad, al ser un
buen competidor para el receptor de progesterona, aunque otros autores sugieren

que la actividad hormonal de endosulfan es independiente del receptor.

El endosulfan causa efectos de disrupcién endocrina en especies tanto
acuaticas como terrestres: alteraciones en el apareamiento de anfibios, reduccion de

la secrecion de cortisol en peces, atrofia testicular y caida espermatica en mamiferos
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(Wirth et al., 2002; Gormley et al., 2003). Existen informes que han confirmado los
datos de estrogenicidad para endosulfan y endosulfan sulfato en células humanas
sensibles a estrogenos (Soto et al., 1995), por lo que endosulfan se clasifica entre los
pesticidas estrogénicos (Vonier et al., 1996; Andersen et al., 1999). Recientemente,
se ha demostrado que algunos de sus metabolitos (endosulfan éter y endosulfan diol)

también inducen la proliferacién celular estrégeno dependiente (Rivas et al., 2001).

iv) Hexaclorobenceno

El Hexaclorobenceno (HCB) es un conocido disruptor endocrino que, por
mecanismos biolégicos comunes a los descritos para compuestos organicos
similares, se concentra en la grasa de los organismos vivos. El HCB fue introducido
en 1945 como fungicida para enlentecer la tasa de crecimiento de los hongos. El HCB
puede persistir en el medioambiente durante afios, con una vida media estimada en
el suelo de 23 anos. Ha sido usado como fungicida para proteger las cebollas, las
semillas de trigo y otros granos. Su produccion, con este fin, fue prohibida en 1971 en
Norte América, pero todavia se sigue utilizando en la fabricacion de solventes,
compuestos que contienen cloro en su molécula y pesticidas. La Agencia de
Proteccion Medioambiental (EPA) ha revelado que se han encontrado niveles
detectables de HCB en los tejidos del 95% de la poblacién, aproximadamente. El
HCB esta presente en alimentos, por ejemplo, margarinas, leche humana (Campoy et

al., 2001), leche esterilizada y alimentos grasos como el queso.

El HCB es muy persistente en el medio ambiente y sus efectos en animales de
laboratorio resultan ser los siguientes: alteracion de la funcién ovarica, disminucion de
la fertilidad y disminucion del peso de ambas vesiculas seminales y de la prostata
ventral (Foster et al.,, 1996). La exposicion en nifios puede afectar el desarrollo
reproductivo, fisico y mental. Se ha demostrado que las muestras de tejido de nifios
con criptorquidia presentaban elevados niveles de HCB en comparaciéon con sus
pacientes controles (Hosie et al., 2000). Otro estudio sugiere que, tanto in vivo como
in vitro, el HCB agoniza débilmente la accién de los andrégenos y, como
consecuencia, bajos niveles de HCB incrementan la accién de los androgenos

mientras que altos niveles la reducen (Ralph et al., 2003).
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3. Exposicion a disruptores endocrinos y calidad seminal

Como consecuencia del empleo extendido de compuestos quimicos,
practicamente la totalidad de la poblacion presenta concentraciones detectables de
algunos contaminantes ambientales (Porta et al. 2006), y aunque la informacién sobre
exposicion humana es relativamente reciente, se demuestra que ésta es muy variable
en su magnitud, con implicaciones conocidas solo parcialmente. El elevado numero
de compuestos quimicos, la variedad de sus posibles efectos y la incertidumbre sobre
sus consecuencias sobre la salud, ha generado una preocupacién razonable en
cientificos, médicos y ambientalistas, entre otros profesionales, asi como en una
parte no desdefiable de la sociedad (Toft et al. 2004; Hauser, 2006; Swan, 2008).

La hipdtesis de causalidad de la implicacion de los disruptores endocrinos en
patologia reproductiva humana es relevante y plausible. Se apoya en observaciones
clinicas tan importantes como la experiencia humana con el farmaco dietilestilbestrol
(DES) o en las alteraciones observadas en trabajadores profesionalmente expuestos
a algunos plaguicidas (Palmer et al. 2009). A este respecto se propone que la
exposicion humana a contaminantes medioambientales-disruptores endocrinos
tendria consecuencias sobre la salud reproductiva, fendbmeno que se pondria de
manifiesto ya fuera por cambios en los niveles hormonales, o en los parametros
seminales (recuento, morfologia o movilidad espermatica). Sin embargo la
informacion epidemioldgica disponible sobre la asociacion entre exposicion a
sustancias quimicas, contaminantes medioambientales capaces de alterar el balance
hormonal y su efecto sobre salud reproductiva, no es muy abundante y rara vez
emana de trabajos desarrollados con este objetivo concreto. En muchas ocasiones se
trata de derivaciones y aproximaciones de estudios planteados para dar respuesta a
la contribucién patogénica de uno o pocos contaminantes medioambientales, o de
exposiciones quimicas importantes ligadas a actividades profesionales concretas,
dado que una de las grandes dificultades en este tipo de trabajos es la

caracterizacion adecuada de la exposicion (Olea y Fernandez, 2007).

De entre todos los contaminantes ambientales, los compuestos organicos
persistentes, como algunos plaguicidas, son del mayor interés debido a los largos
periodos de retencion en el organismo y a sus propiedades como disruptores
endocrinos. El listado es muy numeroso e incluye productos tales como B-HCH,

carbaril, clordano, dicofol, dieldrin, DDT y sus metabolitos, endosulfan, lindano (y-
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HCH), malation, metomilo, metoxicloro, mirex, oxiclordano, paration, algunos
piretroides sintéticos, toxafeno, y transnanoclor. Estos compuestos se bioacumulan
preferentemente en el tejido adiposo, y algunos de ellos, como por ejemplo DDT y
metabolitos, y-HCH, PCBs y PCDDs, también lo hacen en los fluidos del tracto
reproductivo masculino (Dallinga et al. 2002). De hecho, en el estudio de Rozati y
colaboradores (Rozati et al. 2002) se encontraron PCBs en el plasma seminal de
varones de parejas infértiles mientras que no se hallaron en los controles (parejas de
mujeres embarazadas). Entre los infértiles se demostré6 una correlacién inversa,

dosis-dependiente, entre la concentracion de PCBs y la movilidad espermatica.

Es interesante pensar que las variaciones geograficas en calidad seminal
descritas en los diferentes estudios revisados, pudieran asociarse con el efecto de los
contaminantes ambientales sobre los niveles de diferentes hormonas sexuales.
Debido a que las hormonas sexuales masculinas son necesarias tanto en el proceso
de iniciacién como en el de mantenimiento de la espermatogénesis, algunos autores
han contemplado la posibilidad de utilizar su medida como una aproximacion indirecta
de calidad seminal y, asi, acompafar esta medida al estudio convencional de los
parametros seminales en los estudios epidemioldgicos de fertilidad (Andersson et al.
2004; Mabeck et al. 2005). Sin embargo esta opinidon no es compartida por todos. Por
ejemplo, Dhooge y colaboradores aseguran que las variaciones regionales en calidad
seminal no son necesariamente reflejo de patrones hormonales alterados de funcion
testicular y que el examen tradicional del semen utilizado en la mayoria de los
estudios epidemioldgicos no puede sustituirse por el analisis de estos marcadores

hormonales medidos en sangre/suero de los individuos (Dhooge et al. 2007).

Varios trabajos han tratado de asociar las concentraciones de los marcadores
bioquimicos de funcion testicular (niveles hormonales de testosterona, estradiol,
inhibina B, FSH y LH) con los niveles circulantes de residuos quimicos. Asi, el
proyecto INUENDO, de financiacion europea, ha investigado durante los ultimos
afnos, cuatro cohortes de hombres expuestos a PCBs y DDE con diferencias entre
poblaciones realmente llamativas. Las poblaciones de estudio se han establecido en
tres paises europeos: Suecia, Polonia, Ucrania y en una poblacion de esquimales
(Inuits) de Groenlandia. La razon de incluir estos grupos particulares es la
combinacion de las condiciones medioambientales de estos paises, y el proceso de

biomagnificacion en la cadena alimentaria que supone la acumulacion de compuestos
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organicos persistentes en la comida local, que en algunos casos esta constituida por
pescado, con concentraciones que a menudo sobrepasan los niveles alcanzados en
las regiones donde estos compuestos se originan. Asi por ejemplo, en aquellas dos
poblaciones con una mayor exposiciéon a DDE se vieron los efectos tanto sobre los
niveles de testosterona como sobre la inhibina B, pero con diferente sentido en cada

una (Jonsson et al. 2005).

También dentro de los resultados del proyecto europeo INUENDO, Giwercman
y colaboradores (Giwercman et al. 2006) encontraron una relacién positiva entre
exposicion a PCB-153 y p,p-DDE y los niveles de hormona SHBG, asociacion
cercana a la significacion estadistica cuando se consideraron todos los individuos
reclutados en los cuatro paises. Sin embargo las asociaciones encontradas fueron
diferentes en las poblaciones estudiadas. Tanto en Groenlandia como en Ucrania la
exposicion se asocié con altos niveles de LH, pero si se consideraban todos los
individuos, los niveles de p,p"-DDE se relacionaban positivamente con la hormona
FSH, lo que se explicaria debido a las propiedades antiandrogénicas descritas para
este contaminante. Giwercman y colaboradores analizaron también inhibina B,
hormona indicadora de la funcionalidad de las células de Sertoli y del desarrollo de la
espermatogénesis. En la poblacion de Cracovia, los niveles de esta hormona fueron
menores en aquellos individuos altamente expuestos a p,p-DDE, mientras que
ocurria todo los contrario entre los sujetos de Polonia (Varsovia) y de Groenlandia
altamente expuestos a p,p-DDE y PCB-153, respectivamente. Por otra parte, los
niveles de testosterona libre se asociaron positivamente con altos niveles de p,p*-
DDE en la poblacion de Groenlandia pero no en ninguna de las otras tres cohortes
(Giwercman et al. 2006).

Estas observaciones coinciden con las descritas por Richthoff y colaboradores
en un estudio realizado en Suecia con reclutas militares (Richthoff et al. 2003). Los
autores de este trabajo encontraron una asociacion positiva entre la exposicion a
disruptores endocrinos con los niveles de SHBG de esta poblacion. Esta misma
relacion significativa ya habia sido relatada igualmente en otros trabajos realizados
con individuos de Suecia y de Letonia, aunque las asociaciones desaparecian al
ajustar por edad (Hagmar et al. 2001). Ademas Richthoff y colaboradores
describieron una correlacion negativa y estadisticamente significativa entre los niveles

de testosterona biodisponible, medida como la relacion testosterona/SHBG, y la
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exposicion a compuestos organoclorados, cuantificada como la concentracion de
PCB-153 en suero (Richthoff et al. 2003). También se encontré6 una correlacion
inversamente proporcional entre movilidad espermatica y concentracion de PCB-153
(Richthoff et al. 2003).

Entre trabajadores altamente expuestos a DDT/DDE se han observado valores
inferiores de testosterona pero valores normales en las gonadotropinas (Ayotte et al.
2001; Dalvie et al. 2004), aunque en poblaciones menos expuestas no se ha descrito
ninguna asociacion entre niveles de p,p-DDE y hormonas, como por ejemplo

testosterona o gonadotropinas (Hagmar et al. 2001).

Endosulfan que es un xenoestrogeno capaz de aumentar los niveles de
prolactina y competir por el receptor nuclear estrogénico, puede retrasar la madurez
sexual e interferir con la sintesis hormonal. De hecho esta observacién no es nueva
ya que en el estudio de Saiyed y colaboradores, sobre agricultores que manejan
habitualmente plaguicidas, se ha visto que tras periodos de uso continuado de al
menos tres anos, hay alteraciones significativas en el metabolismo de la testosterona,
con incrementos en FSH y LH circulante asi como testosterona, a pesar de que el
efecto inmediato sobre esta hormona es su disminucion, asi como la de estradiol
(Saiyed et al. 2003).

Exposiciones accidentales u ocupacionales a dioxinas también han sido
asociadas con menores niveles de testosterona en hombres adultos, mientras que los
resultados encontrados para otras hormonas son mas contradictorios; por ejemplo, se
ha descrito una relacion positiva entre exposicion y FSH y LH en el estudio llevado a
cabo por Egeland y colaboradores (Egeland et al. 1994), pero no se hallé tal

asociacioén en otro realizado por Henriksen (Henriksen et al. 1996).

Al igual que ocurre para el efecto de la exposiciéon a disruptores endocrinos y
hormonas sexuales, la accion de los disruptores endocrinos puede evidenciarse
también sobre en los parametros seminales: recuento, morfologia o movilidad
espermatica. Asi por ejemplo, un estudio realizado entre jévenes reclutas militares
suecos establecié una relacion inversa entre niveles de bifenilos policlorados (PCBs)
y movilidad espermatica (Bonde et al. 1998). La relacidn entre exposicion

medioambiental a plaguicidas y calidad seminal también ha sido estudiada por el
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grupo de trabajo liderado por Hauser y colaboradores entre poblacion fértil e infértil
(Hauser et al. 2003). Los resultados encontrados estan a favor de una menor
movilidad, concentracién y porcentaje de espermatozoides méviles entre la poblacion
altamente expuesta a compuestos organoclorados (concretamente PCBs y p,p"-DDE)
(Hauser et al. 2003). DDT también se ha asociado con una disminucién de la fertilidad
y cambios en el recuento espermatico ademas de con retrasos en el inicio de la
pubertad (Giwercman et al. 2006). Aunque en la mayoria de los paises
industrializados el uso de DDT esta prohibido, su uso aun continda en algunos paises
para permitir el control de la malaria. En estas regiones altas concentraciones de este
pesticida son habitualmente cuantificadas en poblacion ocupacionalmente expuesta
(77900 ng/g en suero de aplicadores de DDT). En poblacion general de estos paises,
y a pesar de que esta poblacion no estaba profesionalmente expuesta a DDT, los
niveles de DDE encontrados fueron 300 veces superiores a los descritos en la
poblacion general canadiense (Ayotte et al. 2001). Ademas, Ayotte y colaboradores
encontraron una asociacion negativa y estadisticamente significativa entre los niveles
de DDE cuantificados y la concentracion espermatica, asi como con el volumen

seminal y los niveles de testosterona en sangre (Ayotte et al. 2001).

Algunos estudios epidemioldgicos han investigado, también, la asociacion
entre actividad laboral y calidad seminal, analizando el papel de la exposicidén quimica
en los lugares de trabajo sobre la funcidn reproductiva masculina. De esta manera es
conocido que el nematocida dibromocloropropano (DBCP) afecta de forma severa el
proceso de la espermatogénesis aunque el mecanismo de accidn no se ha aclarado
todavia. Los resultados de trabajos realizados con agricultores de invernaderos
daneses demuestran que la concentracibn espermatica y la proporcion de
espermatozoides normales es menor entre los trabajadores altamente expuestos a
distintos pesticidas cuando se comparaban con los de menor exposiciéon (Abell et al.
2000). De igual manera ocurre con los compuestos polifluorados que han sustituido
en gran medida a los organoclorados y que forman parte de una gran cantidad de
objetos de uso cotidiano. Un estudio reciente sefiala que altas exposiciones a estos
compuestos se asocia a un menor porcentaje de espermatozoides normales entre

poblacién joven (Joensen et al. 2009).

Los estudios que relacionan la exposicion a ftalatos con la calidad seminal no
son tan concluyentes (Murature et al. 1987, Hauser 2006; Swan 2008, Sharpe 2008),
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sin embargo la universalidad del fendmeno de exposicion a estos aditivos del plastico

es realmente preocupante.

Nuestro grupo de investigacion se planted, igualmente, estudiar la exposicion
ambiental de hombres jovenes de la provincia de Almeria a compuestos organicos
persistentes, disruptores endocrinos, e investigar si estos compuestos quimicos
afectaban a su salud reproductiva a través de la medida de los parametros seminales
y del estudio de la funcion testicular. Para ello, se determiné tanto la frecuencia de
presentacion del residuo como la concentracion de cada uno de los 18 pesticidas
persistentes seleccionados en el suero sanguineo de los jovenes participantes. Los
resultados del estudio constataron que la exposicion era importante ya que se
alcanzé un valor medio de 11 residuos detectables por individuo. EI compuesto
organoclorado mas frecuente fue p,p’-DDE, detectado en el 96% de las muestras a
concentraciones medias de 5,17 ng/ml suero o 794 ng/g lipido, seguido por
vinclozolina, con una frecuencia del 95,5%. Le siguen en orden de frecuencia de
mayor a menor endosulfan diol, endosulfan lactona, endosulfan |, hexaclorobenceno,
aldrin, o,p’-DDD vy lindano. Hay que recordar que en el catalogo de compuestos
investigados tan solo el grupo del endosulfan, metoxicloro, vinclozolina y lindano
tienen un uso reciente bien reconocido en Espafia. El resto de los compuestos o bien
estan prohibidos o su empleo estd muy restringido o limitado a aplicaciones muy
concretas. Sin embargo, la presencia de compuestos de uso histérico en el suero de
los jovenes, demuestra, una vez mas, que estos acceden al organismo del individuo
expuesto, donde se acumulan y se trasmiten a la descendencia, durante el embarazo
y lactancia (Lopez-Espinosa et al, 2007; Carrefio et al. 2007; Avivar et al. 2010). En
nuestra poblacion, la presencia de endrin y endosulfan sulfato se asocié con una
reduccion significativa del numero de espermatozoides con un valor de p=0,018 y
p=0,003, respectivamente. El numero total de espermatozoides moviles, también se
vio afectado por la presencia de alguno de los plaguicidas considerados, como por
ejemplo endrin con una reduccion significativa de 1,56 millones de espermatozoides
moviles cuando se considerd la presencia/ausencia de este compuesto (p=0,04) y
endosulfan sulfato, con una reduccién significativa de 1,72 millones (p=0,01) (Avivar
et al. 2010). En resumen, la exposicion a pesticidas organoclorados con actividad
disruptora endocrina se asocia con una peor calidad seminal y posiblemente tenga
consecuencias negativas sobre la fecundidad de la poblacién expuesta.
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En los ultimos afos, la relacion entre contaminantes medioambientales y
calidad seminal ha ido mas alla de la afectacion de los parametros habitualmente
medidos en un eyaculado. Distintos estudios han relacionado a los disruptores
endocrinos con un incremento de la fragmentacion del DNA espermatico (Spano et al.
2005; Bonde et al. 2008; Hauser, 2008), y aunque sus resultados no son
concluyentes, abren un nuevo campo de insospechada potencia a la hora de poder
explicar la relacion de estas substancias con la infertilidad de causa masculina. Asi,
Spano y colaboradores estudiaron la relacion entre el porcentaje de fragmentacion de
DNA vy los niveles de contaminantes organoclorados en un grupo de 707 varones
procedentes de cohortes incluidas en el proyecto europeo INUENDO (Spano et al.
2005). La hipétesis de los investigadores era encontrar una fuerte relacién directa en
la poblacién Inuits de Groenlandia, que suponia el 60% del grupo de estudio y
teéricamente la de mayor riesgo; sin embargo la correlacién se establecié entre los
varones europeos, pero no entre los Inuits. A las mismas conclusiones llegaron
Bonde y colaboradores en el metaanalisis que incluia un total de 2269 parejas (Bonde
et al. 2008). Por su parte, Hauser y colaboradores (Hauser, 2008; Meeker et al. 2010)
relacionaron la presencia de metabolitos urinarios de ftalatos con un incremento del
dafnio DNA espermatico en un grupo de varones estériles. Todos los autores
concluyen que la evaluacion de las implicaciones de alteraciones del DNA
espermatico no siempre es facil y afiade mayor complejidad a la hora de determinar

relaciones de tipo causa-efecto.

4. Guias para evaluar la calidad de articulos en el ambito de la salud

4.1 Justificacion

Una parte fundamental en la difusion de la investigaciéon biomédica la
constituye el proceso de publicacion. En este proceso, los investigadores elaboran un
manuscrito original en el que recogen las principales caracteristicas y resultados del
estudio realizado y lo presentan a una revista cientifica para que consideren su
publicacion. La revista somete el original a revisiébn por parte de expertos con el
objetivo de identificar los puntos débiles del estudio tanto para mejorar su calidad
como, si fuera preciso, recomendar que no se publique (Altman et al., 2005). La
rigurosidad del contenido cientifico es un elemento critico, ya que de ella depende

que los resultados sean una aportacion que contribuya al avance del conocimiento
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(Ribera et al., 2005). Pero la revisién por expertos no es infalible y no garantiza que

los estudios finalmente publicados estén libres de errores (Goodlee et al., 2003).

Por otra parte, la comunicacion clara y transparente de una investigacion es un
elemento fundamental para facilitar su interpretacion al permitir conocer qué se ha
hecho y evaluar la fiabilidad y la relevancia de los resultados. Este principio genérico
se aplica a todos los tipos de investigacion. Si en un articulo se describe con detalle
la metodologia de cada fase, el lector tendra informacion para decidir por si mismo el
valor que tienen los resultados. La idea de desarrollar un conjunto de directrices
sobre la publicacion de la metodologia se fundamenta en este sencillo concepto. En
aquellos casos en los que se omiten aspectos clave de la metodologia del estudio, las

valoraciones del lector tienen mayor incertidumbre.

Los lectores de las publicaciones de investigacion (profesionales médicos,
otros investigadores, politicos sanitarios y pacientes) no deberian tener que hacer
suposiciones sobre la metodologia: los investigadores deben proporcionar toda la
informacion clave. El fundamento basico de la investigacion queda debilitado de
manera importante cuando su metodologia es débil o su publicacion es incompleta o
deficiente. La realizacion de un estudio es a menudo un proyecto de elevado coste
econdmico y posiblemente la inversion no esté justificada si la investigacion no se
traduce en un producto transparente que describa correctamente la investigacion
realizada.

A pesar de ello, se han detectado deficiencias en como se publica la
investigacion en todas las especialidades médicas y en todos los tipos de disefio
(Altman et al., 2001; Bossuyt et al., 2003; Des Jarlais et al., 2004; Pocock et al.,
2004). Es aparente que, sin unas directrices al respecto, muchos autores no saben

qué detalles deben incluir en la publicacién de su estudio.

4.2 Historia

En los anos 50 se publicé la que probablemente seria la primera iniciativa para
estandarizar la calidad, estructura y el contenido de una publicacion cientifica
(Daniels, 1950) y dos décadas mas tarde, en septiembre de 1973 the Journal of the
American Dental Association publicé “Guidelines for reporting clinical trials”. En 1978
el Comité Internacional de Directores de Revistas Médicas (ICJME) se reunio

informalmente en Vancouver para establecer las directrices que en cuanto a formato
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debian contemplar los manuscritos enviados a sus revistas. El grupo llegé a ser
conocido como Grupo Vancouver. El 5 de febrero 1979, en la segunda reunion con
motivo de la Conferencia Internacional del ICMJE celebrada en Montreal se aprobé la
propuesta para la estandarizacion del contenido de manuscritos mediante algunas
modificaciones en el documento original de Vancouver (ISCME, 1978). Sus requisitos
para manuscritos, que incluian formatos para las referencias bibliograficas
desarrollados por la National Library of Medicine (NLM) de EEUU, se publicaron por
primera vez en 1979 (International Steering Committee of Medical Editors, 1979), y
muchas revistas comenzaron a introducir el sistema a finales de ese ano. El Grupo
Vancouver crecio y se convirtié en el Comité Internacional de Directores de Revistas

Médicas, que en la actualidad se reune anualmente.

Las primeras directrices no distinguian entre los requisitos necesarios para el
estudio y los correspondientes a su publicacion. Por ejemplo, las detalladas
directrices sobre metodologia estadistica (publicadas inicialmente en 1983) recogian
numerosas recomendaciones sobre las formas correctas e incorrectas de analizar los
datos. En cambio, las directrices del International Committee of Medical Journal
Editors (http://www.icmje.org/), publicadas originalmente en 1979, prestaban mayor
atencion a aspectos como el formato de presentacién, la autoria de los estudios y

otras cuestiones similares.

Hasta la década de los afios noventa fueron escasos los intentos de redactar
directrices sobre el informe de los estudios de investigacion (Squires el al.,
1990a,b,c,d). De manera destacada, en dos documentos casi contemporaneos
publicados entre 1994 y 1996 se presentaban directrices para la publicacion de los
ensayos clinicos aleatorizados (Andrew et al., 1994; TAWG, 1996). Ambos
documentos se realizaron de manera independiente por grupos de investigadores y
editores preocupados por la mejora de la publicacién de los ensayos clinicos. La
fusion de ambas iniciativas dio lugar a la Declaracion CONSORT de 1996 (Begg et
al.,, 1996), a la que tanto investigadores como editores prestaron una gran atencion.
Desde entonces, el apoyo y la difusién de las recomendaciones CONSORT han
crecido de manera constante; la revision de 2001 (Altman et al., 2001; Moher et al.,
2001) y la publicacion de una serie de articulos adicionales (MacPherson et al., 2001;
Campbell et al., 2004; loannidis et al., 2004) dieron lugar a un conocimiento y

seguimiento mayores de las recomendaciones CONSORT. Posteriormente,
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comenzaron a aparecer recomendaciones de caracter similar sobre otros tipos de

estudios.

Desde 1996 se han producido iniciativas de grupos similares que han dado
lugar a la aparicion de recomendaciones de publicacién sobre estudios de precision
diagnostica (STARD) (Bossuyt et al., 2003), estudios no aleatorizados de evaluacion
de intervenciones sobre habitos y de salud publica (TREND) (Des Jarlais et al., 2004),
revisiones sistematicas (metaanalisis) de ensayos clinicos aleatorizados (QUOROM)
(Moher et al., 1999) y de estudios de observacion (MOOSE) (Stroup et al., 2000), asi
como sobre estudios de la capacidad pronéstica de los marcadores tumorales
(REMARK) (McShane et al., 2005), entre otras. La guia STROBE (Von Elm et al.,
2007) para la publicacién de estudios observacionales fue desarrollada por un grupo
de expertos con el objetivo de conseguir publicaciones claras y transparentes que

faciliten la interpretacion y eviten ofrecer resultados sesgados.

El servicio de Salud del Reino Unido (NHS NKS) fue la primera organizacién
en fundar una iniciativa internacional para promover la transparencia y precision de
los trabajos de investigacion biomédicos: la red EQUATOR acrénimo en inglés de
‘Enhancing the QUAIity and Transparency Of health Research”. De este modo en
marzo de 2006 se constituyé esta red compuesta por expertos en metodologia,
comunicacioén y publicacién, profesionales implicados en la calidad de todo el proceso
de produccion y difusion de los resultados de investigacion. Entre otros muchos
objetivos, esta el de disenar un conjunto de recomendaciones para la realizacion y
publicacion de los diferentes tipos de estudios, lo que da lugar a las diferentes listas

de verificacion o declaraciones.

La Red EQUATOR, se lanzo6 oficialmente en junio de 2008 y desde entonces
colabora estrechamente con revistas, cientificos que desarrollan directrices para

evaluar estudios sanitarios, educadores y proveedores de fondos de investigacion.

Los principales objetivos de EQUATOR son: a) proporcionar recursos e
instrucciones para permitir la mejora de la presentacion de informes de investigacion
sanitaria. A destacar, la guia REGECES, la cual ofrece recomendaciones para la
elaboracion de guias de evaluacion de calidad de los estudios de salud; b) supervisar

el progreso de las mejoras en la presentacion de informes de investigacion sanitaria.
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La pagina web ECUATOR (http://www.equator-network.org/), lanzada en octubre de
2007, actualmente acoge a mas de 200 guias. Los recursos disponibles se agrupan

de acuerdo a la relevancia de los principales grupos de usuarios:

a) Autores de articulos de investigacion.
b) Editores y revisores externos de publicaciones.
c) Personas responsables de formular directrices para la presentacion de

informes.

Ademas la pagina web ECUATOR es un lugar para intercambiar experiencias
y problemas con la implementacion de las directrices de presentacion de informes o

para tratar todos los asuntos relativos a la presentacion de informes de investigacion.

4.3 Estado actual

Actualmente, existen numerosas recomendaciones. Las directrices de
consenso recogen informacion especifica sobre la informacion que deben aportar los
autores de sus estudios. Con el tiempo, el proceso de desarrollo de estas directrices
se ha refinado de manera continua hasta un nivel que permite recomendarlas con la

confianza de que mejoran eficientemente el proceso de publicacion (Tabla 4).
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Tabla 4. Guias para evaluar la calidad de los estudios en el ambito de la salud.

GUIA

DESCRIPCION

AMA

ASSERT

CDISC

COPE

CONSORT

Manual of Style. Guia para autores y editores.

A Standard for the Scientific and Ethical Review of Trials.
Normas para la revision y seguimiento de los ensayos
clinicos aleatorios por comités éticos de investigacion. El
checklist incorpora ciertos elementos de CONSORT para
asegurar el cumplimiento de los requisitos para la validez
cientifica de la conducta ética de la investigacion clinica.
(18 items).

Clinical Data Interchange Standards Consortium. Normas
de apoyo a la adquisicién, intercambio, comunicacién y
archivo de los datos y metadatos de investigacion clinica.
Desarrolla y apoya las normas mundiales de datos
independientes de la plataforma que permite Ia
interoperabilidad de sistemas de informacién para mejorar

la investigacion médica y areas relacionadas de la salud.

Committee on Publication Ethics. Foro de editores de
revistas para discutir cuestiones relacionadas con la
integridad del registro cientifico. Apoya y alienta a los
editores como informar, catalogar y abrir investigaciones en

los problemas éticos en el proceso de publicacion.

Consolidated Standards of Reporting Trials. Proporciona
recomendaciones basadas en la evidencia para reportar
ensayos clinicos controlados aleatoriamente. Ofrece
estandares para que los autores que preparen informes de
resultados de los ensayos presenten informes completos y
transparentes, y ayuda a la valoracion critica y la

interpretacion de estos ensayos
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Tabla 4. Continuacién

GUIA

DESCRIPCION

CONSORT Plus

COREQ

CSE

EASE

EQUATOR

FAME

Extension de los requisitos CONSORT que impone
restricciones de integridad de datos que no son posibles

en la informaciéon basada en texto.

Consolidated criteria for reporting qualitative research.
Proporciona un checklist para comunicar de forma

explicita y exhaustiva los estudios cualitativos.

Council of Science Editors. Organizacion que promueve la
excelencia en la comunicacién de la informacién cientifica.
Fomenta la creacion de redes, la educacion, el debate vy el
intercambio. Recurso de autoridad en temas actuales y

emergentes en la comunicacion de informacion cientifica.

European Association of Science Editors. Comunidad
internacional orientada a personas que comparten un
interés en la comunicacion de la ciencia y la edicion.
Ofrece la oportunidad de estar al tanto de las tendencias
en el entorno cambiante de la publicacién cientifica, ya

sea tradicional o electronico.

Enhancing the QUAIity and Transparency Of health
Research. Organizacién que reune a los desarrolladores
de orientaciones, editores de revistas médicas y revisores,
los organismos de financiacién de investigacion y otros
colaboradores con el interés mutuo en la mejora de la
calidad de las publicaciones de investigacion y de la

propia investigacion.

Guia editorial: Foro de Editores Médicos Africanos .
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Tabla 4. Continuacioén

GUIA DESCRIPCION

GNOSIS Guidelines for Neuro-Oncology: Standards  for
Investigational Studies. Directrices para estandarizar la
comunicacion de ensayos neuro-oncolégicos quirdrgicos en
Fase 1y Fase 2. Las directrices se resumen en un formato
de chekclist que puede ser utilizado como un marco desde

el cual construir un ensayo quirurgico.

GPP2 Good Publication Practice. Recomendaciones que
estimulen la publicacidn responsable y ética de los
resultados de los ensayos clinicos patrocinados por las

companfias farmacéuticas.

GLISC Grey Literature International Steering Committee.
Directrices para la elaboracion de informes cientificos y

técnicos y la escritura / distribucion de literatura gris.

IACS Instrucciones a los autores de Ciencias de la Salud:
Mulford Library de la Universidad de Toledo Titulos de
revistas en orden alfabético. Contiene directrices editoriales
de algunas revistas. Indica que revistas siguen CONSORT

y / o otras directrices.

ICMJE International Committee of Medical Journal Editors.
Requisitos de uniformidad para manuscritos enviados a

revistas biomédicas del grupo Vancouver.

INANE International Academy of Nursing Editors. Colaboracion
internacional, cuya mision principal es la de promover las
mejores practicas en el mundo editorial y un alto nivel en la

literatura de enfermeria.
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Tabla 4. Continuacioén

GUIA

DESCRIPCION

Mayfield Handbook of
Technical & Scientific
Writing

MIAME

MIBBI

MOOSE

OosSDW

ORION

Manual.

Minimum Information About a Microarray Experiment.
Describe la informacion minima sobre un experimento de
microarrays que se necesita para permitir la interpretacion
de los resultados del experimento sin ambigledad v,

potencialmente, para reproducir el experimento.

Minimum Information for Biological and Biomedical
Investigations. Su objetivo es aumentar la visibilidad de los
proyectos de desarrollo de directrices para la presentacion
de informes de los aspectos de las ciencias bioldgicas y

biomédicas.

Meta-analysis of Observational Studies in Epidemiology.
Propuesta para informar meta-analisis de estudios

observacionales en epidemiologia.

Ophthalmology Study Design Worksheet. Checklist para
estudios transversales presentados a la revista

Ophthalmology.

Guidelines for Transparent Reporting of Outbreak Reports
and Intervention studies Of Nosocomial infection. Puntos a
incluir cuando se informa de un brote o de un estudio de
intervencion de un organismo nosocomial (22 items).
Respaldado por una serie de grupos de interes especiales y
sociedades profesionales como la Asociaciéon de
Microbidlogos Médicos (AMM), la Sociedad Britanica de
Quimioterapia Antimicrobiana (BSAC) y la Asociacion de

Enfermeras de Control de Infecciones '(ICNA).
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Tabla 4. Continuacion.

GUIA

DESCRIPCION

Practihc

PRIMER Collaboration

PRISMA

QAREL

QUADAS

QUOROM

RedHot

Pragmatic Randomized Control Trials in Healthcare.
Financiado por la Union Europea, proporciona
herramientas de libre acceso, la capacitacion y orientacion
a los investigadores de los paises en desarrollo que estén
interesados en el diseio y la realizacion de ensayos
controlados aleatorios pragmaticos de las intervenciones

sanitarias.

PRESENTATION AND INTERPRETATION OF MEDICAL
RESEARCH . Grupo que tiene como objetivo mejorar el
disefio de los estudios, su presentacion, interpretacion de

resultados y su traslado a la practica.

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses Conjunto minimo de elementos,
basados en la evidencia, para la presentacién de informes

en las revisiones sistematicas y meta-analisis.

Quality Appraisal of Reliability Studies. Herramienta para

la evaluacion de la fiabilidad de las pruebas de diagndstico

Herramienta para la evaluacion de la calidad de los

estudios de diagndstico

QUality Of Reporting Of Meta-analyses. Checklist que
describe la mejor forma para presentar el resumen,
introduccion, métodos, resultados, y discusién de un meta-

analisis.

Datos de Informacion sobre Tratamientos Homeopaticos
(Suplemento de CONSORT): Norma para los detalles de
los informes sobre tratamientos homeopaticos. Checklist
disefiado para ser utilizado por los autores y editores al

publicar informes de los ensayos clinicos.
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Tabla 4. Continuacioén

GUIA

DESCRIPCION

REFLECT

REGECES

REMARK

SMRS

SQUIRE

STARD

The Statement:Reporting guidElines For randomized
controLled trials for livEstoCk and food safeTy

Conjunto minimo de elementos basados en la evidencia
para los ensayos que tratan sobre la produccion, la salud

y los resultados de seguridad alimentaria..

Recomendaciones para la Elaboracion de Guias de
Evaluacién de la Calidad de los Estudios de Salud.
Recomendaciones para la elaboracién de guias de

evaluacion de la calidad de los estudios de salud.

REporting recommendations for tumor MARKer prognostic
studies. Directrices para la presentacion de estudios de

marcadores tumorales.

Standard Metabolic Reporting Structures. Resumen de las
recomendaciones para la normalizacion y presentacion de

informes de analisis metabdlicos.

Standards for QUality Improvement Reporting Excellence.
Estandares para la excelencia en las publicaciones sobre

Mejora de la Calidad.

STAndards for the Reporting of Diagnostic accuracy.
Tiene como objetivo mejorar la exactitud y la
exhaustividad de los informes de los estudios de
diagnostico de la enfermedad, para que los lectores
puedan evaluar la posibilidad de sesgo en el estudio

(validez interna) y para evaluar su generalizacion.
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Tabla 4. Continuacioén

GUIA

DESCRIPCION

STREGA

STRICTA

STROBE

TREND

Resumenes

Estructurados

Trial Bank Project

STrengthening the REporting of Genetic Associations.
Directrices basadas en la evidencia para promover la
presentacion de informes claros de los estudios de
asociacion genética y reducir las brechas en la
evidencia con respecto a los posibles sesgos

metodoldgicos en estos estudios.

STandards for Reporting Interventions in Controlled
Trials of Acupuncture. Suplemento de CONSORT, que
ha dado lugar a una mejor comunicacién del disefio de
los ensayos y la presentacidn en general. Los planes
actuales son de revisar STRICTA en colaboracion con
el Grupo CONSORT, de tal manera que se convierta en

una extension "oficial" para CONSORT.

STrengthening the Reporting of OBservational studies
in Epidemiology. La Declaracion STROBE es
mencionada en los Requisitos de uniformidad para
manuscritos enviados a revistas biomédicas por el
Comité Internacional de Editores de Revistas

Médicas.http://www.strobe-statement.org/

Non-randomized evaluation studies. Guia para
comunicar con transparencia los resultados obtenidos

en los estudios de intervencidon no aleatorizados.

National Library of Medicine (NLM) Descripcion de
resumenes estructurados y como estan formateados
para MEDLINE.

University of California, San Francisco. Explora nuevas

vias de investigacion
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Tabla 4. Continuacioén

GUIA DESCRIPCION

WAME World Association of Medical Editors. Grupo que tiene

como objetivo publicar articulos originales, revisados
por expertos bien documentados en la investigacion
clinica y de laboratorio.
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4.4 Adherencia a las Guias para evaluar la calidad de articulos
cientificos en el ambito de la salud.

Un elevado porcentaje de los estudios de salud tiene niveles subdptimos de
adherencia a las guias CONSORT, PRISMA, QUOROM y STROBE. Por lo tanto, es

necesario actuar para mejorar la adherencia a estas normas (Samaan et al., 2013).

Los factores clave asociados con una mayor adhesion a las guias para evaluar
la calidad de los articulos cientificos en el ambito de la salud se pueden agrupar en

cuatro categorias:

i) Disefo del estudio

Los estudios con muestras de gran tamafio (Farrokhyar et al., 2007; Thabane
et al.,, 2007; Rios et al., 2008); los estudios multicéntricos (Balasubramanian et al.,
2006); los estudios que detallan el método de aleatorizacion o los efectos adversos
(Plint et al., 2006); y por ultimo los estudios de intervenciones farmacologicas

(Thabane et al., 2007) se asociaron con una mayor calidad de la informacion.

i) Momento de la publicacion

Los estudios de mas reciente publicacion se asocian a una mayor calidad de la
informacion (Bath et al., 1998; Moberg-Mogren et al., 2006; Farrokhyar et al., 2007;
Al-Namankany el al., 2009; Chowers et al., 2009;; Areia et al., 2010; Ladd BO et al.,
2010; Herdan et al., 2011; Montgomery et al., 2011). Esto puede ser debido a tres
factores (Bath et al., 1998): (1) los estudios son cada vez mayores € involucran a mas
autores, (2) los autores ganan experiencia y habilidades en escribir articulos y (3) los

editores y revisores exigen cada afno mayor calidad de los articulos.

i) Patrocinador del estudio

Los estudios con un patrocinador industrial también se han asociado con una
mejor calidad de la informacion (Rios et al., 2008; Chowers et al., 2009; de Vries et
al., 2010).

iv) Revista
Las revistas con un factor de impacto alto (Ethgen et al., 2009; Ziogas et al.,
2009; Montané et al., 2010) y las que respaldan la Declaracion CONSORT vy sus
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extensiones (Zhong et al., 2011) tienden a publicar estudios con una mayor
adherencia a las directrices de las guias. El unico factor asociado con una
disminucién significativa de la adherencia y la calidad de los estudios es encontrar un

resultado estadisticamente significativo (Bath et al., 1998).

v) Especificidad de la guia
Samaan et al. (2013) demostrd que cuanto mas especifica es una guia, mayor

es el grado de cumplimiento.

Actualmente no existe ninguna guia especifica para trabajos sobre calidad
seminal, y como hemos dejado patente, muchos de los resultados controvertidos en

este campo son debidos a falta de estandarizacion de los estudios realizados.
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En este estudio nos propusimos:

1) Desarrollar una guia para la elaboracion y evaluacién de estudios sobre

calidad seminal.

2) Aplicar dicha guia a los estudios sobre calidad seminal y pesticidas

persistentes.

3) Comparar nuestra guia con una guia de evaluacién de la calidad de los

estudios en el ambito de la salud mas general (STROBE).
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1. Elaboracion de una guia para la evaluacion de estudios sobre
calidad seminal (SEMQUA).

Para la elaboracion de SEMQUA seguimos las recomendaciones propuestas
en "Guidance for developers of health research reporting guidelines" ( Moher et al.,
2010) de la red EQUATOR. Esta estrategia supone la participacion de un grupo de
expertos y la realizacion de reuniones presenciales, como parte del desarrollo de la

guia.

El primer paso fue una revision sistematica de la bibliografia, utilizando la lista
de verificacion PRISMA ( www.prisma-statement.org ; Moher et al., 2009 ). A su vez
se identificaron diversos instrumentos utilizados para evaluar las diferentes
propiedades de los estudios de salud (STARD, QUADAS, QAREL, COSMIN,
STREGA, STROBE, SQUIRE, MOOSE, PRISMA, GNOSIS, TREND, ORION,
COREQ, QUOROM, REMARK y CONSORT) pero ninguno de ellos resulté ser

completamente adecuado para el campo del analisis de semen.

Teniendo en cuenta estos instrumentos se generd una lista en la que se
incluyeron elementos esenciales para el éxito del desarrollo de un estudio de
investigacion sobre calidad seminal. Estos elementos se agruparon en cuatro
bloques: participantes, métodos analiticos, métodos estadisticos y resultados dando

lugar al primer borrador de SEMQUA.

Posteriormente, se invitd a un grupo de 18 expertos relacionados con el
Grupo de Interés Especial de Andrologia, dentro de la Sociedad Europea de
Reproduccién Humana y Embriologia, ESHRE, a participar en la evaluacion y
desarrollo de los contenidos de SEMQUA. Este grupo internacional multidisciplinario
queddé compuesto por 12 autores de diferentes areas de conocimiento, como la
epidemiologia, metodologia cientifica, laboratorio de andrologia y embriologia,
andrologia clinica, clinica reproductiva, y por ultimo en la edicion de publicaciones

cientificas.

El proceso de elaboracion de SEMQUA fue un proceso iterativo en el cual se

celebraron varias reuniones de consenso, tanto nacionales como internacionales, en
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las que se incluian, excluian o se conservaban distintos items de la lista de

verificacidn, elaborandose asi el cuarto borrador y la version final de SEMQUA.

Para ayudar a desarrollar SEMQUA, utilizamos un proceso Delphi modificado
de tres etapas. Los expertos fueron invitados por e-mail a valorar la importancia de
los distintos puntos seleccionados de la investigacion anterior. Durante tres rondas de
encuesta, a los participantes se les pregunté sobre sus opiniones acerca de la
importancia relativa de los posibles elementos de dicho protocolo. De esta forma se
reduce la lista inicial de elementos a un numero mas manejable para el debate
durante una reunion cara a cara. De este proceso se generd un segundo borrador,
que recogia los items mas importantes para su examen en la primera reunién de
consenso celebrada con motivo del vigésimo sexto congreso anual de la ESHRE en
Roma en julio de 2010, cuyo resultado fue el tercer borrador de SEMQUA.
Posteriormente se realizaron dos reuniones de expertos nacionales en Granada
(octubre 2010 y abril de 2011) de las cuales resulté el cuarto borrador que tras la
segunda reunion internacional celebrada en Estocolmo en 2011 resultd la version

definitiva (Figura 4).
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Figura 4. Proceso de elaboracion de SEMQUA.
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2. Aplicabilidad de SEMQUA y comparacion con STROBE

Se aplico SEMQUA a diversos estudios sobre la calidad seminal de varones
expuestos a pesticidas persistentes. Los articulos incluidos en el estudio fueron
seleccionados mediante la metodologia propuesta para scoping review. Esta
estrategia se recomienda en temas en los que existe una falta de uniformidad en la

metodologia (Arksey et al., 2005; Levac et al., 2010).

Se utilizdé STROBE para establecer una comparacion con una guia mas
general (Von Elm et al., 2007). Esta guia permite de una manera rapida evaluar cada
uno de los aspectos que comprometen la calidad de un estudio observacional.
Garantizando la presencia de elementos esenciales que ayudan a identificar trabajos
de mayor y menor robustez desde el punto de vista metodologico. Esta guia esta
constituida por una lista de 22 puntos esenciales a tener en cuenta en la
comunicacién de los estudios realizados con los 3 disefios mas importantes de la
epidemiologia analitica observacional: estudios de cohortes, estudios de casos y
controles y estudios transversales. Estos puntos se refieren a diversos aspectos de
los articulos, como el titulo y el resumen (punto 1), la introduccién (puntos 2 y 3), la
metodologia (puntos 4-12), los resultados (puntos 13-17) y la discusion (puntos 18-
21), asi como a otros apartados relevantes (punto 22 relativo a la financiacién). Los 3
disefios comentados tienen 18 puntos comunes, mientras que 4 puntos son

especificos de cada disefio (puntos 6, 12, 14 y 15).

La Declaracion STROBE fue desarrollada para ayudar a los autores a redactar
sus estudios observacionales analiticos, para ayudar a los editores y los revisores
que consideran la posible publicacién de estos articulos, y para ayudar a los lectores
que evaluan de forma critica los articulos publicados. La lista de puntos se desarrolld
a través de un proceso abierto, teniendo en cuenta la experiencia obtenida en
iniciativas previas, en concreto en la Iniciativa CONSORT. Se revisaron la evidencia
empirica y los estudios metodoldgicos relevantes, y se elaboraron versiones previas
consecutivas que fueron sometidas a un intenso proceso iterativo de consulta. Por
tanto, la lista que se recoge en este trabajo esta basada en las aportaciones de un
elevado numero de personas con formacion, experiencia y perspectivas profesionales

muy diversas.
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2.1 Criterios de inclusion y exclusion de articulos:

Los criterios de inclusion fueron: 1) lengua: Inglés, 2) articulos de investigacién
en poblacién humana; 3) tipo de pesticida: solo pesticidas persistentes, 4) tipo de
exposicion: ocupacional y ambiental y 5) tipo de efecto sobre los parametros

seminales basicos. Se excluyen las revisiones sistematicas y los articulos de opinion.
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2.2 Busqueda sistemética

EL 1 de septiembre de 2012 se realizé una busqueda sistematica en diferentes
bases de datos (PubMed, ISI, Scopus) combinando los términos “sperm” y “pesticide”
de los ultimos 40 afos (enero de 1972 a septiembre de 2012). También se
compararon los listados de referencias de los estudios incluidos y se revisaron los

articulos relacionados para no excluir citas relevantes.

Tras consultar los titulos y analizar sus abstracts fueron excluidos por no
cumplir los criterios de inclusién 1140 trabajos, de los cuales 901 basaban sus
estudios en una poblacion animal, 23 no estaban escritos en inglés, 67 eran
revisiones y 5 articulos de opinion. Un total de 183 posibles publicaciones relevantes
fueron analizadas, de las cuales 55 fueron rechazadas por tratarse de una exposicion
a un pesticida no persistente, 41 trabajos no trataban sobre exposicion a pesticidas,
32 estudios no analizaban parametros basicos de calidad seminal, 10 no realizaban
analisis de semen y 6 trabajos eran “in vitro”. Un total de 39 articulos fueron
seleccionados. Con el fin de no excluir ningun articulo relevante y dado que la
busqueda sistematica produjo resultados limitados consultamos otras fuentes de
informacion y realizamos una amplia revision de la literatura de la cual seleccionamos

7 articulos mas (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de flujo del proceso de seleccién
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2.3 Explotacion de datos

Los articulos fueron clasificados de acuerdo con: (i) afio de publicacion, (ii) tipo
de exposicion (ocupacional y ambiental), (iii) tipo de revista (clinica o investigacién
ambiental) segun el ambito de aplicacion recogido en el Journal Citation Reports
(andrologia, reproduccién, urologia, genética, ciencias ambientales, salud ambiental y
ocupacional, toxicologia y salud publica), (iv) efecto observado (aumento, no
variacion, descenso) de la exposicidon a los pesticidas persistentes en los parametros

seminales (concentracion, movilidad, morfologia y volumen) (Tabla 5).

Tabla 5. Variables analizadas en cada uno de los articulos

Variable

Grado de cumplimiento global de SEMQUA

Grado de cumplimiento global de STROBE

Grado de cumplimiento items metodoldgicos de SEMQUA

Grado de cumplimiento items metodoldgicos de STROBE

AfRo de publicacion del articulo

Tipo de exposicion

Tipo de revista

Efecto del pesticida sobre la concentracion espermatica

Efecto del pesticida sobre la movilidad espermatica

Efecto del pesticida sobre la morfologia espermatica

Efecto del pesticida sobre el volumen espermatico
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2.4 Evaluacion de la calidad de los estudios

Todos los estudios incluidos fueron evaluados de manera independiente por
dos investigadores aplicando la guia SEMQUA (Sanchez-Pozo et al., 2013) y la guia
STROBE (Von Elm et al., 2007), valorando si “cumplian” o “no cumplian” cada uno de
los item. Se realizaron reuniones peridodicas de seguimiento en las que los
investigadores ponian sus resultados en comun y revisaban y discutian los casos en
que la valoracion no era coincidente. Las discrepancias entre evaluadores se

resolvieron por consenso.

2.5 Analisis estadistico

Para analizar el grado de consenso entre los dos evaluadores que valoraron el
grado de cumplimiento de las guias SEMQUA y STROBE se utilizé el indice Kappa,
considerando segun la clasificacion de Landis y Koch un grado de acuerdo excelente
para un indice Kappa mayor a 0.75, grado de acuerdo bueno para un indice Kappa

0.40-0.75 y un grado de acuerdo pobre para valores de Kappa menores a 0.40.

2.5.1 Analisis descriptivo

Las variables cualitativas se describen mediante valores absolutos y
porcentajes (tipo de exposicion, tipo de revista y efecto observado). Las variables
cuantitativas se describen mediante la media y la desviacion estandar (grado de
adherencia a SEMQUA, grado de adherencia a STROBE, afio de publicacién del
estudio). La normalidad de las variables cuantitativas se determiné por el test de
Shapiro Wilk, resultando que la variable afio de publicacion no se ajustaba a una

distribucion normal.

2.5.2 Andlisis univariante

Para la comparacion del grado de cumplimiento entre SEMQUA y STROBE
(global o de items exclusivamente metodoldgicos) se realizo el “test de Student” para
muestras apareadas. El mismo test para muestras independientes se utilizé para la
comparacion entre el grado de cumplimiento de SEMQUA y STROBE segun tipo de
estudio, tipo de revista o el efecto observado. Para comparar el afo de publicacién de
articulos de exposicion ocupacional a pesticidas frente al afio de publicacion de los

estudios de exposicion ambiental se utilizo el test U de Mann-Whitney. Para analizar
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la relacion entre grado de cumplimiento de STROBE o SEMQUA vy afio de publicacion

se utilizé el coeficiente de correlacion de Spearman.

2.5.3 Andlisis multivariante

Para identificar los factores que se asocian a la adherencia a SEMQUA se
realizé un modelo de regresion lineal multiple paso a paso tomando como variable
dependiente el grado de adherencia a SEMQUA. Las variables candidatas fueron
aquellas que en el analisis univariante tuvieron un valor de p<0.20. La variable “afio
de publicacién” no sigue una distribucion normal por lo que se transformd en una
variable Dummy estableciéndose dos categorias, publicaciones hasta el afio 2001 vy,

publicaciones posteriores al afio 2001.
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1. Resultados del proceso de elaboracion de SEMQUA

La lista de verificacion final de SEMQUA se obtuvo de la siguiente manera:

La lista generada a raiz de varias herramientas como STARD, QUADAS o
COSMIN consté de 75 items (primer borrador), los cuales fueron agrupados en 4
bloques (participantes, métodos analiticos, métodos estadisticos y resultados). Una
vez finalizadas las tres rondas de encuestas via email, el numero de elementos
potenciales que deben estar presentes en un estudio sobre calidad seminal se redujo
a 50 (segundo borrador). En el tercer borrador, resultado de la primera reunion de
consenso, se incluyeron 35 items, los cuales estuvieron sujetos a la critica
constructiva y el debate incluyendo, excluyendo o manteniendo items en los
siguientes dos borradores mediante rondas de encuestas y reuniones de consenso
hasta obtener el documento definitivo que consta de 18 items que agrupan a 28

cuestiones (Tabla 6).
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Tabla 6. SEMQUA

ITEM

PARTICIPANTES
1. ¢, Se describen claramente los criterios de seleccion?
2.1 ;Los individuos seleccionados para participar en el estudio son representativos de la poblacién objetivo?
2.2 ;Se tuvieron en cuenta los abandonos?
3. ¢ Se tiene en cuenta el lugar de la inscripcion para el estudio (por ejemplo, clinica de fertilidad, maternidad, lugar de trabajo, banco de esperma de un donante)?
4. s Ha sido considerada la heterogeneidad geografica?
5.1 ¢ Se han considerado variables explicativas y / o factores de confusion?
5.2 4 Se ha llevado a cabo un estudio de antecedentes clinicos y examen fisico adecuado por personal médico calificado?
6. ¢ Se han considerado factores relacionados con la capacidad reproductiva?
7.1 ¢ Han sido caracterizados factores de confusion preanaliticos?
7.2 ;Es conocido el periodo de abstinencia sexual?
7.3 ¢Se ha tenido en cuenta el lugar donde se obtuvo la muestra de semen?
7.4 ;Se han seguido las instrucciones pre-analiticas?
METODOS ANALITICOS
8. ¢ Es el nimero de muestras adecuado para el tipo de estudio?
9. ¢ El laboratorio lleva a cabo pruebas internas de control de calidad?
9.2 ;Forma parte el laboratorio de un programa de control de calidad externo basado en los métodos recomendados?
10. ¢ Las personas que llevan a cabo las pruebas y su interpretacion estan cualificadas (acreditadas)?
11. ¢ Estan estandarizados los valores de referencia y los métodos utilizados?
11.2 ¢ Se proporciona informacion acerca de cuando y dénde se obtuvieron las mediciones?
11.3 ¢ Se especifican suficientes especificaciones técnicas relativas a los materiales y métodos utilizados?
METODOS ESTADISTICOS
12. ; Se ha especificado el disefio del estudio?
13. ¢ Se han utilizado las pruebas estadisticas adecuadas?
14. ¢ Se ha ajustado por factores de confusion? ¢ Se llevan a cabo test con los factores de confusion?
15. ¢ Han sido identificados los valores outliers?
16. ¢ Ha sido cuantificada la incertidumbre de medicién?
RESULTADOS
17. ¢ Estan los resultados expresados en relacion a los participantes, métodos de prueba y tratamiento estadistico de los datos obtenidos?
17.2 ¢ Las conclusiones y los valores se generalizan mas alla de los datos reales generados?
17.3 ¢ Pueden los resultados ser generalizados?

18. ¢ Se ha logrado alguna aplicabilidad de los hallazgos del estudio?
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Ademas se disefaron tres herramientas graficas para ayudar a futuros
usuarios de SEMQUA. En primer lugar se hizo un diagrama de flujo que permitiera
identificar claramente las inclusiones y exclusiones de pacientes en el estudio (Figura
6).

Figura 6. Prototipo de diagrama de flujo para la descripcion de la

muestra en sujetos en estudios de calidad seminal.
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Y en segundo lugar se realiza un grafico para describir los diversos tiempos

implicados en el andlisis de semen (Figura 7).

Figura 7. Tiempos implicados en el andlisis de semen
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Y en tercer lugar, el efecto de las transformaciones sobre la distribucion

estadistica de la concentracion espermatica (Figura 8).
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Figura 8. Distribucion de la concentracion espermatica (Millones / mL) en
estudiantes universitarios de un estudio de calidad seminal (n = 273) en el sur
de Espafa. (a) datos en bruto, (b) transformacion logaritmica, (c) raiz cuadrada,

y (d) raiz cubica (Fernandez et al., 2012).
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2. Resultados tras aplicar SEMQUA

2.1 Seleccion de articulos en la busqueda bibliografica

En la Tabla 7 se presentan las variables analizadas en cada uno de los 46

articulos incluidos.
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Tabla 7. Explotacion de datos

Referencia

Tipo de exposicion

Tipo de revista

Efecto sobre parametros seminales

Grado de cumplimiento (%)

Abell et al. (2000)
Aneck-Hahn et al. (2007)
Bonde et al. (2008)

Bush et al. (1986)
Celik-Ozenci et al. (2012)
Charlier et al. (2005)
Dallinga et al. (2002)
Dalvie et al. (2004)

De Flerurian et al. (2009)
De Jager et al. (2006)
De Jager et al. (2009)
Duty et al. (2003)

Eaton et al. (1986)
Egnatz et al. (1980)
Emmett et al. (1988)
Giwercman et al. (2007)
Glass et al. (1979)
Hauser et al. (2002)
Hauser et al. (2003)
Kamijima et al. (2004)
Khan et al. (2010)

Ocupacional
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ocupacional
Ambiental
Ambiental
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ocupacional
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental
Ocupacional
Ambiental
Ambiental
Ocupacional
Ambiental

Ambiental
Clinica
Ambiental
Ambiental
Clinica
Clinica
Clinica
Ambiental
Clinica
Clinica
Clinica
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Clinica
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ambiental

Concentracion Movilidad Morfologia Volumen SEMQUA STROBE
Disminucion Sin cambios Disminucion Sin cambios 54 53
Disminucion Disminucion Sin cambios Disminucion 68 53
Disminucion Disminucion Sin cambios Sin cambios 61 56
Disminucion Disminucion Sin datos Sin datos 46 50
Sin cambios Disminucion Sin datos Disminucion 54 28
Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin datos 50 53
Disminucion Disminucion Disminucion Sin cambios 32 38
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin cambios 54 28
Sin cambios Sin datos Sin datos Sin datos 64 50
Sin cambios Disminucion Disminucion Sin cambios 64 47
Disminucion Disminucion Disminucion Sin cambios 75 44
Disminucion Disminucion Sin cambios Sin datos 61 47
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin datos 29 41
Disminucion Sin datos Sin cambios Sin cambios 25 38
Sin cambios Sin datos Sin datos Sin datos 43 53
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin cambios 75 56
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 43 44
Disminucion Disminucion Disminucion Sin datos 29 38
Sin cambios Disminucion Disminucion Sin datos 57 56
Sin cambios Disminucion Disminucion Sin cambios 54 44
Disminucion Disminucion Sin datos Sin cambios 46 41
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Tabla 7. Continuacion

Referencia

Tipo de exposicion

Tipo de revista

Efecto sobre parametros seminales

Grado de cumplimiento (%)

Lantz et al. (1981)
Larsen et al. (1999)
Lerda et al. (1991)
Lipshultz et al. (1980)
Messaros et al. (2009)
Milby et al. (1980)
Multigner et al. (2008)
Oliva et al. (2001)
Olsen et al. (1990)
Pant et al. (2007)
Potashnik et al. (1983)
Potashnik et al. (1987)
Potashnik et al. (1995)
Rignell-Hydbom et al. (2004)
Ritchthoff et al. (2003)
Rozati et al. (2002)
Sandifer et al. (1979)
Schenker et al. (1988)
Slutsky et al. (1999)
Spano et al. (2005)
Takahashi et al. (1981)

Ocupacional
Ocupacional
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental
Ocupacional
Ambiental
Ocupacional
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Ocupacional
Ocupacional
Ocupacional
Ambiental

Ocupacional

Clinica
Ambiental
Clinica
Clinica
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Clinica
Ambiental
Clinica
Clinica
Clinica
Ambiental
Ambiental
Clinica
Clinica
Ambiental
Ambiental
Ambiental
Clinica
Ambiental

Concentracion Movilidad Morfologia Volumen SEMQUA STROBE
Disminucion Disminucion Sin datos Sin cambios 32 38
Sin cambios Sin cambios Sin cambios Sin cambios 71 53
Disminucion Disminucion Disminucion Sin cambios 29 34
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 29 38
Disminucion Disminucion Disminucion Sin datos 43 47
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 43 41
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin cambios 68 53
Disminucion Disminucion Sin cambios Disminucion 75 59
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 36 41
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin cambios 39 38
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 11 25
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 25 25
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 14 25
Sin cambios Sin cambios Sin datos Sin cambios 61 50
Sin cambios Disminucion Sin cambios Sin cambios 64 59
Disminucion Disminucion Disminucion Disminucion 46 47
Disminucion Sin datos Sin cambios Sin datos 36 32
Sin cambios Disminucion Sin cambios Sin cambios 75 63
Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 18 22
Sin datos Sin datos Sin datos Sin datos 68 59
Disminucion Sin cambios Sin cambios Sin cambios 54 41
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Tabla 7. Continuacion

Referencia Tipo de exposicion Tipo de revista Efecto sobre parametros seminales Grado de cumplimiento (%)
Concentracion Movilidad Morfologia Volumen SEMQUA STROBE
Toft et al. (2006) Ambiental Ambiental Sin cambios Disminucion Sin cambios Sin cambios 71 62
Whorton et al. (1977) Ocupacional Clinica Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 29 28
Whorton et al. (1979) Ocupacional Ambiental Disminucion Sin datos Sin datos Sin datos 21 25
Whorton et al. (1980) Ocupacional Ambiental Sin cambios Sin datos Sin datos Sin datos 21 25

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



96 Resultados

2.2 Explotacién de datos y descripcion de articulos

De los 46 articulos incluidos que evaluaban la relacién entre exposicion a
pesticidas persistentes y calidad seminal, 56.5% (26) de ellos se clasificaron como
exposicion ocupacional y 43.5% (20) como exposicion ambiental (Figura 8); 58,7%
(27) se publicaron en una revista de investigacion ambiental frente al 41,3 % (19) que
se publicaron en una revista clinica (Figura 9); el 69,6% (32) de los estudios mostraba
un efecto significativo de la exposicion al pesticida en la concentracion espermatica
frente a un 28.3% (13) que no lo mostraba, un 2,2 % (1) no recogia este dato (Figura
10).
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Figura 8. Porcentaje de estudios segln tipo de exposicion
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Figura 10. Porcentaje de estudios segln el efecto el pesticida en la

concentracion espermatica
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2.3 Evaluacion del grado de acuerdo

El grado de acuerdo entre los dos evaluadores se midié mediante el indice
kappa alcanzandose un valor de 0.79 (IC 95%; 0.72 - 0.85) en el grado de acuerdo
para STROBE y de 0.83 (IC 95%; 0.77 - 0.88) en SEMQUA.

2.3.1 SEMQUA

La media del grado de cumplimiento de los 28 estandares incluidos en el
checklist SEMQUA fue de 47.0% + 18.5% oscilando entre el 97.8% de cumplimiento
del estandar 17.1 y el 0% del estandar 18. El apartado con mayor grado de
cumplimiento correspondié al bloque “Participantes” (60.1%). Las mayores
deficiencias se advirtieron en los apartados de “Andlisis estadistico” y “Resultados”.
Tan solo dos estudios identificaban entre sus métodos estadisticos los outliers
(4.3%). Solo 6 de 46 estudios (13.0%) especificaban la incertidumbre de medicion. En
el apartado de resultados, unicamente un estudio obtuvo una puntuacion favorable
con respecto a la posibilidad de extrapolar los resultados a poblacion general (2.2%).
Ningun estudio cumplia el item 18 relacionado con la aplicabilidad de los resultados
obtenidos. También fue baja la frecuencia de la participacion en controles de calidad
tanto internos (26.1%) como externos (17.4%), la adecuacion del tamafio muestral

(10.9%) y si se tuvieron en cuenta los abandonos (21.7%) (Tabla 8, Figura 11).
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Tabla 8. Grado de cumplimiento por item segiun SEMQUA.

SEMQUA CHECKLIST

GRADO DE CUMPLIMIENTO (%)

ITEM OCUPACIONAL AMBIENTAL TOTAL
(n=26) (n=20) (n=46)

PARTICIPANTES 53 70 60
1. ¢, Se describen claramente los criterios de seleccion? 46 65 54
2.1 ;Los individuos seleccionados para participar en el estudio son representativos de la poblacién objetivo? 38 45 41
2.2 ;Se tuvieron en cuenta los abandonos? 15 30 22
3. ¢ Se tiene en cuenta el lugar de la inscripcion para el estudio (por ejemplo, clinica de fertilidad, maternidad, lugar 62 90 74
de trabajo, banco de esperma de un donante)?
4. ;Ha sido considerada la heterogeneidad geografica? 46 90 64
5.1 ¢ Se han considerado variables explicativas y / o factores de confusién? 54 90 70
5.2 ;Se ha llevado a cabo un estudio de antecedentes clinicos y examen fisico adecuado por personal médico 81 60 72
calificado?
6. ¢ Se han considerado factores relacionados con la capacidad reproductiva? 77 90 83
7.1 ¢ Han sido caracterizados factores de confusion preanaliticos? 50 75 61
7.2 ;Es conocido el periodo de abstinencia sexual? 77 85 80
7.3 ¢Se ha tenido en cuenta el lugar donde se obtuvo la muestra de semen? 46 60 52
7.4 ;Se han seguido las instrucciones pre-analiticas? 42 55 48

METODOS ANALITICOS 24 52 36
8. ¢ Es el nimero de muestras adecuado para el tipo de estudio? 4 20 1
9. ¢ El laboratorio lleva a cabo pruebas internas de control de calidad? 12 45 26
9.2 ;Forma parte el laboratorio de un programa de control de calidad externo basado en los métodos 4 35 17
recomendados?
10. ¢Las personas que llevan a cabo las pruebas y su interpretacion estan cualificadas (acreditadas)? 23 50 35
11. ¢ Estan estandarizados los valores de referencia y los métodos utilizados? 35 90 59
11.2 ¢ Se proporciona informacion acerca de cuando y dénde se obtuvieron las mediciones? 38 35 34
11.3 ¢ Se especifican suficientes especificaciones técnicas relativas a los materiales y métodos utilizados? 54 90 70
METODOS ESTADISTICOS 29 47 37
12. ¢ Se ha especificado el disefio del estudio? 15 55 33
13. ¢ Se han utilizado las pruebas estadisticas adecuadas? 85 95 90
14. ; Se ha ajustado por factores de confusion? ;Se llevan a cabo test con los factores de confusiéon? 35 60 46
15. ¢ Han sido identificados los valores outliers? 4 5 4
16. ¢ Ha sido cuantificada la incertidumbre de mediciéon? 8 20 13
RESULTADOS 39 38 39
17. ¢ Estan los resultados expresados en relacion a los participantes, métodos de prueba y tratamiento estadistico 96 100 98
de los datos obtenidos?
17.2 ¢ Las conclusiones y los valores se generalizan mas alla de los datos reales generados? 62 45 54
17.3 ¢ Pueden los resultados ser generalizados? 0 5 2
18. ¢ Se ha logrado alguna aplicabilidad de los hallazgos del estudio? 0 0 0
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Figura 11. Grado de cumplimiento de SEMQUA segln grupo de items
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2.3.2 STROBE

Para STROBE la media del grado de cumplimiento de los 32 estandares
incluidos en el checklist fue de 43.1% % 11.6%, oscilando entre el 100% de
cumplimiento de los estandares 1b y 3 y el 0% de los estandares 12c, 12d, 12e y 13c.
El apartado con mayor grado de cumplimiento corresponde al bloque Introduccién
(96.7%). Las mayores deficiencias se advirtieron en los apartados de Métodos y
Resultados donde el item 9 obtuvo un grado de cumplimiento del 8.7%, el item 10 del
13,0%, los item 13b y 16c¢ obtuvieron un grado de cumplimiento del 4.3%
cumpliéndose tan solo en dos estudios. Tan solo el 19.6% de los estudios cumplia el
item 13a y el item 14b se cumplié en el 13% de los casos. Con respecto a otros
apartados, tan solo el 19.6% de los estudios indico el disefio del estudio con un

término de uso comun en el titulo o en el abstract (Tabla 9, Figura 12).
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Tabla 9: Grado de cumplimiento por item segun STROBE.

STROBE CHECKLIST GRADO DE CUMPLIMIENTO (%)
ITEM OCUPACIONAL AMBIENTAL TOTAL
(n=26) (n=20) (n=46)
TITULO Y RESUMEN 54 68 60
1.1 Indique, en el titulo o en el resumen, el disefio del estudio con un término habitual 8 35 20
1.2 Proporcione en el resumen una sinopsis informativa y equilibrada de lo que se ha hecho y lo que se ha 100 100 100
encontrado
INTRODUCCION 96 98 97
2. Explique las razones y el fundamento cientificos de la investigacion que se comunica 92 95 93
3. Indique los objetivos especificos, incluida cualquier hipétesis preespecificada 100 100 100
METODOS 35 48 39
4. Presente al principio del documento los elementos clave del disefio del estudio 77 85 80
5. Describa el marco, los lugares y las fechas relevantes, incluido los periodos de reclutamiento, exposicion, 38 35 40
seguimiento y recogida de datos
6. (a) Estudios de cohortes: proporcione los criterios de elegibilidad asi como las fuentes y el método de 35 65 48

seleccion de los participantes. Especifique los métodos de seguimiento. Estudios de casos y controles:
proporcione los criterios de elegibilidad asi como las fuentes y el proceso diagndstico de los casos y el de
seleccion de los controles. Proporcione las razones para la eleccion de casos y controles. Estudios
transversales: proporcione los criterios de elegibilidad y las fuentes y métodos de seleccidn de los participantes.

F

7. Defina claramente todas las variables: de respuesta, exposiciones, predictoras, confusoras y modificadoras 50 80 63
del efecto. Si procede, proporcione los criterios diagndsticos

8. Para cada variable de interés proporcione las fuentes de datos y los detalles de los métodos de valoraciéon 54 70 61
(medida). Si hubiera mas de un grupo, especifique la comparabilidad

9. Especifique todas las medidas adoptadas para afrontar fuentes potenciales 4 15 9
10. Explique cémo se determiné el tamafio muestral 12 15 13
11. Explique cémo se trataron las variables cuantitativas en el analisis. Si procede, explique qué grupos de 85 95 89
definieron y por qué

12.1 Especifique todos los métodos estadisticos, incluidos los empleados para controlas los factores de 38 55 46
confusion

12.2 Especifique todos los métodos utilizados para analiza subgrupos e interacciones 58 80 67
12.3 Explique el tratamiento de los datos ausentes (missing data) 0 0 0
12.4 Estudio de cohortes: si procede, explique cémo se afrontan las pérdidas en el seguimiento. Estudios de 0 0 0

casos y controles: si procede, explique como se afrontan las pérdidas en el seguimiento. Estudios transversales:
si procede, especifique como se tiene en cuenta en el analisis la estrategia de muestreo.

12.5 Describa los analisis de sensibilidad o 0 0 0
RESULTADOS 24 37 29

13.1 Describa el nimero de participantes en cada fase del estudio: por ejemplo: cifras de los participantes 12 10 11

potencialmente elegibles, los analizados para ser incluidos, los confirmados elegibles, los incluidos en el

13.2 Describa las razones de la pérdida de participantes en cada fase 4 5 4

13.3 Considere el uso de un diagrama de flujo 0 0 0

14.1 Describa las caracteristicas de los participantes en el estudio (p.ej,. demograficas, clinicas, sociales) y la 38 90 61

informacion sobre las exposiciones y los posibles factores de confusién

14.2 Indique el nimero de participantes con datos ausentes en cada variable de interés 12 15 13

15. Estudios de cohortes; describa el nimero de eventos resultado, o bien proporcione medias resumen a lo 92 95 93

largo del tiempo. Estudios de casos y controles: describa el nimero de participantes en cada categoria de
exposicién, o bien proporciones medias resumen de exposicion.

16.1 Proporciones estimaciones no ajustadas vy, si procede, a]ustadés por factores de confusion, asi como su 54 95 72

precision (p. ej. Intervalos de confianza del 95%). Especifique los factores de confusion por los que se ajusta y

16.2 Si categoriza variables continuas, describa los limites de los intervalos 4 5 4

16.3 Si fuera pertinente, valore acompanar las estimaciones del riesgo relativo con estimaciones del riesgo 0 15 7

absoluto para un periodo de tiempo relevante

17. Describa otros analisis efectuados (de subgrupos, interacciones o sensibilidad) 49 69 58
DISCUSION 12 40 24

18. Resuma los resultados principales de los objetivos del estudio 96 100 98

19. Discuta las limitaciones del estudio, teniendo en cuenta posibles fuentes de sesgo o de imprecision. Razone 27 70 46

tanto sobre la direccién como sobre la magnitud de cualquier posible sesgo

20. Proporcione una interpretacion global prudente de los resultados considerando objetivos, limitaciones, 92 100 97

multiplicidad de analisis, resultados de estudios similares y otras pruebas empiricas relevantes

21. Discuta la posibilidad de generalizar los resultados (validez externa) 19 35 26
OTRA INFORMACION 19 70 41

22. Especifique la financiacién el papel de los patrocinadores del estudio y, si procede, del estudio previo en el 19 70 41

que basa el presente articulo
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Figura 12: Grado de cumplimiento de STROBE segun grupo de items

Ocupacionales
B Ambientales
H Global

Grado de cumplimiento de STROBE (%)
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2.3.3 Comparacion SEMQUA y STROBE

El grado de cumplimiento de SEMQUA y STROBE fue similar en los estudios
analizados (47.0% £ 18.5% vs 43.1% = 11.6%). Se observa una correlacién lineal
significativa entre el grado de cumplimiento global de SEMQUA y STROBE (r= 0.82;
p<0.001) (Figura 13).

Figura 13. Comparacién del grado de cumplimiento de SEMQUA frente a
STROBE.
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Sin embargo cuando se consideran solo items de aspectos metodolégicos, se
obtuvo un mayor grado de cumplimiento utilizando SEMQUA que STROBE (48.4% +
21.0% vs. 39.5% % 17.4%; p<0.001) (Figura 14). En la Tabla 10 se presenta,
ordenados por afo el grado de cumplimiento de items de aspectos metodoldgicos de
SEMQUA y STROBE de cada articulo analizado.

Figura 14: Grado de cumplimiento de los items metodologicos de SEMQUA y
STROBE.
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Tabla 10. Grado de cumplimiento de items metodolégicos de los articulos

evaluados.

REFERENCIA

Celik-Ozenci et al. (2012)
Khan et al. (2010)

De Jager et al. (2009)
Messaros et al. (2009)
De Flerurian et al. (2009)
Bonde et al. (2008)
Multigner et al. (2008)
Giwercman et al. (2007)
Aneck-Hahn et al. (2007)
Pant et al. (2007)

Toft et al. (2006)

De Jager et al. (2006)
Spano et al. (2005)
Charlier et al. (2005)

Dalvie et al. (2004)
Kamijima et al. (2004)
Hauser et al. (2003)
Ritchthoff et al. (2003)
Duty et al. (2003)
Dallinga et al. (2002)
Rozati et al. (2002)
Hauser et al. (2002)
Oliva et al. (2001)
Abell et al. (2000)
Slutsky et al. (1999)
Larsen et al. (1999)
Potashnik et al. (1999)
Lerda et al. (1991)
Olsen et al. (1990)
Emmett et al. (1988)
Potashnik et al. (1988)
Potashnik et al. (1987)
Bush et al. (1986)
Eaton et al. (1986)
Potashnik et al. (1983)
Lantz et al. (1981)
Takahashi et al. (1981)
Egnatz et al. (1980)
Lipshultz et al. (1980)
Whorton et al. (1980)
Milby et al. (1980)
Glass et al. (1979)
Sandifer et al. (1979)
Whorton et al. (1979)

% SEMQUA % STROBE
54 8
50 38
67 54
83 46
46 38
75 54
58 69
79 54
75 54
42 23
75 62
71 46
71 62
50 38

Rignell-Hydbom et al. (2004) 54 8
58 38
67 54
58 54
71 54
63 46
33 23
46 38
29 15
79 62
54 62
21 15
75 54
13 15
29 38
33 31
42 54
79 69
25 15
25 46
50 38

8 15
33 38
42 54
54 46
21 31
25 31
17 15
42 46
38 31
21 15
25 15

Whorton et al. (1977)
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2.3.4 Grado de cumplimiento y caracteristicas del articulo

2.3.4.1 Andlisis Univariante

Se observé un mayor grado de cumplimiento de SEMQUA frente STROBE de
items metodoldgicos especialmente para estudios de exposicion ambiental (57.8% +
16.0% vs. 45.8% * 14.2%; p<0.001) pero no para estudios de exposicion ocupacional
(39.6% + 20.4% vs 34.6% £ 18.2%).

Tras establecer comparaciones mediante el test de Mann-Whitney, se
observaron diferencias significativas (p< 0,001) entre los afios de publicacion de los
articulos de exposicion ambiental y los de exposicion ocupacional. Hemos observado
un aumento en el grado de cumplimiento general de SEMQUA (r = 0.61 y p<0.001) y
STROBE (r = 0.45 y p<0.01) a lo largo de los afios (Figura 15).
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Figura 15: Grado de cumplimiento global de SEMQUA y STROBE con los
anos.
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El aumento en el grado de cumplimiento global con el tiempo fue tan sélo
estadisticamente significativo para estudios de exposicion ocupacional (r = 0.54 y
p<0.01; Figura 16).

Figura 16: Grado de cumplimiento global de SEMQUA en funcién del tipo

de exposicion a pesticidas persistentes.
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La calidad de los trabajos que estudian exposicidbn ocupacional fue
significativamente menor que el obtenido para estudios de exposicién ambiental tanto
usando SEMQUA (39.6% + 18.2% vs 56.6% * 14.3%; p<0.01) como STROBE (37.9%
+11.3% vs 50.0% % 7.0%; p<0.001) (Figura 17).

Figura 17. Grado de cumplimiento global de SEMQUA y STROBE en
funcion del tipo de exposicién.
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También se observan diferencias significativas entre estudios ocupacionales y
ambientales al comparar exclusivamente los item metodoldgicos, tanto en SEMQUA
(39.6% * 20.4% vs 59.8% * 16.0%; p<0.01) como en STROBE (34.6% % 18.2% vs
45.7% £ 14.2%; p<0.05). (Figura 18).

Figura 18. Grado de cumplimiento de items metodolégicos de SEMQUA y
STROBE en funcion del tipo de exposicion.
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El 58.7% (27/46) de los estudios fueron publicados en revistas clinicas frente
al 41.3% (19/46) que lo hicieron en revistas de investigacion ambiental. No se
observé ninguna diferencia significativa en el grado de cumplimiento global entre
ambos tipos de revistas; asi de acuerdo a SEMQUA se obtuvo (48.7% + 20.1% vs
45.8% = 17.6%) y para STROBE (42.6% + 11.3% vs 43.6% % 11.9%), para revistas
clinicas y de investigacion ambiental, respectivamente. No se observaron tampoco

diferencias significativas al considerar unicamente los items metodoldgicos.

Los estudios que mostraban un efecto negativo de la exposicion a pesticidas
persistentes en la concentracion espermatica, presentaron un grado de cumplimiento
menor que los que no observaron ninguna influencia, tanto aplicando SEMQUA
(42.1% + 18.3% vs 57.6% * 14.2%; p<0.01) como STROBE (40.2% % 10.3% vs
49.5% * 11.6%; p<0.05) (Figura 19). No se observaron diferencias para otros

parametros seminales.
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Figura 19. Grado de cumplimiento global de SEMQUA y STROBE segun el

efecto del pesticida en la concentracion espermatica.
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2.3.4.2 Analisis Multivariante

Las variables candidatas a los modelos de regresién multiple paso a paso
como variable dependiente el grado de cumplimiento global segun SEMQUA fueron
tipo de estudio, afio de publicacion, y efecto observado sobre la concentracién
espermatica. Estas dos ultimas fueron las Unicas variables incluidas en dicho modelo
(Tabla 11).

Tabla 11. Modelo de regresion lineal multiple del grado de cumplimiento
de SEMQUA.

BETA IC (95%) P
SEMQUA
Ao de publicacion 16.3 6.8-25.7 <0.001
Efecto sobre concentracion -10.1 -19.4-(-0.9) <0.05

espermatica
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Una idea del interés que despiertan los temas relacionados con la calidad
seminal nos la da el hecho de que una simple busqueda en Google utilizando los
términos “human sperm quality” genera 1.590.000 resultados. ElI 50% de las parejas
estériles utilizan este medio para buscar informacion sobre su enfermedad
(Weissman et al., 2000; Huang et al., 2003). Pero a pesar de esta amplia informacion,
gran parte de las parejas con deseos reproductivos no tiene clara la relacion entre
estilo de vida y calidad seminal (Callaway et al., 2009; Daniluk et al., 2012;
Hammarberg et al., 2013).

De igual modo que sucede con el publico general, en el mundo cientifico existe
una gran controversia sobre qué factores del estilo de vida y en qué grado influyen en
la calidad seminal (Li et al., 2011; Mortimer et al., 2013). Esta incertidumbre se
traduce en una alta variabilidad entre profesionales en la interpretacion de los
resultados de un anadlisis de semen (Aguilar et al., 2008). Diversos autores han
sugerido que esto es debido en parte a la falta de estandarizacién de los estudios
sobre calidad seminal (Merzenich et al., 2010; Mortimer et al., 2013), a pesar de
existir recomendaciones internacionales sobre aspectos técnicos del analisis de
semen (Bjorndahl et al., 2010; WHO 2010).

En los ultimos afios, en el ambito de la publicacion cientifica se han
desarrollado herramientas para mejorar esta falta de uniformidad, la cual no sdlo
afecta al area de la salud reproductiva (Johnson et al., 2007; Shikata et al., 2008; Sut
et al., 2008). Estas herramientas permiten de una manera rapida evaluar cada uno de
los items que comprometen la calidad de un estudio, garantizando la presencia de
elementos esenciales que ayudan a identificar trabajos de mayor y menor robustez
desde el punto de vista metodoldgico. Es de destacar el trabajo realizado en este
sentido por la red EQUATOR (Simera et al., 2009), una iniciativa internacional cuyo
objetivo es mejorar la validez y fiabilidad de la bibliografia de investigacion médica por
medio de la publicacion de buenas practicas, claras y precisas para la presentacion

de informes de estudios de investigacion.

EQUATOR se desarrollé6 a partir del trabajo de CONSORT vy otros grupos
encargados de formular directrices. El proyecto comenzé en marzo de 2006.
Financiado al principio por el servicio educativo National Knowledge Service del NHS.

Actualmente la organizacion EQUATOR Network esta dirigida por un grupo ejecutivo
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internacional que reune a destacados expertos en metodologia de investigacion

sanitaria, estadistica, presentacion de informes y trabajo editorial.

Entre las guias publicadas por esta red destacan las recomendaciones para la
elaboracion de guias de evaluacion de la calidad de los estudios de salud
(REGECES) (Moher et al., 2010).

Samaan et al. (2013) tras realizar una revision sistematica en la que incluyeron
50 revisiones sistematicas sobre la adherencia a las guias de evaluacién de la calidad
de los estudios de salud, concluyen que una estrategia para aumentar la calidad de la
informacion seria desarrollar nuevas guias sobre areas clinicas especificas, ya que la

adherencia a las recomendaciones y guias es mayor cuanto mas especifica es esta.

Por todo lo anterior, nos propusimos constituir un grupo de expertos
internacionales para, aplicando la guia REGECES (Moher et al., 2010), elaborar una
guia para abordar los aspectos mas relevantes que deben incluirse en cualquier

estudio sobre calidad seminal.

El desarrollo de nuevas directrices partiendo de cero no es sencillo. Es poco
probable que este tipo de iniciativas tenga éxito si antes de la reunién presencial del
grupo no ha tenido lugar una buena preparacion del proyecto. El punto de inicio es
una revision de la bibliografia, no sélo de guias similares a la que se pretende
desarrollar, sino también de publicaciones cientificas de caracter experimental u
observacional. Después, conviene elaborar una larga lista de puntos estructurados
bajo epigrafes para, mas adelante, ser depurada, por un grupo de expertos en las

reuniones posteriores.

Por este motivo antes de la organizacion de nuestras reuniones presenciales
se realiz6 una busqueda bibliografica electronica, complementada por el contacto con
expertos adicionales, algunos de los cuales fueron invitados a participar en la reunion
presencial, en la que todos los participantes dispusieron con tiempo de esta
informacion. Las reuniones para revisar SEMQUA consistieron en discusiones
estructuradas dirigidas por distintos coordinadores. La idoneidad de la inclusion de un
elemento en la lista fue comentada a la luz de la evidencia actual, analizando, en este

orden, los puntos originales y aquellos susceptibles de ser afiadidos. Para incorporar,
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eliminar o mantener cada punto se utiliz6 un enfoque de consenso basado en el
método Delphi modificado. Se consider6 prioritario, siempre que fuera posible,
mantener en la lista aquellos elementos basados en la evidencia. Aunque bien
intencionadas, muchas de las primeras directrices de publicacion se podian
considerar del tipo «experiencia personal», dado que cada experto sugeria la
importancia que podia tener un elemento concreto, con independencia de si este
punto estaba fundamentado o no en la evidencia. La razén principal para incluir un
punto en la lista es la evidencia de que su omision se asocia a sesgos. Lo mas
habitual es que los puntos se incluyan en la lista por el conocimiento previo de que la
informacion sobre éstos es clave para evaluar la fiabilidad de un estudio, quiza en
combinacion con la evidencia de que esta informacién clave se omite frecuentemente.
Al debatir la lista de elementos se insisti6 mas en su contenido que en el término

utilizado para su expresion.

Para que un grupo de desarrollo de directrices tenga éxito segun Moher et al.
(2010), este debe estar constituido por una amplia gama de participantes que
representen diferentes perspectivas y experiencias. ElI Grupo SEMQUA incluyé
especialistas de diferentes areas de conocimiento, como la epidemiologia,
metodologia cientifica, laboratorio de andrologia y embriologia, andrologia clinica,

clinica reproductiva, y por ultimo la edicién de publicaciones cientificas.

Al igual que en la mayoria (73%) de Grupos de trabajo de la red EQUATOR
(Simera et al., 2008), y siguiendo las REGECES, nuestro grupo multidisciplinar de
expertos se constituyé con profesionales de 6 paises diferentes (Canada, Dinamarca,
Espafia, Reino Unido, Sudafrica y Suecia). De igual modo el numero de expertos de
nuestro grupo (12) se aproximé al valor central del rango de la mayoria de grupos que
elaboran guias para la red EQUATOR (3-24).

El tiempo empleado en el desarrollo de SEMQUA (22 meses) y su publicacion
(12 meses) fue similar al tiempo medio empleado en la elaboracién (20 meses) y
publicacion (11 meses) de 37 guias de evaluacion de la calidad de los estudios de
salud de la red EQUATOR (Simera et al., 2008).
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Los siguientes items agrupados en 4 grupos fueron incluidos en la version final
de SEMQUA. Discutiremos a continuacion cada item y los elementos que llevaron a

su inclusion:

1. PARTICIPANTES

ITEM 1: Seleccién de los participantes: criterios de inclusion y exclusion.

Los criterios de seleccion de los estudios observacionales y experimentales
deben ser descritos. El tipo de estudio en cuestion determinara la seleccién de los
participantes (Rohrig et al., 2009; Schulz et al., 2010; Sheynkin et al., 2011). Para los
estudios observacionales, la seleccion de participantes debe realizarse de acuerdo
con el contenido de la declaracion STROBE: a) Los estudios de cohorte deben
especificar la fuente de los participantes, los medios por los que se seleccionan, y los
métodos de seguimiento que se aplican; b) Los estudios de casos y controles ademas
de exponer los criterios de inclusién aplicados al grupo de casos, y como han sido
seleccionados los controles, deben incluir una especificacién del niumero de controles
por caso; c) Los estudios de dosis-respuesta también deben indicar si la exposicion a
la substitucion del agente del estudio se lleva a cabo de forma gradual (Soares y
Melo, 2008); d) Los estudios transversales deben describir la fuente de los
participantes y los métodos de seleccion (www.strobe-statement.org) (von Elm et al.,
2007).

ITEM 2: El sesgo de seleccion: acuerdo / rechazo de los participantes.

Algunos estudios se basan en poblaciones con escasa participacion (por
ejemplo, voluntarios de la poblacion general), lo que lleva a una baja validez interna y
otros se basan en muestras muy seleccionadas, tales como donantes de semen o
varones de parejas infértiles, de escasa validez externa (Xie et al., 2011; Dissanayake
et al., 2010; Lazaros et al., 2011).

Hay que tener en cuenta que, por pura probabilidad matematica, el grupo de
individuos seleccionados para el estudio puede no ser representativo de la poblacion

objetivo. Por lo tanto, debemos tener en cuenta los factores que influyen en la
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predisposicion de los sujetos a participar en un estudio de calidad seminal, ya que
esto podria influir en los resultados obtenidos. Se ha demostrado en diversos
estudios que los participantes pueden ofrecerse como voluntarios debido a una
preocupacion subyacente acerca de su fertilidad, lo que, obviamente, puede
distorsionar los resultados (Cohn et al., 2002; Olshan et al., 2007; Stewart et al.,
2009). De hecho, el reclutamiento de un grupo de voluntarios que realmente
constituya una muestra aleatoria y no sesgada de la poblacion de interés implica una
dificultad considerable (Handelsman, 1997). Un analisis de semen es una prueba muy
impopular para los participantes potenciales y por lo tanto los estudios de semen se
ven limitados por la estrategia de disefio y reclutamiento (sobre todo Ia
representatividad). Esta es una limitacion importante para la interpretacion de

estudios observacionales.

Los incentivos para aumentar la tasa de participacion podrian sesgar la
poblacion de estudio y esto se debe registrar. Por lo tanto, los incentivos deben
constar de forma expresa (econdmico, por ejemplo), de modo que los lectores

posteriores puedan establecer su valor (Ravnborg et al., 2011).

Se considerd oportuno recomendar la realizacién de un diagrama de flujo
(Figura 6) para describir los pacientes que rechazan participar en el estudio y los
excluidos de este. Ademas también se creyd necesario discutir las razones de la no

participacién en una o mas de las fases (Davidoff et al., 2008; Von EIm et al., 2007).

ITEM 3: Lugar de realizacion del estudio

La mayoria de modelos prondsticos de fertilidad masculina han sido realizados
en centros de atencion especializada, sin tener en cuenta las parejas sub-fértiles
tratadas en los centros de atencion primaria. Por otra parte, s6lo un subconjunto de
las personas sub-fértiles buscan atencion médica en primaria. Como vemos, el sesgo
de reclutamiento esta presente en todos los niveles de la asistencia sanitaria. Los
estudios de los centros de atencion especializada pueden representar en exclusiva a
predeterminadas poblaciones de pacientes, cuya composicion se inclina a favor de
las personas con factores persistentes, a menudo sesgada por el interés académico
del centro (Snick et al., 1997).
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ITEM 4: Caracteristicas demograficas de la poblacién de estudio

La probabilidad de que las diferencias regionales, mas alla de las influencias
étnicas (Johnson et al., 1998), influyan en los resultados de analisis de semen no se
debe ignorar. Diversos estudios han reportado evidencias de variaciones geograficas
en la calidad seminal (Auger y Jouannet, 1997; Gao et al., 2007; Jgrgensen et al,
2002; Swan et al., 2000; Fernandez et al., 2012).

ITEM 5: Variables explicativas y factores de confusién

Diferentes variables explicativas o independientes han demostrado influir en la
calidad seminal. Los factores de confusién son variables explicativas que pueden

producir un sesgo, cuyo tipo dependera del disefio de la investigacion.

Entre estas variables se encuentran edad (Kidd et al., 2001; Frattarelli et al.,
2009; Kuhnert y Nieschlag, 2004), indice de masa corporal (Cabler et al., 2010.), dieta
(Mendiola et al., 2010), actividad fisica (Vaamonde et al., 2006), consumo de tabaco
(Ravnborg et al., 2011), consumo de alcohol (Gaur et al., 2010), consumo de cafeina
(Jensen et al., 2010) y la estacionalidad (Chen et al., 2004 ). Ademas, a todos los
sujetos que participan en un estudio se les debe realizar un examen meédico para
revelar las patologias subyacentes, concomitantes o incidentales en su historia clinica
que pueda ser relevante a la calidad seminal (por ejemplo, varicocele, criptorquidia,
etc) (Ramlau-Hansen et al., 2007c; Boyd, 2010). La importancia de esta informacion
incorporacion coincide con lo sugerido recientemente por Legro et al. (2014) en la

adaptacion de CONSORT a ensayos clinicos sobre tratamientos de esterilidad.

La evidencia de efectos adversos sobre la reproduccion masculina por la
exposicion ambiental y ocupacional a toxicos ha sido fuertemente apoyada en varios
estudios epidemioldgicos (Jensen et al., 2006a, b; Li et al., 2011; Mendiola et al.,
2011b). La exposicion a los disruptores endocrinos, tales como los ftalatos (Mendiola
et al, 2011a), retardantes de llama bromados, compuestos de bisfenol A (BPA) y
perfluoroalquilo también tienen un impacto negativo sobre la fertilidad masculina
(Aitken et al., 2006; Andersson et al., 2008, Desai et al., 2009; Joensen et al., 2009).

De igual modo deben considerarse factores ocupacionales como calor (Sheynkin et
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al, 2011), la radiacion ionizante (De Luliis et al, 2009), trabajar en soldadura, la
exposicion a plomo inorganico y diferentes compuestos organicos (Jensen et al.,
2006a; Mortimer et al., 2013).

ITEM 6: Fecundidad

Aunque el estado de la fecundidad de los individuos en si mismo puede

constituir un factor de confusion es esencial incluir esto como un tema aparte.

En los estudios de calidad seminal, es una practica habitual clasificar la
poblacion de estudio como fértil, excluyendo por tanto probablemente a varones

fértiles de la poblacion en general que no han intentado tener un hijo, o infértiles.

En los estudios con varones de las parejas fértiles, es necesario tener en
cuenta factores como el uso de anticonceptivos, la posibilidad de la paternidad
atribuida por error (Skakkebaek, 2010), embarazos accidentales (no planificado), el
deseo sexual y la oportunidad de tener relaciones sexuales sin el uso de métodos

anticonceptivos (Joffe, 2010b).

La tasa de fecundidad se ha utilizado tradicionalmente como una medida de
los cambios en las tasas de natalidad, aunque se ha demostrado que este es un mal
indicador para los varones (Guzick et al., 2001). En la actualidad, muchas parejas
desean tener una familia pequena, y este factor puede ocultar una alteracion
espermatica. Asi parejas con bajos niveles de fertilidad, pueden alcanzar el tamafo
de familia deseado (Joffe et al., 2009; Pascualotto et al., 2003).

La medicién del tiempo requerido para lograr el embarazo (time to pregnancy,
TTP) es un método de valoracion de la fecundidad bioldgica. En este sentido, debe
tenerse en cuenta que los embarazos no deseados son excluidos de los estudios de
TTP, lo que genera datos no aleatorios (Joffe et al., 2008), ya que estas parejas
tienden a ser mas fértil que la poblacién general (Key et al., 2009). Por lo tanto, la
estimacion de TTP puede subestimar la verdadera fertilidad. Por otra parte, uno de
los principales problemas en los estudios de TTP es el de medir adecuadamente el
punto inicial del plan de embarazo (Pasqualotto et al., 2003).
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Factores femeninos como la edad de la mujer al inicio de intentar la gestacion,
regularidad del ciclo menstrual, trastornos urogenitales anteriores, consumo de
tabaco, indice de masa corporal y el uso previo de anticonceptivos orales, también
pueden producir sesgos en los resultados obtenidos de los estudios de calidad
seminal entre la poblacion fértil (Slama et al., 2002; Jensen et al., 2006b; Jedrzejczak
et al., 2007). Tampoco se deben olvidar los abortos en general, y en especial, los

voluntarios pues también podrian actuar como factores de confusion.

Ademas de los elementos antes mencionados con respecto a la poblacion
fértil, en los estudios de la poblacién infértil es necesario tener en cuenta la duracion
de la infertilidad y otros factores de confusion (ver item 5), tales como exposicion a
drogas u otros tratamientos médicos (Kehl y cols., 2011). No debemos olvidar,
tampoco las evidencias de calidad que avalan un efecto negativo de la edad del varén
no solo en las tasas de éxito de los tratamientos de esterilidad, sino también en los
casos de concepcion natural (Sartorius y Nieschlag, 2010; Dain et al., 2011). A mayor

edad menos tasas de embarazo y menores tasas de nacidos vivos.

Muestra de la relevancia clinica de este item es que ha sido tenido en cuenta
en la reciente adaptaciéon de CONSORT a los ensayos clinicos sobre tratamientos de
esterilidad (Legro et al., 2014).

ITEM 7: Factores de confusién preanaliticos

Dada la trascendencia de los aspectos técnicos de un estudio sobre calidad
seminal, los factores de confusion preanaliticos, en este area de la medicina

reproductiva juegan un papel muy importante:

i) Periodo de abstinencia sexual

La OMS, en su quinta edicién del Manual de Laboratorio para el analisis de
semen humano, pone de relieve importantes variaciones en la concentracion de
espermatozoides de acuerdo con el periodo de abstinencia sexual en un mismo
individuo (OMS, 2010). Por otro lado, se han descrito diferencias significativas en la
calidad seminal en cuanto al numero de eyaculaciones (1,2 6 >2) en los 7 dias
previos al periodo de abstinencia sexual antes del analisis de semen (Tyler et al.,

1982a,b, 1985; Carlsen et al., 2004). Ademas, es conocida la influencia de este factor
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en la fragmentacion del ADN espermatico (Marshburn et al.,, 2014). Por estos
motivos, el periodo de abstinencia sexual debe considerarse como una variable clave

de cualquier estudio sobre calidad seminal.

ii) Estacionalidad
La época del afio se asociada a variaciones en la calidad seminal (Jgrgensen
et al.,, 2001). Ademas, la época del afio también puede influir en la frecuencia de la

eyaculacion (Carlsen et al., 2004). Por lo que este factor debe ser registrado.

iii) Tiempo hasta el analisis
El tiempo transcurrido entre la obtencién de una muestra de semen y su
procesamiento inicial puede afectar a la movilidad espermatica (Amann, 2010), y por

lo tanto se debe considerar la duracion de este intervalo (Appell et al., 1977).

iv) Lugar de recogida

Varios estudios han analizado las diferencias en la calidad seminal entre la
obtencion de muestras en la sala proporcionada por el laboratorio y el domicilio del
varon, encontrando valores de los parametros seminales significativamente mas altos
en varias muestras obtenidas en el hogar (Elzanaty y Malm, 2008). Sin embargo,
otros autores no encontraron diferencias en la calidad seminal con respecto a la
obtencion en distintos sitios (Jgrgensen et al., 2001; Licht et al., 2008; Fernandez et
al., 2012). Aunque la bibliografia con respecto a este factor no es concluyente,

creemos que este dato debe recogerse.

v) Otros factores preanaliticos

La duracion del estimulo pre-eyaculatorio (tiempo de eyaculaciéon) ha sido
asociada negativamente con los parametros seminales (Elzanaty., 2008). Por otro
lado, las muestras para las que faltan datos y las muestras incompletas, deben ser

excluidas del analisis (Bonde et al., 1998).

2. METODOS DE ANALISIS

ITEM 8: Numero de muestras analizadas
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Varios autores han sugerido que para obtener una determinacion fiable de la
calidad seminal de un individuo es necesario el analisis de varias muestras,
fundamentalmente debido a la variabilidad en los parametros seminales (Jeyendran,
2000; Carlsen et al., 2004; Castilla et al., 2006). Los parametros seminales
(concentracion, movilidad y morfologia) tienen una alta variabilidad intra-individual
tanto en varones sanos (Alvarez et al., 2003) como en hombres subfértiles (Leushuis
et al., 2010). Este aspecto metodoldgico es, por tanto clave y su ausencia limita la

aplicabilidad de los resultados obtenidos.

Sin embargo, debido a que las caracteristicas especificas de los estudios de
calidad seminal condicionan que la mayoria de los estudios solo incluyan una
muestra por individuo, lo que hace aun mas necesario controlar por diferentes
variables, ya concretadas en el item anterior, para minimizar al maximo la variabilidad

biolégica y analitica (Stokes-Riner et al., 2007).

ITEM 9: Participacion en controles de calidad

Detectar errores inaceptables durante el analisis, de modo que se puedan
realizar correcciones evitando de este modo llegar a unos resultados erréneos, es
fundamental en cualquier estudio cientifico. Esto se consigue mediante la realizacién

de controles de calidad internos y externos (ver apartado 1.2 de la introduccion).

ITEM 10: Numero, formacién y experiencia de los profesionales que llevan a

cabo el analisis de semen y su interpretacion.

En el analisis de semen existe una alta variabilidad entre observadores.
Determinar el numero, la formacién y la experiencia de las personas que llevan a

cabo el analisis es imprescindible (Bjorndahl et al., 2002; Franken y Kruger, 2006).

Los métodos manuales estan basados en valoraciones subjetivas, por lo que
es esencial para el personal estar formado en métodos estandarizados (Barratt et al.,
2011; Bjorndahl et al, 2010). Entre los cursos de formacion normalizados se
encuentran los desarrollados por el Grupo de Interés Especial de Andrologia (SIGA)
de la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y Embriologia (ESHRE), basados

en los desarrollados originalmente por la Sociedad Britdnica de Andrologia

Desarrollo y aplicacion de una guia para la evaluacion de estudios sobre calidad seminal



Discusion 129

(Bjorndanhl, et al., 2002). Estos cursos ESHRE-SIGA se han impartido desde 1994 en
muchos paises (Bjorndahl y Kvist, 1998; Punjabi y Spiessens, 1998; Vreeburg y
Weber, 1998). El Curso Basico de Analisis de Semen de la ESHRE-SIGA ofrece la
base tedrica asi como la formacién practica necesaria en la evaluacién de la
concentracién, motilidad, vitalidad y morfologia espermatica. Varios autores han
puesto de relieve la importancia de la formacion unificada de los investigadores en
proyectos cientificos especificos sobre calidad seminal (Jargensen et al., 1997; Auger
et al., 2000; Brasil et al., 2004a, b; Franken et al, 2003; Franken and Dada, 2005;
2007).

ITEM 11: Uso de métodos normalizados

El uso de métodos de trabajo reconocidos y estandarizados debe estar bien
referenciado en la publicacién (WHO 2010; Bjorndahl et al., 2010; Kvist y Bjérndanhl,
2002). Un ejemplo de un método estandarizado es el manual de laboratorio de la
Asociacion Noérdica de Andrologia (NAFA), desarrollado en colaboracion con la
ESHRE-SIGA (Barratt et al., 2011; Kvist y Bjorndahl, 2002) basado en los estandares
minimos recomendados por la OMS (OMS 2010). Es importante considerar que este
ultimo contiene errores e inconsistencias que cualquier organizacién que utilice estas
normas debe tener en cuenta (Barratt et al 2011). La metodologia aplicada debe
incluir determinaciones por duplicado, la evaluacién de un numero suficiente de

células y la utilizacion del equipo adecuado.

3. METODOS ESTADISTICOS

ITEM 12: Diseno del estudio

El disefio del estudio debe quedar claro en el texto (Lenzi et al., 2003) de
modo que los lectores puedan identificarlo facilmente. Un término explicito utilizado
habitualmente para el disefio del estudio, ayuda también a asegurar la correcta
indexacién del articulo en bases de datos electronicas (Benson y Hartz, 2000;
Goatzsche y Harden, 2002).

Existen, principalmente, dos grupos de disefio de estudios: observacionales

(en los que no se produce la manipulacion por parte del investigador) y
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experimentales. Ambos tipos se aplican en estudios de calidad seminal humana. Sin
embargo, la gran mayoria son estudios observacionales transversales (no tienen una
continuidad en el tiempo) (Jorgensen et al., 2002; Vujkovic et al., 2009; Meeker et al.,
2010) y estudios de caso-control (Mendiola et al., 2010). Otros disefios
observacionales utlilizados son los estudios prospectivos (Wise et al., 2011) y los
estudios de cohortes (Bonde et al., 1998; Ramlau-Hansen et al., 2010).

El disefo experimental para un estudio en humanos se centra basicamente en
los ensayos clinicos aleatorios (ECA), que describen con mayor rigor cientifico el
principio de causalidad, es decir, la secuencia de causa (la exposicién o evento a
medir) y efecto (por ejemplo, impacto en la calidad seminal). Un ECA proporciona
mas informacion que cualquier estudio observacional (Abdel-Meguid et al., 2011),

pero no siempre puede llevarse a cabo.

El disefio del estudio depende del aspecto que quiere estudiarse y del

presupuesto disponible para el proyecto.

ITEM 13: Métodos estadisticos

La distribucion estadistica de las principales variables incluidas en un
seminograma debe ser evaluada (Handelsman 2002). Tanto el test de Shapiro-Wilk
como el test de Kolmogorov-Smirnov son adecuados para evaluar la normalidad de
las variables. Esta distribucion suele ser normal (o gaussiana) para los principales
parametros seminales, a excepcidbn de la concentracion espermatica que
normalmente muestra algunos valores atipicos (Figura 8a; Berman et al., 1996). Este
sesgo tiene gran influencia en la media aritmética y crea una desviacion estandar
excesivamente alta, por lo que es recomendable expresar la concentracion

espermatica a través de la mediana.

Cuando una variable no sigue una distribucion normal podemos utilizar
meétodos estadisticos no paramétricos, pero éstos impiden posteriores ajustes por
variables de confusién, por lo tanto los datos deben ser normalizados (Eisenberg et
al.,, 2011), mediante la aplicacion de transformaciones, como la raiz cuadrada y la
transformacion logaritmica (Mortimer y Lenton, 1983; Berman et al., 1996;
Handelsman 2002) (Figuras 8B, 8C, respectivamente), lo que facilita el acceso a
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métodos estadisticos paramétricos como la regresion lineal (Joensen et al., 2009) y

permite ajustar por factores de confusion (Handelsman, 2002; Boyd, 2010).

Con el fin de aumentar la interpretabilidad de los resultados obtenidos, los
datos transformados se deberan volver a transformar en su escala natural a pesar de

su asimetria.

En general no hay un unico analisis estadistico correcto, sino que existen
varias posibilidades que pueden atender a la misma cuestiéon haciendo diferentes
suposiciones. Al comunicar un estudio, los autores deben mencionar los métodos
estadisticos utilizados, describir las transformaciones realizadas, indicar las
referencias de procedimientos novedosos o poco comunes, asi como el software
estadistico utilizado. Recomendamos que los métodos estadisticos se describan con
suficiente detalle para permitir al lector con conocimientos y acceso a los datos

originales verificar los resultados comunicados.

ITEM 14: Ajuste por factores de confusion

Muchas de las variables mas relevantes como edad, indice de masa corporal
(IMC), etnia, tabaquismo, estacién del afio, periodo de abstinencia, tiempo desde la
recogida de la muestra hasta su procesamiento inicial, volumen testicular, presencia
de varicocele, etc. asi como exposiciones prenatales (Jensen et al., 2004a) deben
tenerse en cuenta en estudios de calidad seminal humana. Estas covariables pueden
influir en los parametros de calidad seminal y por lo tanto, deben ser controladas con
el fin de lograr resultados fiables (Jgrgensen et al., 2001; Jensen et al., 2004b;
Stewart et al, 2009; Zou et al, 2011).

Existen varios métodos de ajuste por factores de confusion. Los mas utilizados
son la regresiéon lineal multiple (variable dependiente continua y gaussiana) y la
regresion logistica (variable dependiente dicotomica o policotomica) (Vujkovic et al.,
2009; Meeker et al., 2010; Mendiola et al., 2010; Ramlau-Hansen et al., 2010;
Ravnborg et al., 2011).

Por lo tanto, la ausencia de un analisis multivariante en un estudio sobre

parametros seminales es un indicador de baja calidad metodologica.
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ITEM 15: Valores atipicos

Se deben examinar todos los valores atipicos de las variables seminales
incluidas en el estudio. La deteccion de estos valores se puede realizar mediante el
grafico de cajas o calculando las puntuaciones tipificadas o puntuaciones Z. (Fenster
et al,, 1997). Tras el analisis estadistico de los resultados, se debe analizar la
existencia de situaciones atipicas similares y podrian afiadirse criterios de exclusién a

la seleccion de los pacientes (Lenzi et al. 2003).

ITEM 16: Incertidumbre de la medida

Las mediciones, incluso bajo condiciones de repetitividad, incluyen variabilidad
y un error asociado. Sin la adecuada cuantificacion de estas variaciones, la medicién
es de escaso valor y tiene muy poca credibilidad (Bjorndahl et al., 2010). La
reproducibilidad se cuantifica por medio del coeficiente de variacion. Por lo tanto, para
cada técnica aplicada se debe indicar el coeficiente de variacion intra e inter-

observador.

En un estudio sobre calidad seminal, es importante, indicar la variabilidad
analitica relacionada con cada uno de los parametros analizados. Por lo que la
incertidumbre debe estar asociada con un intervalo de confianza, normalmente el
95%. En nuestro caso, la variabilidad de los resultados de laboratorio depende, entre

diversos factores, del numero total de espermatozoides evaluados.

4. RESULTADOS

ITEM 17: Presentacion de los resultados

La seccién de resultados debe hacer un claro recuento de lo que se encontro,
del reclutamiento de los participantes, de la descripcion de la poblacién del estudio y
de los principales resultados del analisis. Ha de estar libre de interpretaciones e ideas
que reflejen las opiniones y los puntos de vista de los autores (Vandenbroucke et al.,
2009). Ademas, los resultados, deben ser expresados distinguiendo entre los que se
refieren a las caracteristicas de la poblacién de estudio, a la prueba en si y al analisis

estadistico aplicado.
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La precision de los resultados determinara su validez interna y permitira la
generalizacion al menos a parte de la poblacion (validez externa) (Tooth et al., 2005).
La validez interna es el grado en que un estudio esta libre de sesgos o errores
sistematicos. Depende de los métodos utilizados para seleccionar a los sujetos de

estudio, recoger informacion, y realizar el analisis (Porta, 2008).

La validez interna es un requisito previo para la validez externa, ésta se refiere
a la capacidad de extrapolar los resultados de un estudio a otros contextos o
pacientes. Un estudio externo es valido si permite inferencias imparciales con
respecto a algunas otras poblaciones mas alld de los sujetos objeto del estudio
especifico. Por lo tanto se refiere a la capacidad de hacer inferencias razonables a

una poblacion externa que no participa en el estudio (Porta, 2008).

Por ejemplo, Meeker et al. (2010), Vujkovic et al. (2009) y Xie et al. (2011)
estudiaron la calidad seminal de las parejas masculinas que asistieron a clinicas de
infertilidad en relacién con la exposicion al BPA (disruptor endocrino), ciertos habitos
alimenticios y el acido tricloroacético, respectivamente. La posible generalizacién de
los resultados se centra en poblaciones similares, las parejas masculinas en parejas
sub-fértiles, y no, por ejemplo, en los varones fértiles, los donantes u otro grupo de

poblacion.

Ravnborg et al. (2011) estudiaron si la exposicion prenatal (en utero) al tabaco
en una poblaciéon danesa joven podria afectar a su reproduccion (calidad seminal y
hormonas reproductivas) y los parametros fisiolégicos (desarrollo de la pubertad,
altura e indice de masa corporal). En este caso, ademas del tamafo de la muestra
analizada (n = 3,486), uno de los puntos mas fuertes del estudio es que las
asociaciones se ajustaron bajo el control de los efectos actuales de la exposicion, es
decir, de si estos jovenes son fumadores en la actualidad. Por lo tanto, se puede
determinar "sin interferencias" las asociaciones entre la exposicion prenatal al tabaco
y los parametros reproductivos y fisiolégicos en la edad adulta. Por otra parte, la
generalizacion del estudio en términos globales es posible, porque este grupo de
hombres puede ser considerado representativo de la poblacién general de varones

jévenes en Dinamarca.
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iTEM 18: APLICABILIDAD

Como hemos comentado anteriormente, la mayoria de los disefios de los
estudios de calidad seminal en seres humanos son observacionales (Bonde et al.,
1998; Vujkovic et al., 2009; Meeker et al., 2010; Mendiola et al., 2010; Ramlau-
Hansen et al, 2010; Wise et al., 2011) y tal vez este tipo de estudio limita la
aplicabilidad de los resultados obtenidos. No obstante, con un disefio adecuado, se
puede obtener informacion muy util. Por ejemplo, Meeker et al. (2010) reportaron la
relacion entre las concentraciones urinarias de BPA y la calidad seminal de los
pacientes que asistieron a una clinica de fertilidad. En este caso, un aumento de la
concentracién urinaria de BPA se asocié con una disminucion significativa de
concentracion, movilidad y morfologia espermaticas, junto con un significativo
aumento en el dano del ADN espermatico. Este es un ejemplo de como la exposicion
a compuestos quimicos puede afectar el sistema reproductivo masculino, y muestra
la importancia de determinar su contribucién como un factor relevante a la infertilidad

masculina (Toppari et al., 1996).

Otros ejemplos de alta aplicabilidad pero con disefios no observacionles son
los estudios aleatorizados de Balercia et al. (2005) y Abdel-Meguid et al. (2011), que,
como se comentd anteriormente, contribuyen con mayor evidencia cientifica y rigor
metodologico a la pregunta del estudio. Por ejemplo, con respecto a los ensayos
clinicos, un tema bastante controvertido es si la cirugia del varicocele mejora la
fertilidad masculina. En un estudio randomizado reciente, Abdel-Meguid et al. (2011)
demostraron la superioridad de la varicocelectomia sobre la observacién en hombres
infértiles con varicocele palpable y calidad deficiente del semen, con mayores
probabilidades de embarazo espontaneo y mejoras en las caracteristicas del semen

en un afo de seguimiento.

APLICACION DE SEMQUA A ESTUDIOS SOBRE CALIDAD SEMINAL Y
PESTICIDAS PERSISTENTES

Los resultados de este estudio indican que la calidad de los articulos sobre
calidad seminal y exposicion a pesticidas persistentes es baja, especialmente en las
caracteristicas metodoldgicas. Ademas, nuestros resultados, al igual que han descrito

otros autores (Bath et al., 1998), han demostrado que la baja calidad de los estudios
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cientificos se asocia a la obtencion de efectos significativos en estos. Los bajos
niveles de calidad de la informacion observados coinciden con estudios similares de
la literatura médica (Galera et al.,, 2011; Samaan et al., 2013) o en el area de la
medicina reproductiva en particular (Coppus et al., 2009). Esta falta de rigor en la
investigacion reproductiva esta en el origen probablemente de las controversias
existentes sobre el aumento o descenso actual de la calidad seminal y de la fertilidad
(Joffe, 2010). Una colaboracion real interdisciplinaria (basicos, clinicos vy
epidemiodlogos) facilitaria el desarrollo riguroso de estudios de calidad seminal y
evitaria mucha investigacion de baja calidad. Ademas, el cumplimiento con los
estandares metodoldégicos permitiria que el analisis de la calidad seminal se
convirtiese en un marcador muy util en la investigacion clinica y de servicios
sanitarios tanto de salud general (Jensen et al., 2009) como reproductivas (Guzick et
al., 2006).

Nuestros resultados, sobre el cumplimiento de items metodologicos
demuestran que la adherencia a las recomendaciones y guias es mayor cuanto mas
especifica es la guia. Estos hallazgos coinciden con lo observado por Samaan et al.
(2013). Estos autores después de revisar 50 revisiones sistematicas sobre la
adherencia a las guias concluyen que una estrategia para aumentar la calidad de la
informacion seria desarrollar nuevas guias sobre areas clinicas especificas, como
hemos hecho recientemente desarrollando y publicando SEMQUA (Sanchez-Pozo et
al., 2013). El hecho de que SEMQUA haya sido publicado recientemente no explica la
baja calidad observada en los trabajos, ya que muchos de sus criterios son requisitos
imprescindibles en la mayoria de estudios observacionales ya recogidos parcialmente
—los mas relevantes— en otras guias y publicaciones anteriores como la guia
STROBE, incluida en este estudio.

Nuestro estudio tampoco ha demostrado una mejora significativa de la calidad
de la informacion "antes y después de STROBE", lo que podria justificarse por la falta
de adherencia de la guia STROBE al ambito de la calidad seminal comentada
anteriormente. La mayor adherencia a las guias observada en los estudios
ambientales se debe a que estos han sido publicados mas recientemente, ya que,
como demuestran nuestros resultados y los de otros autores (Ziogas, 2009;
Montgomery et al., 2011), la fecha de publicacion es un factor asociado con una

mayor calidad de la informacion. Esto puede ser debido a tres factores (Bath et al.,
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1998): (1) los estudios son cada vez mayores e involucran a mas autores, (2) los
autores ganan experiencia y habilidades en escribir articulos y (3) los editores y

revisores exigen cada afio mayor calidad de los articulos.

No todos los requisitos tienen, l6gicamente, la misma importancia en cuanto a
sus efectos en la validez de los estudios evaluados. Teniendo en cuenta las
principales caracteristicas que debe reunir un estudio de calidad seminal, es
importante que resaltemos los aspectos clave para la validez que se han mostrado
como mas deficientes. En primer lugar, se encuentran las caracteristicas de la
poblacion, la descripcion de la poblacion de estudio fue descrita en el 60% de los
articulos aunque esto puede parecer una calificacion razonable, en nuestra opinion,
este porcentaje es preocupante. Una descripcion ausente o incompleta de la
poblacion de estudio (con items de inclusion y exclusion) afecta a la generalizacion
del estudio. Existen evidencias de que esto puede ir acompanado de una
sobreestimacion del efecto (Sackett et al., 1979, Grimes et al., 2002, Dawson et al.,
2004).

En segundo lugar, otra deficiencia metodologica clave y que limita la
aplicabilidad de los resultados es la escasa descripcion del numero de muestras
evaluadas ya que la mayoria de los estudios evaluados (89%) no informan acerca del
numero de muestras de semen analizadas por individuo o s6lo analizan una muestra
sin justificar que esto sea apropiado para su estudio. Los parametros seminales
(concentracion, movilidad y morfologia) tienen una alta variabilidad biolégica (Alvarez
et al., 2003; Leushuis et al., 2010). Esto ha hecho que varios autores hayan sugerido
que para obtener una determinacion fiable de la calidad del semen de un individuo

sean necesarias varias muestras (Jeyendran, 2000; Carlsen et al., 2004).

En los estudios de calidad que solo se analiza una muestra por individuo, es
necesario controlar por diferentes variables ya comentadas (Stokes-Riner et al.,
2007). La no inclusion de esta informacion en el estudio impide diferenciar en detalle
el efecto real de una exposicion, de la variacién biolégica o fisiolégica de los
parametros seminales. Prueba de la importancia de estos factores estaria en el hecho
de que el unico parametro seminal cuya disminucién se ha asociado con una baja
adherencia a las guias es la concentracion, el parametro seminal mas afectado por la
variabilidad biolégica (Alvarez et al., 2003; Carlsen et al., 2004).
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En tercer lugar, la participacion en controles de calidad tanto internos como
externos, la identificacion de valores atipicos y la cuantificacion de la incertidumbre de
los valores observados, han sido otro de los puntos débiles de los estudios
evaluados. Estos resultados coinciden con la pobre implementacién de los principios
de los controles de calidad en los laboratorios de andrologia descritos por dos
estudios (Keel et al.,, 2002; Ridell et al., 2005). Puede ser debido a que los
profesionales del laboratorio no entienden las bases estadisticas sobre las que se
realizan las mediciones (Pacey, 2010). Sin la cuantificacion adecuada de la
variabilidad de cada medida y de su error asociado la medicion es poco fiable
(Bjorndahl et al., 2010). El calculo de la incertidumbre y la precision de las medidas
realizadas en los analisis de semen empez6 a recomendarse a partir de 1999 (WHO
1999). El 45,7% de los trabajos seleccionados para este estudio fueron publicados
con anterioridad, sin embargo si analizamos el grado de cumplimiento en este
aspecto concreto en el 54.3% de los trabajos posteriores, comprobamos que apenas
se observa un descenso en el porcentaje de estudios que incumplen este item
(95.2% vs 80.0%) a partir del afio 2000. Hay que destacar, que los métodos para el
calculo de la precision de los parametros seminales se encuentran faciimente
disponibles en la literatura y son esenciales para la deteccidn y correccion de errores
sistematicos y aleatorios garantizando asi la fiabilidad de los resultados (Castilla et
al., 2006, WHO, 2010).

Nuestro estudio pone de relieve la necesidad de unificar la indexaciéon de los
articulos sobre calidad seminal, ya que el 15% (7 articulos) de los articulos incluidos
no fue localizado en la primera estrategia de busqueda sino a través de una revision
extensa de la bibliografia de los resultados obtenidos. De los 7 articulos no
identificados con las palabras clave “sperm and pesticides”, dos mas se habrian
encontrado con el término “sperm quality”. SEMQUA, al contrario que otras guias
especificas como STARD, no incluye ninguna recomendacion en el uso de términos
de indexacion. Para facilitar la recuperacion de estudios sobre calidad seminal los

autores deben usar el término semen o calidad seminal en el titulo o en el resumen.

Entre las limitaciones del estudio tenemos que se evalud la calidad de la
informacion, analizando aspectos metodologicos y de disefio, sin embargo no
consideramos en este estudio caracteristicas adicionales tales como la claridad del

lenguaje utilizado para la informacion (legibilidad), coherencia y la ausencia de
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ambiguedad (Gonzalez et al., 2004). Ademas, tenemos que tener en cuenta el riesgo
de sesgo de publicacién, que podria significar que sélo se han publicado los estudios
sobre pesticidas persistentes que muestran un efecto significativo sobre los

parametros.

Otra limitacion es que no se ha podido evaluar si el alto incumplimiento
observado en SEMQUA y en la guia STROBE es debido a un descuido en la
preparacion de los articulos por los autores o en su proceso editorial, o de ambas
cosas. El hecho de no haber observado relacién entre el ambito de la revista (clinica
vs investigacion ambiental) y la calidad de la informacion sugiere que los bajos
niveles observados en la calidad de la informacién de los estudios estan mas
relacionados con la autoria de los trabajos que con el proceso editorial. En otros
ambitos de salud (Balasubramanian et al., 2006, Lumbreras et al., 2006) si han
observado relacion entre la calidad de la informacion y el ambito de la revista,
sugiriendo que seria necesario estandarizar el proceso editorial. Por otro lado, una
opcion no evaluada en nuestro estudio y que podria relacionarse con los bajos
niveles de calidad de la informacion observados es que autores, revisores y editores
estan menos familiarizados con la guia STROBE que con otras guias similares como
CONSORT (Samaan et al.,, 2013). Al igual que en otras areas la mejoria debe
fundamentarse en un esfuerzo realizado por autores y grupos editoriales al seguir
estas guias (Lumbreras-Lacarra et al., 2004). En el futuro, debe haber un seguimiento
de la mejoria en la calidad de la metodologia de los estudios para confirmar posibles

efectos beneficiosos.

Creemos firmemente que las recomendaciones SEMQUA podrian incrementar
sustancialmente la calidad en la presentacion de estudios sobre parametros
seminales que pueden conducir a una mayor tasa de publicaciones en el futuro. Tal y
como ha ocurrido tras la publicacion de guias similares en otros ambitos de
investigacion sanitaria (Begg et al,. 1996, Areia et al., 2010, Capili et al., 2010). Sin
embargo los aspectos valorados no deben ser interpretados como un intento de
describir la informacion de la investigacion observacional en un formato rigido. Los
items de la lista deberian abordarse con suficiente detalle y con claridad en algun
momento en un articulo, pero el orden y el formato para la presentacién de
informacion depende de las preferencias de autor, estilo revista, y las tradiciones del

campo de la investigacion.
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1. La guia REGECES se ha mostrado como un instrumento util para elaborar
guias de evaluacion de estudios en salud reproductiva. Su aplicacion al ambito de la
calidad seminal ha permitido la elaboracién de la guia SEMQUA para disefar

estudios sobre calidad seminal o para evaluarlos.

2. SEMQUA ha demostrado ser una herramienta mas especifica para el

campo de la calidad seminal que STROBE.

3. Aunque actualmente la calidad de las publicaciones sobre calidad seminal y

pesticidas parece haber mejorado, esta sigue siendo baja.

4. El bajo grado de cumplimiento observado en los estudios de calidad seminal
y pesticidas es coincidente con lo observado en otros trabajos sobre medicina
reproductiva y pone de relieve la necesidad de mejorar el diseio de los estudios

sobre calidad seminal.

5. La relacién directa observada entre baja calidad del estudio y un efecto
negativo de los pesticidas sobre la calidad seminal, no permitiria determinar si las
alteraciones seminales observadas en estos estudios son debidas a variaciones

fisiolégicas o patoldgicas.

6. Es fundamental que editores, revisores y autores conozcan y apliquen

SEMQUA a la hora de evaluar o disenar articulos sobre calidad seminal.
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