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1. INTRODUCCION

El presente trabajo pretende correlacionar el grado de fragmentacién de ADN
espermatico con la calidad embrionaria, las tasas de embarazo asi como los
abortos , que se obtiene en parejas que ameritan tratamientos de reproduccion

asistida.

En el abordaje del vardn infértil, no se cuenta con métodos objetivos que evaluen
la calidad espermatica, actualmente solo contamos con los parametros
establecido por la OMS, en donde no se contempla la calidad de ADN. Por tal
motivo en nuestra institucion consideramos necesario evaluar el factor masculino;
ya que como es conocido aporta el 50% de material genético para la obtencion de
un embrion, asi mismo el grado de fragmentacion puede estar relacionado con
perdida embrionaria temprana o un mal desarrollo embrionario y de esta forma se
podria realizar una seleccion mas adecuada para los pacientes candidatos para
técnicas de reproduccion asistida, o la eleccion oportuna para un método de

seleccion espermatica.

El presente trabajo muestra resultados importantes con respecto a los valores de
fragmentacién con los resultados de tratamientos de reproduccion asistida v para
intentar establecer un punto de corte a partir del cual se pueda predecir el
resultado de las mismas, y de esta manera aumentar notablemente las tasa de
éxito, reducir el numero de ciclo innecesarios y conseguir finalmente una
eficiencia mayor de la técnica de reproduccion empleada lo que redunda no solo

en mayores tasas de embarazo sino también menor costo



Problema

Dentro de los parametros recocidos por la Organizacion Mundial de la Salud ") en
el analisis seminal no se contempla la integridad del ADN espermatico, como tal ,
en diversos estudios se han encontrado una relacion entre fragmentacién de
ADN espermatico y pérdida de embarazo, por tal motivo en nuestro servicio de

reproduccion Humana es necesario evaluar este parametro.



1.1 Justificacién

El analisis seminal convencional no permite predecir o correlacionar la
calidad embrionaria , el desarrollo in vitro , in vivo ni las tasas de aborto,
Nuevas herramientas de analisis seminal como es el estudio de la
fragmentacién del ADN espermatico ‘parecen ser un mejor indicador
prondstico en el desarrollo embrionario ya que se ha visto que en muestras
seminales con alta fragmentacién de ADN el desarrollo las tasas de
embarazo son pobres y los abortos aumentan.

Por tanto con este estudio pretendemos conocer si la fragmentacion de
ADN puede ser una herramienta con fines prondsticos, en parejas
sometidas a técnicas de reproduccion asistida en el centro médico nacional
20 de Noviembre ISSSTE.

Ya que la poblacion de pacientes atendidas en el centro médico nacional 20
de noviembre, se caracteriza por presentar condiciones de manejo dificil
como es aborto recurrente, fallos de implantacién, edad materna y paterna
avanzada.



1.3 Objetivos

1.3.1 General

Analizar el grado de fragmentacion de muestras seminales en las parejas que
seran sometidos a técnica de reproduccion asistida y correlacionarlo con la calidad

embrionaria, tasa de embarazo y de abortos

1.3.2 Especificos

e Estandarizar el andlisis de fragmentacion de ADN espermatico, utilizando
la técnica de dispersion de cromatina (SCD) con el kit comercial
Halosperm.

e Obtener datos de ciclo de estimulacién, desarrollo embrionario.

e Obtener tasas de embarazo y de abortos en las parejas estudiadas.

e correlacionar el grado de fragmentacion de ADN espermatico, con la

calidad embrionaria y tasas de aborto.



2. MARCO TEORICO
ANTECEDENTES HISTORICOS FRAGMENTACIOON DE ADN

Aproximadamente en un 50 % de los casos que se estudian por infertilidad,
corresponde a causa masculina,(2) De acuerdo a la Organizacién Mundial de la
salud, se establecen parametros basicos rutinarios en los que se estudia las
caracteristicas seminales como es volumen del eyaculado, concentracion
espermatica motilidad y morfologia y en algunos casos es visto que aunque la
espermatobioscopia se encuentre dentro de parametros normales no se consigue
un embarazo,(3) por lo que en estos casos el origen de la infertilidad masculina
podria deberse a otras causas como es alteraciones en la membrana del
espermatozoide , factores genéticos, ambientales y por lo tanto no se detectan en
el espermiograma.(9)

Los parametros conocidos del liquido seminal presentan un alto grado de la
diversidad biolégica y son s6lo medidas razonables de potencial de fertilidad y
pobres predictores de resultados reproductivos.

Como tal, hay una necesidad de desarrollar nuevos marcadores que
diferencien entre los hombres infértiles y fértiles, y ayudar a
predecir el resultado del embarazo y los efectos adversos de los eventos
reproductivos. (3)

La integridad del genoma paterno es de vital importancia para el inicio y
mantenimiento para el inicio y mantenimiento de un embarazo viable a término
tanto in vivo como in vitro, los espermatozoides de muestras de semen con dano
moderado de ADN pueden fecundar eficientemente el ovulo. (11)

Sin embargo aun la pregunta que se plantea ;Qué efectos en el desarrollo
embrionario y fetal se derivan de la de la introduccion en el genoma embrionario
de dafio de ADN proveniente del genoma paterno que no haya sido reparado
por el ovocito después de la fecundacién? Un numero relativamente elevado de
parejas no consiguen contener un embarazo a pesar de no existir una causa
aparente de infertilidad como se ha comentado anteriormente. (12)
Todavia no se conoce lo suficiente la capacidad que tiene el ovocito al reparar el
dafo del ADN espermatico y nuestro conocimiento actual se limita a un numero
reducido de estudios de expresion génica que muestran que el ovocito vy el
embrion estan bien equipados con una serie de sistemas que les permite reparar
ciertas anomalias provenientes del genoma paterno, se han encontrado estudios
en donde fragmentacién de menos de 8% puede ser reparada por el ovocito.(12)
La capacidad del ovocito de iniciar este proceso de reparaciéon de ADN
espermatico depende de la calidad del genoma vy citoplasma del mismo, que
disminuye de manera drastica con el aumento de la edad de la mujer , en segundo
lugar , la calidad del ADN espermatico también parece empeorar con el
incremento de la edad paterna, sobre todo a partir de los 45 afios, y esto pudiera
exacerbar la disminucién en las tasa de embarazo observada en parejas de
edad avanzada.(4)



Se ha postulado que la presencia de dafio de ADN no reparado en el embridn por
encima de un nivel critico podria explicar al menos en parte , el fallo en el
desarrollo embrionario y en especial del blastocisto, en embriones con un
cariotipo normal.(13)

Estudios recientes sugieren que este tipo de dafio se expresa durante o
inmediatamente después de la implantacién y ha sido caracterizado como efecto
paterno tardio existe también evidencia de que niveles elevados de
fragmentacion de ADN se asocian con fallo en el desarrollo embrionario o
blastocisto y se cree que en algunas de las perdidas embrionarias se producen
entre la activacion del genoma paterno vy el estadio del blastocisto.(10)

Cabe puntualizar que no todo el dafo del ADN presente en el embrion se deriva
del espermatozoide que haya fecundado el ovocito, algunas anomalias en el
ADN embrionario pueden derivarse también del ovocito.(9)

Si tomamos como ejemplo las aneuploidias embrionarias, el ovocito es
responsable en un elevado porcentaje de los casos de las anomalias
cromosomicas encontradas en el embrion , pero no en todos los casos ya que el
espermatozoide también podria contribuir a las aneuploidias que pueden estar
presentes en el embrion , en el futuro el desarrollo de nuevas técnicas quiza
permita el estudio combinado de alteraciones cromosdmicas y de dafio en el
ADN espermatico y del embrién,(7) una de las estrategias que se contemplan en
el centro médico 20 de noviembre es correlacionar el porcentaje de la
fragmentacioén de ADN espermatico con la calidad embrionaria ya que como se
ha comentado anteriormente la integridad de ambos gametos es fundamental
para un mejor resultado.

¢, Como se genera dafio, de ADN espermatico?

El dafo de al ADN en los espermatozoides puede afectar el ADN mitocondrial y el
ADN nuclear y puede ser generado por 6 mecanismos ya conocidos los cuales
pueden ocurrir durante la produccion o el transporte de las células espermaticas
e incluyen :

1) apoptosis durante el proceso de espermatogénesis;

2) roturas en las cadenas de ADN producidas durante la remodelacién de la
cromatina espermatica durante el proceso de espermiogénesis;

3) fragmentacion postesticular del ADN inducida principalmente por radicales de
oxigeno (incluidos el radical hidroxil y 6xido nitrico) durante el transporte
espermatico a través de los tubulos seminiferos y el epididimo;

4) fragmentacion del ADN inducida por caspasas enddgenas y endonucleasas, y
6) dafio al ADN inducido por téxicos ambientales.(5,6,12,)



De estos seis mecanismos, el dafio postesticular durante el transporte de los
espermatozoides a través del epididimo puede tener una participacion importante
en el origen de la fragmentacion del ADN espermatico.(6)

Esto esta apoyado por informes previos que demuestran que la fragmentacion del
ADN es mayor en el esperma epididimal caudal y eyaculado en comparacion con
los espermatozoides testiculares.(12, 14)

Durante las pasadas dos décadas se introdujo una serie de pruebas para el
analisis de la fragmentacion del ADN espermatico. Estas pruebas incluyen
TUNEL,cometa,CMAS3,traduccion de cortes in situ,DBD-FISH(hibridacién in situ de
fluorescencia para deteccion de roturas de ADN)prueba de dispersion de
cromatina espermatica (SCD, por sus siglas en inglés) y SCSA., de estas pruebas
se pueden dividir en dos

1) pruebas que miden el dafio al ADN directamente, como TUNEL, ISNT, o
cometa a pH neutro, y 2) pruebas que miden el dafio al ADN después de la
desnaturalizacién, como SCSA, SCD y cometa a pH acido o alcalino.(10,12,)

En la actualidad es sabido que el grado de dano al ADN es medido por citometria
de flujo y se expresa como indice de fragmentacion del ADN o IFA. , en estudios
previos indican que un valor IFA > 27% se asocia con falla de embarazo en
tecnologia de reproduccién asistida. (10, 12, 6)

Las pruebas de la cromatina espermatica y la integridad del ADN puede ayudar en
el diagnéstico de la infertilidad se ha informado de que las pruebas de cromatina
de los espermatozoides y dafos en el ADN puede ayudar a predecir los resultados
reproductivos después utilizar técnicas de reproduccion asistida, sin embrago el
valor de estas pruebas en la clinica aun no ha sido demostrada. (10, 12, 1

Actualmente se ha revolucionado el tratamiento de la infertilidad masculina con
la fertilizacion in vitro (FIV) con intra-citoplasmatica

espermatozoides (ICSl), los hombres con oligozoospermia severa,

azoospermia obstructiva y no obstructiva puede esperar

hijos; aun no existe en la literatura la correlacion entre el grado de fragmentacién
de ADN espermatico y desarrollo embrionario. (12, 13)

Se han realizado varios trabajos que evidencian la relacion que existe entre la
integridad del ADN espermatico y la fertilidad y en ellos se demuestra que en
los varones infértiles tiene mayor fraccion de ADN con una relacién existente
entre la integridad del ADN espermatico. (8, 11, 12)

Existen 4 parametros en los que se basa para el porcentaje de fertilizacion.
- excelente si DFI < 15%

- alto si DFI 15-24%

- bajo si DFI 25-30%



- muy bajo si DFI > 30%.

Por tal motivo en el centro medio 20 noviembre planteamos la necesidad de
realizar un estudio mas profundo en el varén , de tal modo que nos permitiria
correlacionar los resultados de fragmentacién con la calidad embrionaria asi como
numero de embarazos en paciente mexicanos con oligospermia , leucospermia o
con antecedente de inseminaciones fallidas o abortos de repeticion).

Porcentaje de Fragmentacién ADN espermatico: porcentaje de espermatozoides
fragmentados usando Halosperm y contando 200 espematozoides.

Ciclo de reproduccion asistida: parejas que seran sometidas a ciclos de
inseminacién intrauterina homologa y ciclos de fertilizacion in vitro (ICSI).
Desarrollo embrionario in vitro: tasa de fertilizacién , embriones que forman
pronucleos /ovocitos fertilizados .Tasa de division: embriones de division entre
embriones fertilizados al dia 3

Calidad embrionaria: caracteristicas que nos revelen el potencial del embrién para
implantar y dar lugar a un embarazo.

Tasa embarazo: porcentajes de pacientes con gonadotropina coriénica en dia 15
postransferencia mayor a 12uml

Tasa aborto: Porcentaje de pacientes con gonadotropina positiva que no se
detecto latido fetal a la 8 semana, o perdida del producto antes de la 12 semanas

Porcentaje de Fragmentacion ADN espermatico: porcentaje de espermatozoides
fragmentados usando Halosperm y contando 200 espematozoides.

Ciclo de reproduccion asistida: parejas que seran sometidas a ciclos de
inseminacion intrauterina homologa y ciclos de fertilizacion in vitro (ICSI).
Desarrollo embrionario in vitro: tasa de fertilizacion , embriones que forman
pronudcleos /ovocitos fertilizados .Tasa de division: embriones de division entre
embriones fertilizados al dia 3

Calidad embrionaria: caracteristicas morfolégicas valoradas en dia 2, segun
los criterios que son indicadores que nos revelen el potencial del embridn para
implantar y dar lugar a un embarazo.

De acuerdo a la clasificaciéon morfoldgica y de division celular como a
continuacion se detalla:



Tasa embarazo: porcentajes de pacientes con gonadotropina corionica en dia 15
postransferencia mayor a 12uml

Tasa aborto: Porcentaje de pacientes con gonadotropina positiva que no se
detecto latido fetal a la 8 semana, o perdida del producto antes de la 12 semanas.



3. METODOLOGIA

3.1 Lugar de realizaciéon y Disefio del estudio

El presente estudio se plantea como un estudio del tipo prospectivo de
correlacién que permitird conocer la relacion entre fragmentacién de ADN
espermatico, y calidad embrionaria, tasas de embarazo y abortos en parejas
sometidas a técnicas de reproduccion asistida en el Centro Médico Nacional -20

de Noviembre

3.3 Grupo de estudio

Pacientes con antecedente de infertilidad que seran sometidos a técnicas de

reproduccion asistida

Se excluiran a los hombres los que durante la evaluacién se documenten
las siguientes condiciones:

1. Diabetes mellitus.

2. Hepatitis B,C

3. Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

4. Varicocele importante (grado 3y 4)

5. Presencia de infeccion por Chlamydia.

6. Cancer testicular u otra patologia oncologia que en su tratamiento
incluyera quimioterapia y/o radioterapia previa.

7. Se excluiran pacientes con datos que apoyen azoospermia obstructiva.

Pacientes que seran sometidas a ciclos que incluyan diagnodstico genético
preimplantacional, maduracion in vitro, y o otros procedimientos de manipulacion

embrionaria



Se eliminaran pacientes que no completen el protocolo completo de estudio o
gue en cualquier momento no quieran continuar siendo parte del estudio.

3.4 Tamano de la muestra

El presente estudio se plantea como un estudio del tipo prospectivo de
correlacién que permitira conocer la relacién entre fragmentacién de ADN
espermatico, y calidad embrionaria, tasas de embarazo y abortos en parejas
sometidas a técnicas de reproduccioén asistida en el Centro Médico Nacional -20
de Noviembre”.

3.5 Variables

Para la obtencion de la informacion, se uso una herramienta en donde contempla
edad del paciente, espermatobioscopia, porcentaje de fragmentacién de adm,

embarazo , perdida de embarazo e indicacién de fragmentacion
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3.7 Recursos




Resultados

Se estudié un total de 62 varones. La edad promedio del grupo control fue de 25
anos (rango 17-35 afos), mientras que las edades del grupo de estudio fluctuaron
entre los 40 y 56 afios con una edad promedio de 48 afos.

Las caracteristicas seminales de los grupos estudiados se muestran en la Tabla 1.
No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) en los valores promedios de
los parametros seminales convencionales. Sin embargo, 23% de los individuos
mayores presentaron valores anormales (< 14%) de morfologia estricta. En el
grupo control este valor fue de s6lo 10%.

Tabla 1. Caracteristicas seminales en sujetos
controles e individuos mayores

Grupo Control Grupo de estudio
Promedio (Rango) Promedio (Rango)

Edad 2508 (17~ 39) 48+ 07 (40- 56)

Volumen {ml) 31023 (0,9 - 6,0) 28023 (05-58)

Concentracion (m 98«1 (27 - 220} 88+ 14 (10-290)

Muovilidad prox

68+ 15 (52- 84) 65+ 25 (20~ 84)

CAlulas radon

(millérym) 23+039 (<1-80) 134017 (<1-58)

Morfologla normal estricta (%) 18+ 0,84 (7= 27) 17+ 10 5- 27)

En la Figura 1 se muestran micro fotografias de espermatozoides con ADN normal
y fragmentado evaluados a través de los ensayos de TUNEL (A) y SCD (B). Al
realizar ambos ensayos simultaneamente sobre la misma placa, utilizando
microscopia confocal, las células positivas para TUNEL se observaron sélo en
aquellos espermatozoides que no presentaban halo (fragmentados).


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-98872011000300004#t1
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-98872011000300004#f1

| relacionar los porcentajes de dafo en el ADN, evaluados a través de las técnicas
de TUNEL y SCD, se observé una correlacion positiva significativa entre ambos

ensayos (Figura 2).
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ERGH0P SO0 Discusioén
El efecto de la edad paterna sobre la fertilidad constituye actualmente un topico de
interés en salud publica, debido a que las estadisticas de nacimiento demuestran

gue un numero cada vez mayor de varones escogen ser padres a edades mas
avanzadas (> 40 afios)?.


http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-98872011000300004#f2

Una caracteristica particular del semen humano es su baja calidad, que se
manifiesta en una alta proporcién de espermatozoides de baja movilidad, mala
morfologia y una alta incidencia de dafio en el ADN nuclear y mitocondrial.
Diversos estudios clinicos indican que el porcentaje de espermatozoides con
fragmentacion del ADN, esta significativamente correlacionado con la tasa de
embarazo tanto in vivo como in vitro'>'"'®. Algunos de estos estudios han definido
valores de corte, para algunos ensayos, que permiten discriminar entre individuos
fértiles e infértiles y pueden ser determinantes en el tratamiento de la pareja
infértil, como por ejemplo, en la recomendacion de un procedimiento de
reproduccion asistida mas adecuado.

La determinacion de la fragmentacion del ADN agrega informacion de mayor valor
predictivo al analisis de semen convencional y la evidencia de la literatura parece
justificar que el analisis de este parametro deberia incluirse en la evaluacién de
rutina de la infertilidad masculina en las siguientes situaciones: (i) parejas infértiles
con factor masculino alterado o infertilidad idiopatica; (ii) pacientes con
alteraciones endocrinas/androlégicas que requieren evaluacion en respuesta a
determinados tratamientos; (iii) pacientes de edad avanzada que consultan por
infertilidad; iv) pacientes con indicacion de reproduccién asistida de alta
complejidad y (v) muestras de espermatozoides criopreservadas.

El objetivo de este estudio fue determinar si la integridad del ADN espermatico se
modifica con la edad del individuo. Nuestros resultados demostraron un aumento
significativo de este dafio en varones mayores de 40 anos. En el grupo control, el
limite superior de espermatozoides fragmentados fue de 37%. En el grupo mayor,
68% de los varones presentaron porcentajes de fragmentacién mayores al rango
normal de referencia (20% TUNEL +), con un limite superior de 55% de
espermatozoides danados. El promedio de los parametros seminales
convencionales fueron similares en ambos grupos.

La asociacion entre el aumento de dafio gendmico en los espermatozoides vy la
edad del varén constituye en la actualidad un tépico de gran interés debido al
riesgo potencial de transmitir el dafio genético ala descendencia®®. Wyrobeck y
col, en un grupo bien caracterizado (no fumador) de 97 varones entre 22 y 80 afnos
demostraron una clara asociacion entre el incremento de la edad del individuo,
porcentaje de fragmentacion del ADN, dafo a la cromatina y mutaciones
genéticas. Mientras que la incidencia de aneuploidias/diploidias no se asocié con
la edad del varén®. Por otra parte, Sloter y col, utilizando una nueva estrategia de
hibridizacién del ADN (ACMsperm FISH assay), demostraron que la edad paterna
avanzada se asociaba a una mayor incidencia de rupturas, duplicaciones y
deleciones del cromosoma 1 (particularmente 1p36 y 1q12) en los
espermatozoides®. Se ha reportado que 80% de las anomalias cromosémicas
estructurales que se manifiestan durante el desarrollo o al nacimiento son de
origen paterno®?. Recientemente, Belloc y col’® demostraron, en 17.000 ciclos
de inseminacién intrauterina, que no solo la edad materna avanzada sino también
la paterna tenian un profundo impacto negativo en las tasas de embarazo y aborto
con diferencias significativas a partir de los 40 afios.



En el presente estudio, la fragmentacion del ADN nuclear se determiné a través de
los ensayos de TUNEL y SCD. ElI TUNEL es ampliamente utilizado en la literatura
y en general existe consenso, que porcentajes superiores a 20% de
espermatozoides positivos para TUNEL se asocian a ausencia de embarazo con
100% de especificidad®®. Esta técnica utiliza microscopia de fluorescencia o
citometria de flujo, estas son metodologias complejas y de alto costo lo que limita
su uso en el laboratorio de diagndstico de rutina. Recientemente, un grupo
espafiol?* desarrollé el ensayo de dispersion de la cromatina espermatica (SCD)
que utiliza microscopia de campo claro disponible en cualquier laboratorio. Ambos
ensayos presentan la ventaja adicional que permiten evaluar cada espermatozoide
de la poblacién en forma individual pudiendo aplicarse a muestras con bajo
numero de espermatozoides. Al comparar los resultados obtenidos por TUNEL y
SCD, en la misma muestra, se observd que esta nueva técnica se correlaciona
positiva y significativamente con ensayos de mayor complejidad y costo como el
TUNEL. Aun cuando faltan estudios para establecer los valores de referencia que
permitan discriminar pacientes fértiles de infértiles, su implementacion en el
estudio de rutina del factor masculino de infertilidad, mejorara el valor predictivo de
los espermiograma convencionales aplicados en Chile.



Conclusioén

La tendencia actual a ser padres en la madurez se asocia a una disminucion de la
integridad genética de los espermatozoides. Los individuos mayores de 40 afios
presentaron un aumento de la fragmentacién en el ADN espermatico que podria
explicar la reduccién de la fertilidad reportada en este grupo etario.

La metodologia de SCD es sencilla de realizar, rapida y requiere de instrumentos
de laboratorio de facil acceso. Ademas, es de bajo costo y se correlaciona con
técnicas existentes de mayor complejidad y costo.
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