UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
UNIDAD DE SERVICIOS ESCOLARES DE POSGRADO
ESPECIALIDAD EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION HUMANA

< ERSIDRD NACIONAL AUTONOWAD 7z

XICO

CRNSTTTUTO

INSTHETO DE CIENCIAS EN
REPRODUCCION HUMANA

IMPACTO DE LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO EN LA PAREJA
INFERTIL CON EL USO DE ANTIOXIDANTES

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
ESPECIALISTA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION HUMANA

PRESENTA:
HORACIO VEGA PENA

TUTOR : DR EFRAIN PEREZ PENA
DIRECTOR GENERAL
ASESORES : DR FRANCISCO ROJAS ROMERO
JEFE DE ENSENANZA
DR FRANCISCO LIZARRAGA SALAS
DEPARTAMENTO DE ANDROLOGIA

ZAPOPAN , JALISCO AGOSTO 2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE MEDICINA
UNIDAD DE SERVICIOS ESCOLARES DE POSGRADO
ESPECIALIDAD EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION HUMANA

INSTTELTO DE CIEN

CIAS |
REPRODUCCION HUMAN

IMPACTO DE LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO EN LA PAREJA
INFERTIL CON EL USO DE ANTIOXIDANTES

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE
ESPECIALISTA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION HUMANA

PRESENTA:
HORACIO VEGA PENA

DR. EFRAIN PEREZ PENA DR. FRANCISCO ROJAS ROMERO
Director General Jefe de Ensefanza

ZAPOPAN JASLISCO AGOSTO DEL 2012



INDICE GENERAL

R 11 Yo [T o7 oo 4
2. Planteamiento del problema............cooiiiiiiiiii 6
3. RESUMEN . .. 8
A 1 (S0t [T (> 9
5. JUSHIfICACION. ... 17
6. Pregunta de INVeSHgacion...........oiuiuiiii e 18
T HIPOtESIS. e 18
8. OJBLIVOS. .t 19

- Objetivo general
- Objetivos especificos
9. Material y MEtOUOS. ... ..o 20
— Disefio del estudio
— Universo de estudio
— Tipo de muestreo y tamafio de la muestra
— Criterios de seleccion
— Variables y escalas de medicion
— Definicion operacional de variables
— Metodologia: desarrollo del estudio

— Flujograma

10. ANAlISIS EStadiStICO. ...\ uie e 25
11.RESUIAUOS. ...t 26
02 I 1= o1 1 1 T ) o 31
13, CONCIUSION. ...t 34
14.CoNnSideraciones EtiCas. ... ..o.vuiiieiii i 35
15.Bibliografia.........cooiii 37
G = (o 41



INTRODUCCION

Actualmente el estudio del varén en el estudio basico de la pareja infértil ha
cobrado mucha importancia ya que se ha visto que hasta el 40-45% de las causas
de infertilidad son por casusa de la alteracion del factor masculino por lo que cada
dia se estudia mas al varén y no como antes cuando se le atribuia la mayor parte

de la responsabilidad a la mujer que estaba sometida a un proceso de infertilidad

En un inicio solo con realizar un seminograma basico se daba por estudiado
completamente al varén , con el tiempo ha cambiado esta actitud y se han
modificado los criterio y parametros de diagnostico de la espermatobioscopia ,
desde lo macroscoépico hasta lo microscopico cambiando lo parametro a travées del
tiempo.

Se ha estudiado mas profundo la funcion espermatica , la espematogenesis ,
posibles factores espermaticos que interfieren con la fertilidad , uno de ellos que

actualmente se la dado mucha importancia es la integridad de DNA espermatico.

El DNA espermético debe de encontrarse en condiciones adecuadas para que el
espermatozoide sea capaz de realiza una buena fertilizacion, pero hay varias
situaciones por las cuales el DNA espermatico se ve alterado o dafiado

Se han desarrollado técnicas para el estudio de la fragmentacién de DNA

espermatico con la finalidad de conocer el porcentaje de material genético que



esta dafiado y asi poder interpretar que tan alterada esta la funcion espermética y

por lo tanto aplicar medidas para corregir este dafio.

El estudio de la fragmentacién del DNA no se encuentra considerado como basico
al momento de estudiar al varén , se solicita como examen adicional en casos
especificos.

Se ha postulado el papel de los antioxidantes como medida correctiva y preventiva
para mejorar el DNA espermatico pero aun se no se ha adoptado como
tratamiento de base

El motivo de este trabajo que se realizo es conocer qué porcentaje de mejoria
existe al indicar suplementos con antioxidantes a pacientes en los cuales su indice
de fragmentacion estaba alterado y observar si habia mejoria y asi ver si es
adecuado indicar el tratamiento con antioxidantes de manera rutinaria al paciente
para mejorar la calidad espermatica y en un futuro poder valor si esta medida

genera tasas de embarazo mejor , mejorando la calidad embrionaria.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En nuestro instituto la metodologia que utilizamos para el estudio del varon es
inicialmente se solicita en seminograma inicial para valorar su condicién y calidad
espermatica.

En el caso en que alguno de los parametros evaluados este alterado se procede a
solicitar una valoracion androlégica en la cual se determina la causa de la
alteracion y es tratada posteriormente se solicita un nuevo seminograma de
control en los casos en que continua con alteracion del los patrones seminales se
solicita un indice de fragmentacion del DNA espermatico.

Cuando encontramos alterado la fragmentacion del DNA espermatico iniciamos

tratamiento con antioxidantes y la pareja comienza con su tratamiento de fertilidad

Surge la siguiente la interrogante ¢, cual es el beneficio real en del uso de los
antioxidantes en la fragmentacion del DNA espermatico? Y si es util o conveniente
indicar antioxidantes de manera profilactica en los varones que no haya
alteraciones espermaticas como medida para mejor el indice de fragmentacion de

DNA.

Saber en que porcentaje de pacientes a pesar de la medidas terapéuticas y estar

usando suplementos con antioxidantes no hay mejoria.

Las desventajas y dificultades en estos casos para iniciar tratamientos con

antioxidantes es el costo ya que son medicamentos cOSstosos.



Por lo que se hace este trabajo para conocer mas afondo estadisticamente la
utilidad de los antioxidantes y que conducta debemos de mejorar para lograr
mejores resultados reproductivos.

Esperando lograr obtener resultados contundentes que nos permitan modificar
conductas para una abordaje de estudio del factor masculino mas profundo y
completo buscando la manera que se establezca un protocolo de estudio completo
gue los costos extras de estudios adicionales no genere gastos econdémicos tan

altos para que el paciente no tenga una limitacion de este tipo.



IMPACTO EN LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO DE LA
PAREJA INFERTIL CON EL USO DE ANTIOXIDANTES

Introduccion. La fragmentacion de DNA espermatico es una herramienta util en el
estudio del vardn infértil. El uso de tratamiento antioxidantes mejora el indice de
fragmentacion DNA incrementando la probabilidad de fecundacién. Sin embargo,

no contamos con estudio que avale lo anterior en nuestra poblacién de pacientes.

Objetivo. Evaluar el impacto en la fragmentacién del DNA espermatico de la

pareja infértil con el uso de antioxidantes.

Material y métodos. Ensayo Clinico.. Fueron pacientes referidos al departamento
de Biologia en la Reproduccion Humana en el periodo del 2011 al 2012 con
diagnostico de infertilidad. Se les realiz6 seminograma y se ingresaron al estudio
solo aquellos pacientes que tuvieran un resultado de indice de fragmentacion bajo
0 muy bajo se le invito a participar en el estudio. A través de una hoja estructurada
se recopilaron los siguientes puntos: ficha de identificacion, antecedentes de que
influyeran el infertilidad de la pareja y estudio de seminograma. La intervencion
consistio en la administracion de antioxidantes durante dos meses. Variable
Dependiente fue cualquier cambio obtenido en el indice de fragmentacion de DNA.
Andlisis estadisticos constd de andlisis descriptivo y analitico. Todos los analisis

fueron realizados usando el programa de analisis estadistico SPSS version 15.0.

Resultados. Se estudiaron 10 pacientes con una media de edad 35%5 afos. El
78% tenia una infertilidad tipo 1. El indice de fragmetacion DNA se modifico, con
un valor a la basal de 31+5% versus 21+10% posterior al tratamiento con
antioxidantes obteniendo una significancia estadistica del 0.004. En la motilidad y
los niveles de concetracion se observaron tendencias al incremento pero no
resultaron significativas.

Conclusion. La administracion de antioxidantes durante dos meses de

tratamiento modifica el indice el fragmentacion de DNA en la pareja infertil.



ANTECEDENTES

En el 50% de la pareja infértiles se encuentra alteraciones espermaticas como
factor causal de infertilidad.

El varicocele a través del tiempo se ha asociado como causa de infertilidad del
factor masculino observandose alteraciones en los patrones del seminograma. Es
la causa mas comun de esterilidad en este grupo , con una incidencia en la
poblacion general que va del 4.4% al 22.6% , en hombres con infertilidad primaria
en 21-41% , y en un 75%-81% en varones con infertilidad secundaria (1).
Evidencia actual indica que se debe ofrecer tratamiento correctivo del varicocele
de lesiones palpables y con una o mas alteraciones del patrén seminal.

La varicocelectomia microquirdrgica es una técnica que ha demostrado ser
superior a las técnicas convencionales mejorando los resultados del seminograma
después de la cirugia.

Varios estudios han demostrado que el varicocele se asocia con un alto indice de
fragmentacion del DNA espermatico el cual un indice alto se ha encontrado como
indicador de mal prondstico para embarazo espontaneo y por reproduccion
asistida (2)

La integridad del DNA espermatico es esencial para la transmision de la
informacion genética durante la fertilizacion y esta es considerada como indicador
de la espematogenesis y de potencial fértil del varon.

Aproximadamente el 10 % de los espermatozoides de hombres fértiles contienen

niveles alterados de la fragmentacién del DNA y el 20-25% en hombres subfertiles.



El varicocele causa dafio progresivo en la calidad del DNA espermatico por lo que

la integridad espermética es esencial para la fertilizacion in vivo e in vitro. (3)

El dafio del DNA puede ser inducido por diferentes mecanismos : el
empaqguetamiento anormal del DNA durante la espermatogenesis , la aptosis
abortiva , y la presencia o accion sobre el DNA de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) hay otras causas generales que causan dafio como la presencia
de infecciones , aumento de la temperatura testicular , varicocele , edad avanzada.

(4.5)

Todas las células aerdbicas vivientes normalmente estan expuestas a ROS pero si
los niveles de ROS aumentan entonces comienza el estrés oxidativo (OS) , el
exceso de ROS causa dafio celular , el OS cual ha demostrado ser causa de
infertilidad , Varias formas de dafio de DNA espermatico son causados por ROS

como el entrecruzamiento de cromatina , delaciones e inducen apoptosis. (6)

Dado que la transmision de la molécula de ADN integra e intacta desde el
espermatozoide al ovocito es esencial para la consecucion y desarrollo del
embarazo(7), su rotura podria conllevar alteraciones en la fertilizacion y desarrollo
embrionario. Por ello, en los dltimos afios también se atribuye como causa
probable de infertilidad el dafio del ADN espermatico, y de ahi el interés en
desarrollar técnicas encaminadas a medir la fragmentacion del ADN espermatico,

e incluirlas en el estudio del factor masculino(8)
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Las técnicas que existen para estudiar la fragmentacion del ADN espermatico se
pueden dividir en dos grupos. (9) En primer lugar se encuentran aquellas que
miden la susceptibilidad diferencial del ADN para ser desnaturalizado por diversos

tratamientos. En este grupo se encuentran las siguientes: (10)

e SCSA o Sperm Chromatin Structure Assay (11)
e DBD-FISH o DNA Breakage Detection- Fluorescence In Situ Hybridization
e SCD o Sperm Chromatin Dispersion

e Ensayo cometa

El segundo grupo se incluyen aquellas que marcan las roturas en la cadena de
ADN, porqgue incorporan moléculas marcadas con fluorocromos en los extremos

de rotura:

e TUNEL o Terminal dUTP Nick-End Labeling (12)

e ISNT o In Situ Nick Translation

Se ha hecho varios estudios en los cuales se demuestra que existe la relacién de
la integridad del DNA espermatico y la fertilidad.
Se ha establecido un punto de corte el cual al ser rebasado el prondstico seria

desfavorable.
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Demostraron que un indice de fragmentacién del DNA superior al 30-40% es
incompatible con la fertilidad in vivo, independientemente de la concentracion,
motilidad y morfologia espermatica.

Evenson et al. (13), usando esta técnica establecieron cuatro categorias para el

potencial fertilizante del espermatozoide segun el indice de fragmentacion:

e Excelente sies < 15%
e Alto del 15-24%
e Bajo del 25-30%

e Muy bajo si es > 30%.

Se ha correlacionado los valores de fragmentacion con los resultados de las TRA
para intentar establecer un punto de corte a partir del cual se pueda predecir el
resultado de las mismas.

Lograrlo supondria aumentar notablemente las tasas de éxito, reducir el nimero
de ciclos innecesarios y conseguir finalmente una eficiencia mayor de la técnica de
reproduccion asistida empleada lo que redunda no so6lo en mayores tasas de
embarazo sino también en menor costo socio-econémico

La evidencia en la literatura demuestra que el dafo del DNA en los
espermatozoides afecta el resultado de la fertilidad de tal forma que, un semen
que presente una frecuencia alta de espermatozoides con DNA fragmentado
tendria mayor dificultad para producir un embarazo, que un semen con bajo nivel

de fragmentacion.(14)
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El varicocele es una causa de dafio al DNA espermatico por lo que se debe de
corregir quirargicamente con la finalidad de eliminar el flojo retrogrado del
abdomen hacia el plexo pampiniforme preservando las arterias espermaticas
internas conducto deferente , cordén espermatico y ductos linfaticos.

La varicocelectomotia es el tratamiento aceptado asociado con infertilidad , se un
utilizado distintas técnicas de abordaje como ligadura abierta , escleroterapia |,
microcirugia y por via laparoscopia cada una de estas técnicas tiene sus propias

ventajas y desventajas.

La técnica utilizada en la varicocelectomia abierta es la ligadura de 2 o 3 venas
espermaticas dilatadas , sin presencia de magnificacion optica , de esta manera
los conductos linfaticos no se visualizan. Con visualizacion microscopica (con
aumentos de 8 x 25) el cordon espermatico es mejor disecado con la idea de
preservar la arteria espermatica y todos los ductos linfaticos.

Lo importante es evitar la complicaciones postoperatorias que se producen como ,
recurrencia , hidrocele y dafio a la arteria testicular la cual representaria efectos

deletéreos en la calidad seminal.

La microcirugia permite la identificacion clara de las estructuras anatomicas que
no deben de ser lesionadas para no tener resultado negativos con el beneficio
adicional de reparar in situ dafios inadvertidos a la arteria espermatica.

Se han hecho varios estudios comparando las 2 técnicas mas comunes de
varicocelectomia (la ligadura abierta sin y con magnificacion) demostrando los

mejores resultados la técnica quirdrgica con tasa del 0% de formacién de hidrocele
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postoperatorio , solo 2% de recurrencia y mejores cuentas espermaticas en
comparacién a la técnica sin microcirugia.

La técnica microquirargica subinguinal de varicocelectomia ha demostrado ofrecer
mejores resultados que la técnica sin aumentos en comparacién con los patrones
seminales , reduciendo las tasas de complicaciones. (15)

Pasqualotto et al demostraron que la varicocelectomia detiene y regresa la
disfuncién testicular , mejora la espermatogenesis que por consecuencia mejora el
potencial de fertilizacion espermatica , mejora la tasa de embarazo incluso cuando
se realiza reproduccion asistida (ICSI), sugiriendo que la varicocelectomia se debe
de realizar antes de un ciclo de reproduccion asistida(16)

En pacientes en los que la varicocelectomia no es una opcion o no acepta el
tratamiento quirurgico , El uso de antioxidantes se ha comprobado que mejora la

calidad de las muestras espermaticas.

Los antioxidantes mas relacionados con la funcién espermatica e impacto directo

con la fragmentacion de DNA son los siguientes :

El acido ascérbico (vitamina C) es un antioxidante hidrosoluble de alta potencia.
En el plasma seminal, las concentraciones de este antioxidante son 10 veces mas
altas que en suero. las concentraciones de acido ascorbico en el plasma seminal
estan también relacionadas positivamente con el porcentaje de espermatozoides
morfolégicamente normales, y ha sido sugerido que el &cido ascorbico es una

vitamina protectora a nivel de epididimo
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El alfa tocoferol (vitamina E) es una vitamina liposoluble y actta principalmente

dentro de la membrana celular.

El &cido fdlico La deficiencia de folatos ha demostrado incrementarla
fragmentacion de las cadenas de ADN asi como también la hipometilacién del

mismo (17,18).

La deficiencia de Zinc ha sido asociada con un aumento en el dafio del ADN en
espermatozoides. La terapia con zinc parece mejorar la calidad espermatica a
través de posibles mecanismos, disminuyendo la concentracion de anticuerpos

antiespermatozoides en el semen y también la fragmentacion del ADN (19).

La L-carnitina es una molécula de suma importancia que mejora el metabolismo a
nivel mitocondrial, la L-carnitina se encuentran en altas concentraciones en el

epididimo, donde actian como antioxidantes, protegiendo a los espermatozoides

La coenzima Q10 es un antioxidante potente liposoluble que existe en la
mitocondria encargado de la bioenergia mitocondrial que la presencia de esta en
el semen y espermatozoides tiene una funcién importante en la resistencia a la

oxidacion

En los casos en que se recomienda realizar un estudio de indice de fragmentacién

del DNA es cuando nos encontramos ante las siguientes situaciones :
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e Infertilidad idiopatica

o Fallas repetidas en técnicas de reproduccion asistida
e Mala calidad embrionaria

e Aborto recurrente

e Varicocele

e Varones con edad mayor a 45 afios

e Episodio febril en los ultimos 3 meses

e Infeccion con ureoplasma o clamydiaT

En resumen el estudio del indice de fragmentacion es una medicion util adicional

en la evaluaciéon del seminograma que se va alterada por distintos factores y que

Gltimamente se la otorgado un valor Gtil y terapéutico el uso de antioxidantes

adicional a tratamiento de la causa desencadenante de estrés oxidativo.

16



JUSTIFICACION

La fragmentacion de DNA espermético es una herramienta mas, en el estudio del
varoén infértil que en los ultimos afios se ha demostrado la utilidad que tiene para
pronostico de fertilidad masculina

Actualmente es un estudio que no se realiza de rutina solo bajo ciertas
indicaciones, y se le ha otorgado mucha importancia al papel de los radicales
libres producidos por patologias especialmente por el varicocele como unos de los
mecanismos de g mas causa dafio el DNA espermatico.

Se han realizado pocos estudios en los cuales se busque que porcentaje de
mejoria se logra en el DNA espermatico con el tratamiento andrologico, con la
conducta de agregar el uso de antioxidantes durante un periodo de 2 meses.

La fragmentacion de DNA espermatico actualmente se ha relacionado con el
pronostico reproductivo pero en la practica no se ha observado que tenga un valor
absoluto para predecir el pronostico reproductivo cuando lo demas factores no

estan alterados.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual es el impacto en la fragmentacion del DNA espermético de la pareja infértil

con el uso de antioxidantes?

HIPOTESIS

El uso del tratamiento aislado con antioxidantes mejora el indice de fragmentacién

de DNA espermético en la pareja infeértil.

18



OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto en la fragmentacion del DNA esperméatico de la pareja infeértil

con el uso de antioxidantes.

Objetivos Especificos

1. Valorar los resultados del indice de fragmentacion antes del uso de
antioxidantes.
2. Valorar los resultados del indice de fragmentacion posteriores al uso de

antioxidantes.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del Estudio. Ensayo Clinico.

Definicién del Universo. Pareja infértil referidos al departamento de Biologia de
la Reproduccién Humana en el periodo de 2011 al 2012.

Tamafo de la muestra: Se utiliz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia.
Incluyéndose las parejas infértiles que haya acudido al departamento de Biologia
de la Reproduccién Humana que cumplieran con los siguientes criterios:

Criterios de Seleccién

Inclusion
1. Pacientes que tuvieron alteraciones en la espermatobioscopia.
2. Cualquier edad.
Exclusion
1. Pacientes que no aceptaron participar en el estudio.
Eliminacion
0. Pacientes que no cuenten con tomas del indice de fragmentacién de ADN.

1. Pacientes que no acudieron a valoracion del IFDNA posterior al tratamiento

Variables

Dependiente

indice de fragmentacion de DNA. Se clasifica en base a las siguientes
categorias:
e Excelente sies <15%

e Alto del 15-24%

20



e Bajo del 25-30%

e Muy bajo si es > 30%.
Los pacientes que se incluyeron en el estudio fueron aquellos donde el valor de
indice de fragmentacion del DNA igual o superior al 25% debido a que estos
valores son incompatibles con la fertilidad in vivo, independientemente de la
concentracion, motilidad y morfologia espermatica.
Se considerd que habia mejoria en el indice de fragmentacion de DNA en aquellos
individuos que tuvieron cualquier cambio posterior al tratamiento comparado con

su evaluacion inicial.

Intervinientes.

Edad. En afios cumplidos. Evaluandose tanto la edad del varén como de la mujer.
Tipo de infertilidad. Se clasificé como tipo 1 6 2.

Factores femeninos asociados a la infertilidad. Se clasificd con la ausencia o
presencia de algun factor que influyeran en la infertilidad de la pareja por parte de
la mujer

Factores masculinos asociados a la infertilidad. Se clasificd con la ausencia o
presencia de algun factor que influyeran en la infertilidad de la pareja por parte del
varon.

Seminogramas. A través de este se evalué la motilidad, los niveles de
concentracion y la fragmentacion del DNA.

Independiente.

Esquema de tratamiento antioxidante. Fue a base de Vitamina C, Vitamina E,
Proflavanolol, Q enzima 10 (Q-10).
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Operacionalizacion de variables

Naturaleza Nivel del Interrelacion

Variable medicion Indicadores

Indice de fragmentacion DNA Cualitativa Nominal Dependiente | Con Mejora o sin mejora

Edad Cuantitativa Continua Interviniente | Afios

Tipo de Infertilidad Cualitativa Nominal Interviniente Tipolo2

Factor femenino Cualitativa Nominal Interviniente Siono

Factor Masculino Cualitativa Nominal Interviniente Siono

Continua Interviniente Valores de motilidad,

Seminogramas Cuantitativa concentram_qn y
fragmentacién pre y post
tratamiento

Tratamiento Cualitativa Nominal Independiente | Antioxidantes, quirugicoy
antibiotico
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Desarrollo del Estudio

Durante el periodo establecido se identificaron a pacientes que acudieron a
atenciéon médica al servicio de Biologia de la Reproduccion Humana que tuvieran
como motivo de consulta infertilidad. Se les realiz6 seminograma y posteriormente
se evaluaron los resultados de la totalidad de pacientes; aquellos que tuvieran un
resultado de indice de fragmentacion bajo o muy bajo se le invito a participar en el
estudio.

A través de una hoja de captura estructurada se recabaron: edad de ambos
miembro de la pareja, el tipo de infertilidad, las causas relacionada a infertilidad
por ambos miembros, el grado de alteracion espermatica en la tres lineas
evaluadoras: morfologia, concentracion y movilidad.

La intervencion consistié en que a la totalidad de los participantes se les indico el
mismo esquema de administracion de antioxidantes a base de Vitamina C,
Vitamina E, Proflavanolol , Q enzima 10 (Q-10) durante dos meses. So6lo un
paciente necesito terapéuticas complementarias (tratamiento quirdrgico de
varicocele severo y antibiotico).

Se realizaron dos evaluacién a la basal (sin tratamiento) y posterior a los dos
meses de tratamiento con antioxidantes.

La variable dependiente fue el cambio en el indice de fragmentacién del DNA. La

informacion fue analizada con el paquete estadistico de SPSS versiéon 15.0.
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FLUJOGRAMA

Pacientes con
infertilidad en el servicio
de Biologia de la
Reproduccion Humana

I

Pacientes con indice de
fragmentacién del DNA
bajo o muy bajo

I

Tratamiento con
antioxidantes por dos
meses

A\ 4

¢, Hubo cambios en el
indice de fragmentacion
del DNA?

I
s (v )

[ Indicadores ]

\ 4

[ ANALISIS ESTADISTICO
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ANALISIS ESTADISTICO

Descriptivas
Los resultados fueron expresados de acuerdo al tipo de distribucion de la
poblacion. Las variables cualitativas se expresaron en frecuencias y porcentajes;

para las variables cuantitativas se expres6 en medias y desviacion estandar.

Analiticas.
Se empled la prueba de Chi-cuadrada para identificar diferencia de proporciones y

prueba t de Student para evaluar diferencia de medias.

El andlisis estadistico fue realizado con el programa SPSS version 15.0.
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RESULTADOS

Se estudiaron 10 pacientes remetidos para servicio de biologia de la reproduccién
humana debido a problemas de infertilidad que cumplieran los criterios de
seleccion del estudio. La edad promedio que presentaron los varones fue de 35+5
afios y la edad promedio que presentaron la mujeres fue de 34+5 afios. Dentro de

los tipos de infertilidad encontrados el 78% fue tipo 1y 22% tipo 2. (tabla 1)

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes incluidas en el estudio.

Total

n=10

Edad del varon (afios), media £ DE 3515

Edad de la mujer (afios), media + DE 34+3
Tipo de Infertilidad, , n (%)

e Tipo1l 7 (78)

e Tipo 2 3 (22)

Variables cualitativas fueron expresadas en frecuencias (%)
Variables cuantitativas fueron expresadas en medias y desviacion estandar (DE)

En el grafico 1, se muestran los factores asociados a infertilidad por parte de las
mujeres. En ellas 70% fueron inexplicables y s6lo 30% presentaron falta de

ovulacion.
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En el grafico 2, se muestran los factores asociados a infertilidad por parte del
varon. En ellos 70% tuviero ya sea antecedente de varicocele, o en el momento de
su atencién padecia algun grado del mismo, la mayoria presento grado lll, el resto
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La totalidad de los pacientes recibieron tratamiento con antioxidantes. Teniedo una
evaluacion con base al seminograma antes y posterior al tratamiento con

antioxidantes.

En la tabla 2, se observa los resultados del seminogramas a la basal. La motilidad

obtuvo una media de 47+23%, la morfologia una media de 2+2%, la concentracién

de 47141, mill/ml y por ultimo, un indice de fragmentacion de DNA de 31+5%.

Tabla 2. Resulatdo del seminograma a la basal.

Total

n=10
Motilidad, media = DE 47+23
Morfologia, media + DE 2+ 2
Concentracion, media = DE 45+41
Fragmentacion DNA, media £ DE 3115

Variables cuantitativas fueron expresadas en medias y desviacion estandar (DE)

En la tabla 3, se observa los resultados del seminogramas posterior a dos meses

de tratamiento con antioxidantes.

La motilidad obtuvo una media de 49+18%, la morfologia una media de 2+2%, la
concentracion de 49418, mill/ml y por ultimo, un indice de fragmentacion de DNA

de 21+10%.
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Tabla 3. Resulatdo del seminograma posterior al tratamiento.

Total

n=10
Motilidad, media + DE pos 49+18
Morfologia, media = DE 2+2
Concentracion, media + DE c
Fragmentacion DNA, media + DE 21+10

Variables cuantitativas fueron expresadas en medias y desviacion estandar (DE)

En la tabla 4, se muestran las diferencias entre los resultados del semiongramas

entre la medicion a la basal y posterior al tratamiento con antioxidantes.

En cuanto a los valores de motilidad, morfologia y concentracidon no se obtuvieron
resultados significativos pero si se observaron tendencia a incrementar tanto en la
motilidad como la concentracibn mientras que la morfologia tuvo el mismo

comportamiento tanto a la basal como posterior al tratamiento.

El indice de fragmetacion DNA se modifico, con un valor a la basal de 31+5% versus

21+10% posterior al tratamiento con antioxidantes obteniendo una significancia

estadistica del 0.004.
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Tabla 4. Diferencias en el seminogramas a la basal versus posterior al

tratamiento.

Basal Posterior al tratamiento p
n=10 n=10
Motilidad, media + DE pos 47+23 49+18 0.29
Morfologia, media = DE 2+2 2+2 0.17
Concentracion, media + DE 45+41 53+41 0.15
Fragmentacion DNA, media + DE 3145 21+10 0.004

Variables cuantitativas fueron expresadas en medias y desviacién estandar (DE); T-Student para diferencia de
medias.

30



DISCUSION

El propdsito de este estudio evaluar el impacto en la fragmentacion del DNA

espermatico de la pareja infértil con el uso de antioxidantes.

El indice de fragmentacion DNA posterior al tratamiento con antioxidantes mejoro
al tener a la basal una media de 31% y concluir con una media de 21%, dando

significancia estadistica.

Al contrastar nuestros resultados con otros estudios realizado en diversas
poblaciones, encontramos que el uso de antioxidantes puede llegar a mejor

diversos parametros del esperma.

Greco y cols, (20) obtuvo mejoria en los niveles de fragmentacion al tener en su
valores iniciales 22.1% y posterior a la administracion fue de 9%. Cabe sefalar
gue a diferencia de nuestro estudio sus criterios de seleccion de pacientes fueron
mas flexibles a no ingresar solo pacientes con indice de fragmentacion baja o muy
baja. Otra diferencia con el presente estudio es que el auto evalué el impacto en la
fecundidad al producir en 48% logro de embarazo, nosotros no medimos ese

impacto en nuestra poblacion.(21)

Nuestro trabajo mostré una tendencia en mejorar la motilidad y los niveles de
concentracion en los pacientes sin embargo, no se logré obtener una significacion

estadistica debido al nimero pequefio de paciente que se ingresaron.
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En un trabajo de revision de la literatura, Zini y cols, muestra los datos de diversos
articulos donde que concuerdan en que el consumo de antioxidantes mejora la
motilidad y la concentracion, estos trabajos plantean diferentes periodos de
tratamiento que van en un rango de un mes a 6 meses asi como diversos
esquemas de tratamiento. La ventaja de estos estudios comparado con el nuestro

se basa en que ellos contaron con grupos de comparacion. (21)

Greco y cols, obtuvo mejoria en los niveles de concentracion (18.8 a la basal
versus 27.5 pos-tratamiento) en cuanto la motilidad (40.2 a la basal versus 41.6
pos-tratamiento.(20) La debilidad de su trabajo radica en que no genero una
correlacion de los resultado de esta manera con conocemos la significancia
estadistica lo que hace pensar que al tener un tamafio de muestra de 64

individuos también obtuvo tendencia y no significancia.

Nosotros en la morfologia no obtuvimos cambios a diferencia de Greco y cols, con

cambios ligeros (10.5 a la basal versus 8.1 pos tratamiento) pero sigue referir la

significancia.(20)

Limitaciones del Estudio

Las principales limitaciones de nuestro estudio es el pequefio tamafio de muestra
y no tener un grupo de control para comprobar la mejora al tener el tratamiento
versus aquellos que no lo tomaron por lo tanto, es necesario implementar un

ensayo clinico con grupo control. Otra limitacion es ver si la mejora finalizé en un
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embarazo exitoso para la pareja. Por lo tanto existe la necesidad de proponer un

estudio se evallen otros desenlaces como el embarazo.

Fortalezas y Aportaciones del Estudio

Es una informacién valiosa debido a que no contamos en México con estudios que
evallen el tratamiento con antioxidantes y la propuesta de analisis para ver la
significancia entre la basal y posterior al tratamiento aporto un relacion mas

certera entre la evaluacion pre y post.
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CONCLUSION

La administracion de antioxidantes durante dos meses de tratamiento cambia las
evaluciones iniciales de los seminogramas de parejas infertiles. Existe una
tendencia al incremento en la motilidad y los niveles de concetracion. En cuanto al
indice de fragmemtacion del DNA obtuvo un cambio significativo posterior a la
administracién del tratamiento; Esto nos permite establecer que el uso de
antioxidantes mejoro la fragmentacion de DNA lo que se traduciria en una mayor

probabilidad de la fecundacén in vivo.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Apegados a los lineamientos del reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud en donde sefiala el articulo 17 que el
presente trabajo de investigacion se considera una investigacion de riesgo mayor
al minimo por lo que de acuerdo al articulo 23, en el caso de este tipo de

investigaciones, se solicito consentimiento informado.
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ANEXOS




VI UL NLUVUVLLUVUUIVIN UL ATV

IMPACTO EN LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO DE LA PAREJA INFERTIL CON EL USO
DE ANTIOXIDANTES

Fecha: dia___mes afo

Nombre Varén:

Edad Varon:
Nombre Mujer:
Edad Mujer:
ANTECEDENTES HEREDOFAMILIARES
Varén Mujer
Tienes factores asociado infertilidad Tienes factores asociado infertilidad
Si_ _no___ Si__no___
¢ Cual?: ¢ Cual?:
Tipo de Infertilidad
1.2
LABORATORIO
BASAL POSTERIOR A TRATAMIENTO
MOTILIDAD MOTILIDAD
MORFOLOGIA MORFOLOGIA
CONCENTRACION CONCENTRACION
FRAGMENTACION DNA FRAGMENTACION DNA
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PROYECTO TITULADO

IMPACTO EN LA FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO DE LA PAREJA INFERTIL
CON EL USO DE ANTIOXIDANTES

1) Estoy informado del proyecto del estudio que se llevara a cabo en el Centro
Médico, por el doctor del servicio de Andrologia: Dr. Horacio Vega Pefia
Esta informacién me fue proporciona por

Fecha

2) Autorizo a realizar los cuestionarios, procedimientos y estudios de gabinete
convenientes al proyecto.

3) Autorizo a los investigadores a hacer uso de los resultados con fines
cientificos, siempre y cuando se guarde la confidencialidad de los mismos
resultados.

4) Fui invitado a participar voluntariamente, aportando informacion y de mi
persona en una ocasion.

5) Se me explico el procedimiento para la evaluacibn en base a mi
diagnostico.

6) En caso de que se obtenga informaciéon relevante para mi persona (Sl)
(NO) deseo se me informe exclusivamente a mi dichos resultados.

Por lo anterior doy mi consentimiento para participar en el estudio.

Nombre y Firma del trabajador Teléfono
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ACTIVIDAD

Elaboracion del protocolo

PERIODO 2011 A 2012
1ER SEMESTRE 2DO SEMESTRE 3ER SEMESTRE

Desarrollo del estudio

Recoleccidon de los datos

Analisis de los datos

Redaccion de resultados

Entrega del documento final
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