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RESUMEN

OBJETIVO: Comparar cuantitativamente los niveles de hormona anti-Miilleriana
(HAM) en liquido seminal de pacientes infértiles con oligozoospermia con varones
fértiles

MATERIAL Y METODO: Se realizé un estudio piloto, descriptivo incluyendo
muestras seminales de 20 sujetos para la cuantificacion de HAM y muestras séricas para
valorar su perfil endocrinoloégico. Se compararon 2 grupos de estudio el grupo A,
(pacientes con oligozoospermia severa) y grupo B, control, (voluntarios fértiles, con
antecedente de embarazo previo dentro de los Ultimos 12 meses). Los parametros
seminales fueron evaluados de acuerdo a los estandares internacionales definidos por
OMS, 2010. Con el uso de ensayos por quimioluminiscencia se establecio
cuantitativamente los niveles séricos del perfil endocrinolégico. La HAM fue
cuantificada por medio de ensayo de ELISA. Las variables relacionadas con
tabaquismo, infecciones genitourinarias, ingesta de sustancia toxicas y exposicion a
agentes ambientales fueron excluidos en ambos grupos de estudio.

RESULTADQOS: Por disefio de estudio se encontraron diferencias significativas en
concentracion, movilidad y morfologia espermatica. No hubo diferencias significativas
en la cuantificacion del perfil endocrinologico basal, sin embargo, se observo una
disminucién en la concentracion seminal de la HAM en sujetos con oligozoospermia
(0.7+0.05) comparado con el grupo de sujetos fértiles (1.85+3.61pg/ml) p<0.005.
CONCLUSIONES: La disminucion cuantitativa de la HAM en el liquido seminal en
sujetos infértiles, nos provee de una herramienta importante adicional para el estudio del
varéon infértil. El futuro para la cuantificacion de los niveles de HAM a nivel seminal
nos permitira evaluar el impacto en los pacientes con diagnodstico de infertilidad y de
esta manera podamos tener valores de cohorte que sean predictivos para técnicas de

reproduccion asistida, como la probabilidad de éxito de una fertilizacion in vitro.



ABSTRACT

INTRODUCTION: There are around 80 million couples in the World with at least one
form of reproductive dysfunction. The male factor represents today at least 50% of the
causes of reproductive problems in the couple, which has generated new therapeutic
alternatives beyond in vitro fertilization. The search for spermatogenesis markers could
allow us to identify germinal cells that could be used in reproductive techniques.
OBJECTIVE: Qualitative comparison of the levels of Anti-Miillerian hormone (AMH)
on seminal liquid on infertile patients with oligozoospermia against fertile males.
MATERIAL AND METHODS: we performed a pilot study that included 20 sperm
samples of to quantify seminal AMH and blood samples to evaluate their
endocrinologic status. They were divided in two groups, group A (patients with severe
oligozoospermia) and group B, control (fertile volunteers, with a spontaneous
pregnancy on the previous 12 months). The seminal parameters were evaluated
according to the international standards defined by the WH. The endocrinologic status
was evaluated by quantitative quimioluminiscence essays. AMH was quantified by
ELISA.

RESULTS: Because of the study design differences in sperm count, motility and
morphology were found. There were no statistical differences in the endocrinologic
status, however, there was a diminished quantification on the seminal AMH on men
with oligozoospermia (0.7 + 0.05 pg/ml) compared with the normal control group (1.85
+ 3.61 pg/ml) p<0.005.

CONCLUSION: The diminished quantitative AMH level in the seminal fluid in
infertile men provides us with an additional important tool for the study of the infertile
male. In the future the levels of AMH on seminal fluid will allow us to determine the
impact on fertility and to have cut values that can be predictive for assisted reproductive

techniques, as well as the success rates on IVF.



INTRODUCCION

La infertilidad afecta a un 15% de las parejas en todo el mundo, y se define
segun la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM), como la incapacidad
de una pareja para lograr un embarazo después de mantener relaciones sexuales durante
un afio sin proteccion anticonceptiva. Los factores causales de la disminucion en la
fertilidad de una pareja pueden ser uno o varios. En general, se dividen en los siguientes
grupos: i) factor masculino (se presenta en el 40 al 50% de los casos), ii) ovarico
(presente en el 20-30% de los casos), iii) tubarico (presente en el 15-20%), iv) cervical
(presente en el 5-10% de los casos), v) de causa desconocida (presente en el 5-10%) y
vi) en mas del 30% de los casos hay trastornos multiples simultaneos.'™

El factor masculino, es responsable del 50% de los casos de infertilidad. La
espermatobioscopia directa, la valoracion endocrinologica, el ultrasonido testicular y la
biopsia testicular constituyen las armas mas importantes en el estudio del varon infértil."
Con respecto al andlisis seminal nos basamos en los pardmetros propuestos por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)4 y los parametros mas importantes son:

e Concentracion espermatica es un indicador sensible de la espermatogénesis,
excepto en los casos de obstruccion total o parcial de la via seminal; y por tanto,
refleja la normalidad de la interaccion de las células del epitelio germinal con las
células de Leydig, de Sertoli y miotubulares; asi como la normalidad de la
regulacion hormonal del eje hipotalamo-hipofisis-testiculo.”

e Movilidad espermatica estd relacionada con diferentes caracteristicas
anatomicas y funcionales de los espermatozoides. Para que el espermatozoide
pueda desplazarse requiere de la integridad anatomo-funcional de las
mitocondrias y el flagelo en el cual se encuentran el axonema, organelo formado
por un conjunto de microtibulos y micro filamentos dispuestos en forma
circular. -

e Morfologia espermatica, cuantifica un porcentaje, por cualquiera de dos métodos
de clasificacion, uno propuesto por la oMs* y otro que se basa en los criterios
estrictos de Kruger.® Aunque inicialmente los valores de normalidad entre ambas
clasificaciones eran muy diferentes, recientemente la OMS ha cambiado sus
criterios, lo que ha logrado que las diferencias sean mas estrechas. Actualmente
se considera normal tener mas de 4% de espermatozoides con morfologia

normal.*



El manual de la OMS ha sufrido diversas modificaciones en sus respectivas
ediciones, la ultima no esta dirigida exclusivamente a laboratorios que tratan
infertilidad, sino también a las necesidades de aquellos laboratorios que investigan
métodos potenciales para la regulacion de la infertilidad masculina o que estimulan la
toxicologia reproductiva masculina. En este contexto se dan los rangos de referencia,
basados en la experiencia clinica de varios investigadores que han estudiado
poblaciones de hombres fértiles sanos. Ya que estos no son los valores de semen
minimos necesarios para lograr la concepcion, por ejemplo, obtenidos por la evaluacion
de in vivo o in vitro en una poblacion subfértil, esta categorizacion se ha cambiado de
valores “normales” a valores de “referencia”. Por lo tanto, aquellos hombres cuyas
variables de semen son bajos a las indicadas en este manual pueden ser inferiores. Los

valores de referencia dados por la OMS” son:

Tabla 1. Valores normales en el analisis seminal o espermatoscopia directa.

Indicadores Valores normales
Volumen eyaculado/mL Mas de 2ml

pH del semen 7.2-8.0

Concentracion espermatozoides/mL 20x 10°

Conteo total de espermatozoides 40 x 10°
Movilidad lineal progresiva (a+b) 50 %
Movilidad lineal rapida (a) 25%
Morfologia normal 50 %
Criterio estricto de Kruger >4%
Viabilidad 50 %

Aglutinaciones <10 %




Con esta base, se inicia el diagndstico y tratamiento preciso para cada paciente.
A pesar de los estudios realizados de manera rutinaria en las clinicas de infertilidad, no
existen marcadores séricos o seminales que hablen indirectamente de espermatogénesis,
por lo que la busqueda de estos marcadores podria resultar en una mejor perspectiva

para el especialista en cuanto a las pautas a seguir en el tratamiento de la pareja infértil.

En el estudio de la pareja infértil, el analisis de la muestra seminal es una de las
pruebas basicas para la elaboracion de un diagnostico en reproduccion. El estudio
elemental del eyaculado, esto es: concentracion, movilidad y morfologia espermatica
son los parametros iniciales fundamentales para conocer si la esterilidad es de origen
masculino. Sin embargo, para que este estudio pueda ser completo tiene que realizarse
en profundidad y por personal especializado que pueda interpretar los datos que se
analizan.! La tendencia actual es identificar marcadores bioquimicos que nos hablen
indirectamente de la espermatogenesis y su relacion con la calidad seminal. Se ha
propuesto a la hormona foliculo estimulante (FSH), a la inhibina B y a la hormona anti-

Miilleriana (HAM) para estos fines, encontrando diferentes resultados.

La HAM es la sustancia inhibidora de los conductos de Miiller. Su existencia fue
propuesta por primera vez en 1947 por el profesor Alfred Jost,” quien demostré que un
componente testicular, distinto de la testosterona, al cual llam6 “miillerain 1"hormone
inhibitrice”, era responsable de la destruccion de los conductos de Miiller en el
desarrollo embriologico masculino.® Fueron necesarios no menos de 20 afios para que
dos laboratorios de investigacion independientes pudieran purificar la proteina. El grupo
de Donahoe,” y el laboratorio del Dr. Josso,'’ llamaron a esta proteina sustancia
inhibidora miilleriana. Mas tarde, el laboratorio de Josso cambid el nombre a hormona

. - 1
antimilleriana, el cual es utilizado actualmente.

Por décadas el significado clinico de HAM ha estado limitado a su rol critico en
el desarrollo sexual fetal. Sin embargo, en los tltimos 15 afios, con la combinacién de
los avances en las investigaciones bésicas, clinicas y experimentales, la HAM ha
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incrementado su relevancia y ha surgido como un marcador de funcion ovérica.



La HAM es un marcador gonadal especifico. En el hombre, se expresa
fuertemente en las células de Sértoli, desde la diferenciacion testicular intra-Gtero hasta
la pubertad, reprimiendo el desarrollo de los conductos de Miiller; de los cuales derivan
las trompas, utero y porcion superior de la vagina. En mujeres, se expresa en menor
grado que en los varones, es producida por las células de la granulosa de los foliculos

ovéricos que se encuentran en los estadios iniciales de desarrollo."’

La HAM es una glicoproteina dimérica compuesta por 2 monomeros de 72 kDal
unidos por puentes disulfuro, que pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento,
que incluye al transformante Beta, y a las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), las
inhibinas y activinas, todas ellas involucradas en los procesos de crecimiento y
diferenciacion celular.'" El gen de HAM vy su receptor se halla en el cromosoma 19

p13.3."2

La HAM actiia a través de su receptor especifico HAM-RII y otro inespecifico
HAMRI, reclutado por el primero con el que forma un heterodimero.'* El HAMR-II es
una proteina con 2 sitios de N-glycosilacion y tres dominios: extracelular,
transmembrana e intracelular. Actila a través de una serina/treonina quinasa por
mecanismos de fosforilacion y su gen se localiza en el cromosoma 12. El receptor tipo |

es compartido con otros miembros de la familia de TGF."

En el varon, una de las principales funciones de la HAM, se lleva a cabo en la
etapa fetal del individuo al actuar sobre la regresion de los conductos de Miiller. La
HAM, un producto de las células de Sertoli, se secreta en grandes cantidades desde la
etapa fetal hasta la pubertad. Sin embargo, al inicio de la pubertad, la HAM se encuentra
regulada de manera negativa por las altas concentraciones intratesticulares de

1617 Otra de las

testosterona y por la presencia de células germinales meioticas
funciones realizadas por la HAM es la que ejerce sobre la célula de Leydig durante la
esteroidogénesis al actuar como modulador negativo en la diferenciacién y funcién de
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estas células.

Se conoce que la secrecion de HAM se lleva a cabo de manera bi-direccional por
la célula de Sertoli, esto es: 1) paracrina, de manera apical hacia los tibulos seminiferos

y ii) exocrina, de forma basal hacia el intersticio y la circulacién. Los datos que se

4



tienen acerca de las concentraciones sanguineas y seminales de la HAM nos indican que
durante la vida adulta, la secrecion de esta hormona se lleva a cabo con un franco
predominio paracrino, dando una mayor diferencia respecto a la concentracion seminal
de la HAM." Por lo tanto, en la actualidad, la mayoria de los autores relacionan las
bajas concentraciones de HAM en el plasma seminal con una espermatogénesis
alterada.

La importancia de la medicion de la HAM en los pacientes masculinos radica en
que esta molécula es reconocida como un excelente marcador de desarrollo testicular
pre-puberal por lo que ha sido utilizada para investigar estados intersexuales.”’ Ademés,
el descenso en las concentraciones de HAM en suero en la pubertad es un marcador
temprano de la actividad de la testosterona y del desarrollo de las espermatogonias en el
testiculo.'” Aparentemente, una concentraciéon seminal baja de HAM esta relacionada
con disfuncidén espermatica y con una representacion importante de células de Sertoli
inmaduras ya que la célula de Sertoli inmadura carece de capacidad para secretar HAM
hacia su capa apical dentro de los tubulos seminiferos. Por lo tanto, en las células de
Sertoli inmaduras, la secrecion es basal, es decir, hacia el intersticio y por ello, las

. - 2122
concentraciones séricas de HAM son mayores en estos casos.

Las concentraciones séricas de HAM se han estudiado por un largo periodo de
tiempo, sin embargo, las concentraciones seminales de la misma hormona, han
despertado poco interés en los investigadores. Existen diferentes publicaciones en donde
se establece una relacion directa entre las concentraciones seminales de HAM vy las
concentraciones espermaticas.”> Por ejemplo, en un estudio realizado en el 2002, se
midié la concentracion de HAM en el plasma seminal de 10 hombres fértiles y 39
pacientes con oligozoospermia para examinar la asociacion de la HAM en el plasma
seminal con la espermatogénesis. Los resultados demostraron que los pacientes con
oligozoospermia presentaban concentraciones significativamente menores de HAM
respecto a los pacientes fértiles. De esta manera se concluy6 que existe una correlacion
entre las concentraciones de HAM en el plasma seminal y la concentracion
espermatica'® sin embargo al medir las concentraciones de las hormonas, su

comportamiento endocrinolégico no se ha corroborado.

Por otra parte, se ha reportado que existe una relacion inversamente proporcional

entre las concentraciones de HAM y la movilidad esperma'ltica.24 Sin embargo, otros
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grupos han demostrado que la administracion de HAM recombinante en el paquete
celular de los espermatozoides, mejora la longevidad, movilidad y morfologia del
semen fresco y crioprecipitado, en modelo murino.?' Al parecer, esto tiene que ver con
la interaccion de la HAM con los receptores de la superficie celular del espermatozoide
que dan origen a varios mecanismos intracelulares como la fosforilacion de la tirosina.
Estos eventos intracelulares resultan en el retraso o prevencién de la capacitacion
espermatica y de la reaccion acrosomal lo que explicaria la aparente mejoria en la
longevidad, movilidad y viabilidad espermatica después de 22 horas de haber

administrado la HAM.?!

Otra de las funciones de la HAM en el hombre es la presencia de receptores para
HAM en las células de Leydig y su capacidad para regular su funcion. Se ha demostrado
que la HAM es un modulador negativo para la diferenciacion y para la produccion de
testosterona, apoyandose en el hecho de que otros miembros de la familia del factor de

. e, 0]
crecimiento transformante 3 producen inhibicion de la esteroidogénesis.

Como se menciond con anterioridad, la tendencia actual en cuanto a la
valoracion de una muestra seminal es identificar marcadores bioquimicos que nos
hablen indirectamente de la espermatogénesis. Ademas de la HAM, otras de las
hormonas propuestas para estos fines ha sido la inhibina B, una hormona glicoproteica

de origen gonadal, que participa en la retroalimentacién del eje hipofisis gonadal.”

A pesar de la controversia existente, el comportamiento de la HAM en el liquido
seminal de sujetos fértiles e infértiles, se hace necesario establecer esta relacion con el

comportamiento endocrinologico que el presente trabajo pretende sefialar.



JUSTIFICACION

Durante la ultima década el factor masculino se ha convertido en la primera
causa de infertilidad. Cerca de 80 millones de individuos en edad reproductiva cursan
con algin problema de infertilidad y mas del 50% de estos estan relacionados a
anormalidades funcionales y estructurales en el espermatozoide. La presencia de un
espermatozoide andmalo se ha relacionado directamente con fallas en el proceso de
fertilizacion y en la expresion genética; ademas como vector en la transmision de

alteraciones estructurales del espermatozoide y el devenir reproductivo.

Hoy sabemos que existe una relacion directa entre las técnicas de reproduccion
asistida y las caracteristicas en el devenir reproductivo, no solo en la busqueda de un
recién nacido sano sino a lo que el proceso obstétrico se ha relacionado como la
presencia de enfermedades placentarias (definiendo la placentacion como derivado
espermatico) como es la hipertension inducida por el embarazo o preeclampsia, la
restriccion del crecimiento intrauterino, y por ende la presencia de productos de bajo
peso al nacer.

El presente trabajo tiene como objetivo comparar las concentraciones de la

HAM a nivel seminal en sujetos varones fértiles e inféretiles.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Comparar cuantitativamente las concentraciones de hormona anti-Miilleriana en

liquido seminal de pacientes infértiles con oligozoospermia con varones fértiles.

HIPOTESIS:
Existe diferencia entre los niveles de las concentraciones seminales de la HAM

entre el grupo de pacientes fértiles e infértiles.



DISENO DEL ESTUDIO

Es un estudio piloto, descriptivo

Es un estudio transversal y analitico.



MATERIAL Y METODO

Criterios de Inclusion y Exclusion:

e Criterios de Inclusion:

= Pacientes con 1 afio de busqueda intencionada de embarazo sin haberlo
logrado y sin factor femenino asociado que autoricen su participacion.

= Pacientes con diagnostico de infertilidad masculina basado en los criterios de
la OMS 2010

=  Voluntarios que han demostrado embarazo de la pareja en un periodo menor
a un afio.

= Espermocultivo negativo.

= Muestra seminal con cuenta leucocitaria menor a 1x 10°/ml.

= Concentracion espermatica menor a 20 millones/ml.

=  Perfil Hormonal normal (FSH, hormona luteinizante (LH), prolactina (PRL),

estradiol y testosterona.

e Criterios de Exclusion:

= Pacientes con trastornos eyaculatorios.

= Pacientes con eyaculacion retrograda.

= Pacientes con menos de 3 dias y mas de 6 dias de abstinencia sexual.
» Pacientes que se encuentran con medicacion sistémica.

» Pacientes con enfermedad sistémica.

= Pacientes con varicocele.



METODOLOGIA:

El presente estudio se realizd en el servicio de Reproduccion Asistida del
Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, con aprobacion de los
comités de Investigacion y de Bioética.

Se obtuvieron muestras seminales con un periodo de 3 a 5 dias de abstinencia sexual;
los sujetos fueron divididos en 2 grupos de estudio el grupo A, (n=10) (pacientes con
oligozoospermia) y el grupo B, control (n=10), (voluntarios fértiles, con antecedente de
embarazo previo dentro de los tltimos 12 meses de la realizacion del presente estudio).

Todos participaron en forma voluntaria y luego de firmar el consentimiento informado.

Todos los participantes tenian una historia clinica completa y un examen fisico normal.
Se excluyeron a los pacientes o voluntarios con enfermedades cronico-degenerativas,
uso de medicacion en forma crdnica, exposicion cronica a gonadotdxinas (tabaco,
alcohol, agentes quimioterapicos. Se descartd varicocele, infecciones del tracto
genitourinario incluyendo chlamydia, mycoplasma y ureaplasma; con un numero no

mayor de 1x10° células blancas en el eyaculado.

Muestras seminales:

Las muestras seminales fueron colectadas a través de masturbacion y el analisis seminal
se realizd luego de permanecer 30 minutos en temperatura ambiente para su
licuefaccion. La evaluacion de los parametros seminales se llevo a cabo usando los
criterios de la OMS, 2010* y la morfologia espermatica se valoré usando los criterios
estrictos de Kruger.® La concentracién y movilidad espermatica fue realizada con la
camara de Makler (Irving Scientific, Santa Ana, CA) y para la morfologia espermatica
se utilizo tincion con Diff-Quick dye (Dade Diagnostics AG, Dudingen, Switzerland) a
una magnificacion de 100x. Los remanentes de las muestras se centrifugaron a 400g a
4°C durante 10 minutos con el objeto de aislar el plasma seminal.

El plasma seminal se dividié y almacend en dos alicuotas a -80°C para la cuantificacion

de la HAM a través del método de ELISA.
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Determinacion de HAM por método de ELISA:

Una vez obtenido el plasma seminal se procedio a lectura de los niveles de HAM.

Dia I:

a. Se colocaron 100ul en cada pozo de una placa de ELISA del anticuerpo primario a
una concentracion previamente estandarizada, procurando que el volumen total
cubra el fondo del pozo y sellar la placa. Posteriormente se incubo toda la noche a

37°C.
Dia 2:

a. Se decantd el primer anticuerpo y se lavd 3 veces con PBS-Tween 0.05%.
Inmediatamente se puso 300ul de solucion bloqueadora (PBS 1X pH 7.4 con 1% de
BSA y 0.05% de azida de sodio) en cada pozo y se incubd a temperatura ambiente
por 2 horas. Posteriormente se lavo.

b. Se realizd una curva estdndar con diferentes concentraciones de proteina
recombinante y se puso 100ul de cada una de ellas por duplicado con 100ul de las

muestras a analizar. Se incubo toda la noche a 4°C.

Dia 3

a. Se lavo la placa y se puso 100ul del anticuerpo de deteccion a una concentracion
preestablecida diluido con TBS-BSA-Tween.
a. TBS (Tris buffer saline): 8.0g de NaCl, 0.2g de KCl y 3.0g de trizma base
paral L)
b. TBS-BSA-Tween: TBS con BSA (0.1%) y Tween 20 (0.05%)
b. Se incubd por lo menos 2 horas a temperatura ambiente y se lavo 3 veces con PBS-
Tween.
c. Se diluyo 10-20ul de estreptavidina fosfatas alcalina en 10ml de TBS-BSA-Tween
por cada placa, se paso 100pl en cada pozo e incub6 por 90 minutos a 37°C.
d. Se lavd 3 veces con PBS-Tween y se puso el sustrato: se diluyeron 2 tabletas de
paranitrofenil fosfato (pNPP) de Smg cada una en 10ml de buffer de cromogeno
(5ml de MgCI2 1mM + 9.5ul de dietanolamina, se ajustd el pH a 9.5 y se aforo a

10ml), se puso 100pul en cada pozo e se incubaron por 30min a 37°C. a
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e. Seleyeron a 410nm en el espectrometro.

Determinacion hormonal sérica:

En la misma mafiana y antes de la recolecciéon de la muestra seminal a todos los
participantes se les tom6 una muestra de sangre para realizar la medicion de FSH, LH,
PRL, testosterona, estradiol, indice de androgenos libres (IAL, calculado como el total
de testosterona dividido entre los niveles de la globulina transportadora de hormonas
sexuales (SHBG) por 100) y SHBG. Posterior a la centrifugacion a 100xg el suero fue
separado y mantenido a -20°C hasta realizar el analisis.

Los niveles hormonales fueron cuantificados por ensayos de quimioluminisencia

inmunométrica usando el sistema Immulite (SIEMENS, Los Angeles, CA).

Analisis Estadistico:

Todos los datos fueron expresados como su promedio (x) £ desviacion estandar (DS) y
por el tipo de distribucion de la curva se utilizaron pruebas no paramétricas de dos
grupos independientes, como la prueba de Wilcoxon.

Los datos fueron analizados utilizando el software SPPSS version 17 (Chigago-IL) se
procedio al analisis de las variables usando estadistica descriptiva con medidas de

tendencia central y de dispersion.
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RESULTADOS

Se analizaron las muestras seminales y de sangre de 20 pacientes que fueron
atendidos en el Servicio de Reproduccion Asistida. A todos los pacientes se les
realizd una espermatobiocopia directa para determinar las caracteristicas seminales
de cada uno de los participantes del estudio y poder dividirlos en los 2 grupos de
estudio.

En la grafica No. 1 se aprecian las medias y las desviaciones estandar de las edades
de los 20 pacientes incluidos en el estudio. Al aplicar la prueba estadistica no se

encontrd diferencia significativa.

Grafica No. 1 Comparacion entre los 2 grupos de estudio en relacién a la edad

en afos.
Edad (anos)
33
32
31 W Grupo A
30.2 B Grupo B
30
29
Grupo A Grupo B p<0.34
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En la tabla No. 1 se muestran las diferencias entre ambos grupos de acuerdo a las
concentraciones de las hormonas realizadas en sangre de los pacientes estudiados.
Los niveles de prolactina fueron mayores en el grupo de estudio con un promedio de
13.45 £ 3.93 comparado con el grupo control, B, con un promedio de 7.89 + 3.04,

con diferencia estadisticamente significativa (p<0.005).

Los niveles de FSH promedio en el grupo A fueron de 3.73 + 1.75 comparado al
grupo B de 3.50 = 1.3, sin diferencia estadisticamente significativa.
Los niveles de LH, estradiol, testosterona, SHBG, IAL entre ambos grupos fueron

similares y no hubo diferencias estadisticamente significativas.

Tabla No. 1 Niveles sanguineos de las hormonas en estudio de los 2 grupos de

estudio
Hormonas Grupos de Estudio
Grupo A Grupo B

FSH (mUl/ml) 3.73+1.75 3.5+1.30 NS

LH (mUl/ml) 3.09+1.54 3.61+1.52 NS

Testosterona (ng/ml) 1459+6.43 24.48+8.32 NS

Estradiol (pg/ml) 28.7+11.6 244 +£1.22 NS

SHGB 30.57 +9.21 24.4+1.23 NS

Indice de androgenos libres 65.8+7.6 43.72+7.4 NS
Prolactina 13.4+3.93 7.89 £3.04 p<0.005
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En la grafica No. 2 se aprecian los resultados de los promedios de las
concentraciones espermaticas de ambos grupos de estudio. En el grupo A se observo
una menor concentracion 9.8 + 4.44 comparado con el grupo B, control, de 116 +
8.79 millones de espermatozoides por ml; con diferencia estadisticamente

significativa (p<0.005).

Grafica No. 2. Comparacion entre los 2 grupos de estudios en relacion a la

concentracion espermatica.

CONCENTRACION (millones/ml)
140
120 116
100
80
B Grupo A
60
= Grupo B
40
20 98
I —
Grupo A Grupo B p<0.005
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En la grafica No. 3 se aprecian los resultados de los promedios de la movilidad
progresiva espermatica de ambos grupos de estudio. En el grupo A se observd una
menor movilidad espermatica 42.7 + 20.29 comparado con el grupo B, de 72.3 + 15.7
porcentaje de espermatozoides con movilidad progresiva; con diferencia

estadisticamente significativa (p<0.005).

Graéfica No. 3. Comparacion entre los 2 grupos de estudios en relacion a la

movilidad progresiva espermatica.

Movilidad progresiva espermatica (%)
&0 723
70
60
50 42.7
40 mGrupo A
30 1 B Grupo B
20
10
0 - T

Grupo A Grupo B p<0.005
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En la grafica No. 4 se aprecian los resultados de los promedios de la morfologia
espermatica de ambos grupos de estudio. En el grupo A se observdé una menor
cantidad de espermatozoides normales 8.8 = 3.15 comparado con el grupo B, de
17.4 £ 11.9 porcentaje de espermatozoides con morfologia normal; con diferencia

estadisticamente significativa (p<0.005).

Graéfica No. 4. Comparacion entre los 2 grupos de estudio en relaciéon a la

morfologia espermatica normal.

Morfologia espermatica normal (%)
20
18 17.4
16
14
12
10 B Grupo A
2 | B Grupo B
4 -
2
0 T

Grupo A Grupo B p<0.005

17



En la grafica No. 5 se aprecia los resultados de las concentraciones de hormona
antimulleriana en plasma seminal, donde el promedio en el grupo A fue de 0.7 £0.05
pg/ml y con 1.85 + 3.61 pg/ml en el grupo B. Al aplicar la prueba estadistica se

encontrd diferencia significativa (p<0.0001).

Graéfica No. 5 Comparacion entre los niveles de AMH en plasma seminal entre

ambos grupos de estudio

Hormona antimulleriana (pg/ml)

2 185
1.8
1.6
1.4
1.2

W Grupo A
0.8

W Grupo B

0.4 -
C.2 +

Grupo A Grupo B p<0.0001
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DISCUSION

Este es uno de los primeros estudios que comparan cuantitativamente los niveles de
HAM en el liquido seminal en sujetos subfértiles (oligozoospermicos) y que se
comparan con sujetos controles con fertilidad comprobada. A pesar de que existe
informacion amplia de la HAM en los procesos reproductivos, su evaluacion
diagnostica, y principalmente su valor prondstico ha sido poco estudiado en pacientes

masculinos con algun grado de infertilidad.

En la especie humana, es reconocido que la produccion de HAM es mayor en el
desarrollo testicular en la etapa fetal y postnatal " ** La disminucion en la expresion
de la AMH refleja la diferenciacion final de las células de Sertoli y probablemente su
regulacion este asociada al inicio de la meiosis,” sugiriendo que la HAM es
principalmente secretada en el polo apical de la célula de Sertoli hacia la luz del tubulo
seminifero.”* ** Mientras que ciertas cantidades de HAM es secretada después de la
pubertad, en adultos las concentraciones de HAM son significativamente mayores en el

. . 30
plasma seminal que a nivel sanguineo.

En el presente estudio hemos demostrado que las concentraciones de HAM a nivel de
plasma seminal son menores en pacientes que cursan con alguna alteracion en la
espermatogénesis comparado con grupo de varones fértiles voluntarios, lo cual
establece la base inicial de este estudio para evaluar el efecto de la HAM en aquellos

pacientes con una disminucion en el conteo seminal

Del mismo modo, no solo hemos medido los niveles de HAM a nivel seminal sino
también los niveles del perfil endocrinolégico masculino en pacientes con
oligozoospermia y en varones voluntarios con fertilidad comprobada para poder
establecer una asociacion entre la produccion de espermatozoides y los niveles de HAM
seminal. Los estudios que han explorado el valor pronostico de la HAM han sido en
aquellos pacientes que cursan con azoospermia no obstructivas y que han sido llevados
a técnicas de alta complejidad. Desafortunadamente el valor prondstico encontrado ha
sido controversial como en el caso de un estudio retrospectivo’’ y de algunos estudios

. )
prospectivos también.** **
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Duvilla y cols™ en un estudio prospectivo donde se incluyeron 68 pacientes
azoospermicos y 28 oligozoospermicos y un grupo control para determinar el valor
pronostico de HAM e inbina B, establecieron valores de normalidad de AMH a 97.08
pmol/L sin embargo los valores de dispersion fueron muy variables (0.7-605) por lo que
estos valores no fueron concluyentes como prondstico en el resultado de la biopsias

testiculares (TESE).

Por otro lado Zalata y cols® en un estudio donde se compararon pacientes infértiles con
oligoastenoteratozoospermia (OAT) y un grupo control con valores seminales normales,
encontraron una cuantificacion de la HAM significativamente mayor en varones fértiles
comparado con aquellos con algun grado de OAT, estos valores fueron realizados a
nivel sérico. En nuestro estudio encontramos no solamente una variacion significativa
en liquido seminal que por primera vez contrastan con los valores a nivel sérico de la

HAM.

El valor de la HAM como marcador en la funcion de la espermatogénesis en las células
de Sertoli ha sido contextuado desde principios de la década que nos precedio.
Fusikawa y cols'® correlacioné la concentracion de la HAM con el volumen testicular
estableciendo el comportamiento funcional de la hormona y también lo comparo con
sujetos fértiles voluntarios con resultados similares a los encontrados en nuestro estudio.
Es reconocido el valor en los parametros seminales dirigidos no solo en la evaluacion
diagnoéstica del sujeto infértil sino en la toma de decisiones para la aplicacion de
técnicas de reproduccion asistida como la fertilizacion in vitro (FIV) y técnicas alternas
como la inyeccion intracitoplasmatica de espermas (ICSI). A pesar de que se han
revisado multiples estudios buscando el valor diagndstico y prondstico de la HAM se ha
dejado a un lado la evaluacion de los parametros seminales y esto debido a que la
cantidad para la evaluacion es minima por el uso de la biopsia testicular. Nuestro
estudio encuentra diferencias importantes en los valores seminales y principalmente en
el factor morfologico que desde hace mucho tiempo es reconocido su valor pronostico
en los procesos de falla en la fertilizacion y en la generacion de los prontucleos en la fase

temprana del desarrollo embrionario.

A pesar de que no existan valores que describan el perfil de los pacientes con OAT de

origen inexplicable en el presente estudio realizamos una valoracion del perfil en donde
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los valores basales no se observaban diferencias importantes, si hubo una discreta
tendencia en los niveles séricos de prolactina, pero dentro de parametros normales;
quedando por determinar su papel en este tipo de pacientes.

En el meta-analisis realizado por La Marcay cols® encontraron que los niveles de HAM
a nivel seminal tienen una relacion directa con la espermatogénesis comparado a los
niveles de HAM a nivel sérico. Solo hay un estudio'® en el cual se valoré pacientes con

32,33 - . .
unicamente se han valorado pacientes con azoospermia

OAT ya que otros estudios
no obstructiva (ANQ) y obstructiva con niveles no detectables en pacientes con ANO;
por lo cual se requiere estudios como este que evalten la funcion espermatica en

pacientes con OAT para evaluacion espermatica en técnicas reproductivas.

Este estudio de fase inicial aunque discreto ha sentado las bases de los procesos de
espermatogénesis evaluados en individuos subfértiles que impactan directamente en las
caracteristicas seminales evaluadas en técnicas de alta complejidad reproductivo.
También es de mencionar que a pesar de no tener diferencias estadisticamente
significativas en el perfil endocrino valdra la pena evaluar el comportamiento de

hormonas regulatorias como prolactina.

El futuro para la cuantificacion de las concentraciones de HAM a nivel seminal nos
permitira evaluar el impacto en los pacientes con diagndstico de infertilidad y de esta
manera podamos tener valores de cohorte que sean predictivos para técnicas de

reproduccion asistida, como la probabilidad de éxito de una fertilizacion in vitro.
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ANEXOS

INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS
REYES (INPerlER)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO DE INVESTIGACION: “CORRELACION DE LOS NIVELES DE
LA HORMONA ANTIMULLERIANA EN EL PLASMA SEMINAL EN
PACIENTES INFERTILES CON OLIGOZOOSPERMIA COMO MARCADOR
INDIRECTO DE FALLA EN LA ESPERMATOGENESIS: ESTUDIO PILOTO”

Responsable: Dr. Gerardo Barroso Villa Subdirector de Medicina Reproductiva,
Instituto Nacional de Perinatologia, Teléfono 55209900 ext 239.
Invitacién de Participacion:

Se le invita a participar en un estudio de investigacion realizado por el INPer.

PROPOSITO: El proposito de este estudio es analizar los niveles de una
hormona presentes en el plasma seminal (Anti-Milleriana) en pacientes fértiles
e infértiles con diferente concentracion esperméatica. Todo esto con la finalidad
de observar la utilidad de estas hormonas como marcadores prondsticos de la
calidad de la muestra seminal. Durante esta investigacion requeriremos la
donacion de una muestra seminal que nos permita identificar la calidad de la
misma y contar con datos que eventualmente podrian ayudar al diagnostico y
pronostico oportuno de infertilidad.

METODOLOGIA: Si usted esta de acuerdo en participar en este estudio, se le
pedira una muestra seminal. Este estudio es solicitado regularmente por los
especialistas de Biologia de la Reproduccion. Este estudio se realiza en forma
cotidiana en el protocolo de toda pareja infértil que esta buscando embarazo.
RIESGOS: La obtencion de la muestra seminal es de uso rutinario en las
instituciones como el INPer IER y no representa riesgo alguno para el hombre
ni su capacidad de fertilidad.

BENEFICIOS: No existe beneficio directo para usted, pero su participacion
podra dar resultados favorables a otros pacientes vistos en el futuro en nuestra
institucion.

COSTOS FINANCIEROS: Todos los estudios mencionados arriba se haran sin
costo alguno para usted y seran utilizados por su médico tratante para orientar
su manejo en el Instituto y en su caso, para el seguimiento normal del manejo
de la pareja infértil. Independientemente de que decida o no participar en el
estudio, usted deberéa cubrir el resto de los procedimientos relacionados con el
programa de estudio de la pareja infértil en el INPer IER, como cualquier otro
paciente perteneciente al instituto.

ALTERNATIVAS: Si usted decide no participar en el estudio, su atencion
médica no se vera afectada de ninguna manera.

COMPENSACION: Si usted decide participar en el estudio, le notificamos que
no existira ningun tipo de compensacion extra por su participacion.
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CONFIDENCIALIDAD: Se intentara mantener toda la informacion obtenida en
este estudio estrictamente confidencial, excepto la requerida por la ley. Una vez
publicados los resultados del estudio, su nombre no sera mencionado.
INFORMACION ADICIONAL: Cualquier informacion que se identifique durante
el estudio y que perjudique su bienestar, le sera informado de inmediato.
ABANDONO DEL ESTUDIO: Su participacion en el estudio es totalmente
voluntaria y es muy importante que sepa que podra negarse a participar en
cualquier momento, sin que esto afecte su atencibn médica presente o futura
en el INPer.

LESIONES / COMPLICACIONES: Este tipo de estudio no se ha relacionado
con la presencia de lesiones o complicaciones por la forma en que se lleva a
cabo.

DERECHOS DEL SUJETO: Si usted requiere obtener mayor informacion
acerca de sus derechos como sujeto de investigacion, puede al médico
responsable a los teléfonos que aparecen en la primera pagina. Tenga en
cuenta que usted tiene la oportunidad de hacer cualquier pregunta relacionada
con el estudio y que ésta le sea contestada a su entera satisfaccion.

DESTINO DE LAS MUESTRAS: Las muestras analizadas seran desechadas a
los recipientes bioldgicos y no seran utilizadas para ningun otro fin que no sea
el de la investigacion del protocolo en cuestion.

CONCLUSIONES: 1) Usted ha leido y entendido la presente forma de
consentimiento informado. 2) Usted esta de acuerdo en participar en este
estudio de investigacion. 3) Al firmar usted recibira una copia de esta carta.
*Nota: Los testigos no deben tener ninguna relaciéon con el paciente y deben
informar y reportar sus datos generales al momento de firmar.

Nombre y firma de la paciente / fecha / hora.

Testigo 1*:
Nombre y Firma:
Fecha y Hora:
Direccion:

Testigo 2*
Nombre y Firma:
Fecha y Hora:
Direccion:

Nombre y firma de la persona que obtiene el consentimiento / fecha / hora
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