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LISTA DE ABREVIATURAS.

ABP: proteina fijadora de androgenos.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

BhCG: fraccion beta de hormona gonadotropica humana.

CBAVD: ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes.

DBD-FISH: DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridization
(Deteccion de la rotura de ADN por Hibridacion in situ con fluorescencia).

DFI: indice de fragmentacion del DNA.

DHT: Dihidrotestosterona.

EOC: Estimulacion ovarica controlada.

ERO: Especies reactivas de oxigeno.

FIV: Fecundacion in vitro.

FIV-TE: Fecundacién in vitro con Transferencia de Embriones.
FSH: Hormona estimulante de foliculos.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas.

hCG: Hormona gonadotropina coriénica.

IAE: Inseminacion artificial con semen de esposo.
ICSI: Inyeccidn intracitoplasmatica del espermatozoide.
[IU: Inseminacion intrauterina.

LDL: Lipoproteinas de baja densidad.

LH: Hormona luteinizante

MIl: Metafase II.

OD: Ovulos de donante.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PN: Pronucleo.



SCD: Sperm Chromatin Dispersion (Prueba de dispersiéon de la cromatina del
espermatozoide).

SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay (Ensayo de la estructura de la
cromatina del espermatozoide).

SHO: Sindrome de hiperestimulacién ovarica.
SNC: Sistema nervioso central.

TRA: Técnicas de reproduccion asistida.
TSH: Hormona estimulante de la tiroides.

TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labeling (Marcacion de extremos rotos de
ADN por transferasa terminal y dUTP).



. RESUMEN

En la actualidad la infertilidad es un problema comun que afecta al 15% de las

parejas. El factor masculino es responsable del 30 6 40% de los casos.

Dado que la transmision de la molécula del ADN integra e intacta del
espermatozoide al ovocito es esencial para la consecucion y desarrollo del
embarazo, su rotura podria conllevar alteraciones en la fertilizacién y desarrollo
embrionario consiguiente, de ahi el interés en desarrollar técnicas analiticas
encaminadas a medir la fragmentacion del ADN espermético e incluirlas en el

estudio del factor masculino.

Por lo anterior, en el presente estudio se analiz6 a las parejas que acudieron a la
Clinica de Reproduccién Asistida, Hisparep por infertilidad y que por indicacién
médica se le realiz6 al varén un andlisis seminal con indice de Fragmentacion de
ADN espermatico (DFI) utilizando la Prueba de Dispersion de la Cromatina del
espermatozoide y, se evalu6é su capacidad de fertilizacion en técnicas de

reproduccion asistida.

Los resultados obtenidos en este estudio muestra una correlacion con la movilidad,
la anormalidad y la cabeza con el DFI espermatico. También se pudo observar que
cuando se utilizan évulos de pacientes u 6vulos de donantes tanto en FIV como en
ICSI existe una correlacién positiva entre la fragmentacién del ADN espermatico y
los resultados de las técnicas de reproduccion asistida como es la fecundacion, el

desarrollo embrionario y la tasa de embarazo.

Dado que existe relacion entre la fragmentacion del ADN espermatico con la
movilidad del espermatozoide, desarrollo embrionario asi como con las tasas de
embarazo, el analisis de este parametro podria ayudar a una mayor eficiencia en

las técnicas de reproduccion asistida.



lIl. MARCO TEORICO

1. SISTEMA REPRODUCTOR MASCULINO

La reproduccion en el varon depende de la interaccion de sefiales hormonales y

nerviosas entre el sistema nervioso central, el hipotdlamo, la hipéfisis y el testiculo.

El aparato genital masculino esta constituido los testiculos, las vias espermaticas
y las glandulas sexuales anexas (vesiculas seminales, la prostata y las glandulas
bulbouretrales) y por el pene. (Figura 1).

1.1. Testiculos

Los testiculos son 6rganos situados en el exterior de la cavidad abdominal, para
mantener una temperatura ligeramente inferior (0.5°C) (Coérdova, 2003). Miden de
4 a 5 cm de didmetro, 3 cm de ancho y un espesor de 2,5 cm, pesan alrededor de
20 g y tienen un volumen aproximado de 30 ml. La funcion principal del testiculo
es la produccion de espermatozoides (espermatogénesis) y la sintesis de
hormonas sexuales masculinas (esteroidogénesis). La espermatogénesis se lleva
a cabo en los tubulos seminiferos, mientras que la esteroidogénesis en las células
de Leydig en el intersticio (Wein, 2008, Moore, 2013).

Los testiculos estan rodeados por la capsula testicular compuesta de tres capas:
tunica vaginal, tanica albuginea y tdnica vasculosa, lo que le confiere su
consistencia dura, las cuales en conjunto son capaces de producir contracciones

periodicas (Stevens, 2006).

1.2. Vias espermaticas
La tunica albuginea se proyecta al interior del testiculo para formar tabiques

conjuntivos que se dividen en aproximadamente 250 compartimientos piramidales



conocidos como lobulillos testiculares, cada uno de éstos contiene de uno a cuatro
tubulos seminiferos en cuyas paredes se producen los espermatozoides a partir
de células germinales primitivas (espermatogénesis) y un estroma de tejido
conjuntivo en la que hay células intersticiales de Leydig (Stevens, 2006; Nieschlag,
2010).

Cada tubulo seminifero tiene una longitud que van de 30 a 70 cm y un diametro de
entre 150 y 250 um y esta revestido por epitelio germinativo o seminifero complejo,
que es un epitelio cubico estratificado complejo y esta cubierto por tejido fibroso,
el cual a su vez, estd compuesto por células mioides y fibrillas de colageno que
producen contracciones ritmicas para la movilizacion de los espermatozoides. Por
fuera de este tejido fibroso, en el tejido intersticial hay vasos sanguineos y linfaticos
(Stevens, 2006).

El epitelio seminifero estd compuesto por dos poblaciones celulares basicas, las
células de Sertoli y las espermatogonias. Las células de Sertoli son células con
prolongaciones apicales que se fusionan por medio de uniones herméticas, lo que
le permite rodear a las células espermatogonias contiguas y ocupar los espacios
entre éstas. Las células de Sertoli sintetizan transferrina, inhibina, proteina fijadora
de androgenos (ABP) y factores de crecimiento y permanecen en contacto con las
células germinales para que estas puedan sobrevivir (Stevens, 2006; Nieshlag,
2010).

En el tejido intersticial, se hallan las células intersticiales de Leydig, éstas células
poliédricas grandes que de manera caracteristica contienen inclusiones lipidicas,
se diferencian y secretan testosterona desde las primeras etapas de la vida fetal,
la cual es necesaria durante el desarrollo embrionario, en la maduracion sexual y

en la funcion reproductora (Stevens, 2006, Nieshlag, 2010).
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Figura 1. Aparato reproductor masculino
(Tomado y modificado de Tsaitgaist, 2009)

Este sistema de condutos esta formado por el epididimo, el conducto deferente y
el conducto eyaculador. La red testicular esta unida al epididimo por los conductos
deferentes. El epididimo es una estructura que se encuentra en la parte superior y
posterior del testiculo y mide aproximadamente 7.5 cm de longitud y se divide en
tres segmentos: cabeza, cuerpo y cola; la cabeza y el cuerpo intervienen en el
proceso de maduracion del espermatozoide, mientras que la cola sirve de almacén
para los espermatozoides maduros hasta el eyaculado. A partir de ese punto, los
espermatozoides pasan hacia el conducto deferente (Wein, 2008; Stevens, 2006;
Nieschlag, 2010).

El conducto deferente tiene una consistencia dura y mide aproximadamente 40 cm
de longitud, en su porcion terminal se forma una ampolla que sirve de almacén de
espermatozoides. Esta ampolla se une al conducto de la vesicula seminal y forma
al conducto eyaculador que continua hasta la uretra a travesando la préstata. El
conducto eyaculador es un segmento terminal corto en cada conducto genital
(Cérdova, 2003; Stevens, 2006; Nieschlag, 2010).
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1.3. Glandulas sexuales anexas

Las vesiculas seminales son dos glandulas alargadas y muy tortuosas localizadas
a cada lado de la prostata. Por accién de la testosterona secretan un liquido
amarillento alcalino y viscoso que compone el liquido seminal. La contraccion de
la cubierta muscular lisa de las vesiculas seminales durante la eyaculacion expulsa
su secrecion hacia el extremo prostatico de la ampolla, y el contenido de la ampolla
asi como el de la vesicula seminal pasan a los conductos eyaculadores que
atraviesan el cuerpo de la glandula prostatica y contribuye a evacuar los

espermatozoides de la uretra (Cordova, 2003; Nieschlag, 2010).

La prostata es un 6rgano dependiente de androgenos que rodea a la uretra y
contiene entre 30 y 50 glandulas tubulo-alveolares cuyos conductos desembocan
en la uretra prostatica; la secrecion prostatica es un liquido lechoso con un pH
aproximado de 6.5. Durante la emisién, la capsula de la glandula prostatica se
contrae simultaneamente con el conducto deferente, de forma que el liquido poco
denso, lechoso, de la glandula prostatica contribuye aiin mas al volumen del semen
(Cérdova, 2003; Stevens, 2006).

Las glandulas bulbouretrales o de Cowper, son 6rganos pares, de 0.5 cm de
diametro, y estan por detras de la uretra, secreta u liquido mucoso, alcalino con
galactosa, galactosamina, acido galacturénico, acido sialico y metilpentosa.
Durante la estimulacion sexual se libere la secrecién (liquido preseminal y lubrica

la uretra esponjosa antes de que llegue el eyaculado (Stevens, 2006).

1.4. Pene

Y finalmente el pene, es un organo eréctil muy vascularizado, que permite el
depdsito de los espermatozoides en el conducto vaginal femenino. Este 6rgano
consiste principalmente de dos masas dorsales de tejido eréctil lamados cuerpos
cavernosos y una masa ventral del mismo tejido llamada cuerpo esponjoso en el

que esta incluido el segmento esponjoso de la uretra. Los cuerpos cavernosos
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contienen abundantes espacios vasculares que aumentan de tamafio y adquieren
mayor rigidez al llenarse de sangre que proviene sobre todo de las arterias
helicinas. Estas arterias se dilatan durante la ereccion para aumentar el flujo

sanguineo al pene (Wein, 2008; Moore, 2013).

El pene tiene una doble funcion. Al contener en su interior parte de la uretra,
interviene en la miccion. Por otra parte, es el érgano copulador en el acto sexual.
Por estimulacion parasimpatica, los cuerpos cavernosos y esponjoso se llenan de
sangre, con lo cual, el pene aumenta de tamano, se endurece y se pone rigido
durante la ereccion, necesaria para la realizaciéon del coito. En este proceso
intervienen varios factores; en primer lugar, la dilatacién de las arterias produce el
llenado de los cuerpos cavernosos y esponjoso; por otra parte, la musculatura de
la raiz del pene, musculos isquiocavernosos y bulbocavernoso, se contrae,
impulsando aun mas la sangre hacia el pene; el musculo transverso profundo del
perineo, diafragma urogenital, se contrae, dificultando la salida de sangre ya que
comprime las venas que pasan a través de él. Por ultimo, las contracciones del
musculo bulbocavernoso impulsan el semen en la eyaculacion a través de la uretra

peneana (Cérdova, 2003).

1.5. Uretra masculina

Desde la vejiga urinaria, la uretra desciende verticalmente, atravesando la prostata
desde su base hasta el vértice: es la uretra prostatica. En este tramo presenta un
relieve en su pared posterior, el veru montanum, donde desembocan los dos
conductos eyaculadores y, entre ellos, el utriculo prostatico, que es un pequefo
diverticulo de aproximadamente 1 cm de longitud. A ambos lados del veru
montanum desembocan las glandulas prostaticas; hay unos 20 o 30 orificios
correspondientes a estos conductos de desembocadura. La uretra prostatica tiene
una longitud de unos 3 cm (Cordova, 2003, Wein, 2008; Moore, 2013).
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2. ESTEROIDOGENESIS

El término de esteroidogénesis se refiere a las reacciones enzimaticas que

conduce a la produccion de hormonas esteroideas masculinas (Nieschlag, 2010).

Las células de Leydig fueron descritas por primera vez en 1850 por Franz Leydig
(1821-1908) y se encuentran en el compartimento intersticial. Sintetizan y liberan
testosterona, dihidrotestosterona y androstenediona. La testosterona es el
principal androgeno testicular, el 95% esta presente en el plasma de varones y es
sintetizada en los testiculos. Aunque estas células pueden sintetizar colesterol a
partir de acetil-CoA, lo obtienen fundamentalmente del plasma, a partir de los
ésteres de colesterol que forman parte de las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Las LDL se introducen a la célula por endocitosis mediada por receptor; los ésteres
de colesterol pueden almacenarse en gotas de lipidos o convertirse en colesterol
libre para ser utilizado en la sintesis de las hormonas esteroides. La transformacién
del colesterol en pregnenolona, es el paso limitante en la biosintesis de
testosterona y se realiza en la mitocondria, por lo que el colesterol debe ser
transportado e internalizado en la mitocondria. La pregnenolona es liberada de la
mitocondria y pasa al reticulo endopladsmico liso, donde se completa la
esteroidogénesis. Dos rutas metabdlicas conducen a la sintesis de testosterona en
el testiculo, una a partir de 17-hidroxi-pregnenolona, conocida como la ruta A5, y
otra a partir de 17-hidroxiprogesterona o A4; los esteroides intermediarios de la
ruta AS pueden convertirse en el A4 correspondiente (Wein, 2008; Nieschlag,
2010).

La testosterona puede seguir dos rutas metabolicas y transformarse en otros
esteroides bilogicamente activos. Por la ruta de la 5a reductasa se transforma
primero en dihidrotestosterona (DHT) y a continuacion en 3a diol y por la ruta de la
aromatasa, la testosterona se transforma en estradiol y la androstenediona en
estrona (Wein, 2008; Nieschlag, 2010).
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3. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis tiene lugar en compartimiento tubular. Comienza con la
division de las células madre y termina con la formacion de espermatozoides
maduros. Ocurre en los tubulos seminiferos durante la vida sexual activa, como
consecuencia del estimulo producido por las hormonas gonadotropicas de la

hipdfisis anterior (Malaga y col., 2005, Nieshlag, 2010) (Figura 2).

Todo el proceso de la espermatogénesis se puede dividir en cuatro fases:
1. Proliferacion mitética y la diferenciacion de las células germinales diploides
(espermatogonias) (espermatogoniogénesis)

2. Division meidtica de células germinales tetraploides (espermatocitos) que resulta
en células germinales haploides (espermatides).

3. Transformacién de espermatides en esperma testicular (espermatogénesis).
4. Liberacion de esperma del epitelio germinal en la luz tubular (espermiacién)
(Nieschlag, 2010).

Durante la primera etapa de la espermatogénesis las espermatogonias primitivas,
localizadas junto a la membrana basal del epitelio llamadas espermatogonias tipo
A, se dividen y originan células un poco mas diferenciadas (se pueden distinguir
con una citologia), y desde un punto fisiolégico en Ad (oscuro) y el Ap (palido). Las
espermatogonias Ad no muestran actividad proliferativa en circunstancias

normales y sélo se dividen en raras ocasiones (Ehmcke y Schlatt, 2006).

En el compartimiento luminal, después de varias divisiones adicionales estas
células se convierten en espermatocitos primarios (numero diploide de
cromosomas), los que se a su vez mediante la primera division meiotica se dividen
para formar dos espermatocitos secundarios (numero haploide, uno con el
cromosoma sexual X y otro con el Y) y mediante una segunda divisidbn meiética los

espermatocitos secundarios generan cuatro espermatides (Malaga y col., 2005,
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Nieshlag, 2010; Speroff, 2012).
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Figura 2. a) Representacion esquematica del epitelio del tubulo seminifero, células peritubaricas
(PT), y lamina basal (BL). RB cuerpo residuales, LS espermatides elongadas tardiamente, ES
espermatides tempranas, P espermatocitos, Ad espermatogonia oscura, Ap espermatogonia

clara, B espermetogonia tipo B, SC células de Sertoli, JC complejo de unién.
b) cinética del epitelio del tibulo seminifero, descendientes de una célula rogenitora. PI
espermatocito en preleptoteno, Z espermatocito en zigoteno, D espermatocito en diploteno
(Tomado y modificado de Nieshlag, 2010)

Finalmente cada espermatide cambia gradualmente hasta convertirse en un
espermatozoide maduro, por medio de la pérdida de citoplasma, reorganizacion

del material cromatinico del nucleo, formacion de una cabeza compacta,
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acumulacion del citoplasma residual y de la membrana celular en un extremo de la
célula para formar la cola. Esta serie de cambios morfolégicos se le conoce como
espermiogénesis. El proceso completo de la espermatogénesis hasta la
espermiogénesis dura aproximadamente 70 dias (Nieshlag, 2010; Speroff, 2012)
(Figura 3).

Aparato  Centriolo

Flagelo Flagelo
de Goig gelo go

S Centriolo Centriolo

Mitecondria
Membrana Nicleo Mitocondria o/
; NS

Centriolo M $
(Axonema e

Cabeza del Cuello Picza Cola Pieza
espermatozoide media terming

Figura 3. Espermiogénesis (Tomado de Gilbert, 2005).

3.1. Espermatozoide.

El espermatozoide maduro tiene unos 60 [Jm de longitud, incluye cabeza, pieza

intermedia y cola (Malaga y col., 2005) (Figura 4).

En la cabeza del espermatozoide se encuentra el nicleo que contiene el ADN
condensado y el acrosoma denso en su margen anterior. Su cabeza mide 4.5 um
de largo por 3 ym de ancho por 1 ym de espesor. El casquete acrosémico es una
cobertura de la cabeza, a manera de gorra que cubre los dos tercios anteriores del
ndcleo; es un organelo similar a un lisosoma, rico en hialuronidasa, neuraminidasa,

fosfatasa acida y una proteasa similar a la tripsina llamada acrosina. El primer paso
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de la reaccion acrosomica es la liberacion de estas enzimas, cuando el
espermatozoide entra en contacto con el Ovulo estas enzimas facilitan la
penetracion del espermatozoide a la membrana pellicida y la posterior
fecundacion, y a su vez impide la entrada de otros espermatozoides en el 6vulo.
La cola del espermatozoide esta subdividida después del cuello en pieza
intermedia, pieza principal y pieza terminal. El cuello contiene los centriolos y el
origen de las fibras gruesas. La pieza intermedia es de alrededor de 7 pym de
longitud y contiene las mitocondrias dispuestas en forma helicoidal alrededor de
las fibras gruesas y del complejo axonémico. Estas mitocondrias proveen la
energia para el movimiento de la cola y por ende son la causa de la movilidad del
espermatozoide. La pieza principal mide alrededor de 40 um de longitud y contiene
la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del complejo axonémico. La pieza
terminal, que corresponde aproximadamente a los ultimos 5 um del flagelo en el
espermatozoide maduro, sélo contiene el complejo axonémico (Stevens, 2006;
Ross y Pawlina, 2004).

Flagelo o cola Cabeza
; “CIIO lasma il -
Zona ecuatarial, ‘?ﬂ —_— ,Nicleo y teca perinuclas
rosa de la implantacién_ ) o \
_J j?ﬁ—}—.f\moscrm
PN N
Pieza Pieza Principal Espacio subacrosoma
Terminal

Capa Fibrosa

Densa Exlema

Figura 4. Espermatozoide humano

(Tomado y modificado de Olivera y colbs., 2006).
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3.2. Semen

El semen es una mezcla de espermatozoides y liquido seminal, el cual esta
formado por las secreciones de los tubulos seminiferos, las vesiculas seminales,
la préstata y las glandulas bulbouretrales. Tiene un pH ligeramente basico,
resultado de la acidez prostatica y de la alcalinidad vesicular. Las secreciones de
la prostata le dan una apariencia blanquecina y los liquidos de las vesiculas
seminales y las glandulas bulbouretrales le dan una consistencia viscosa. El liquido
seminal proporciona a los espermatozoides un medio de desplazamiento, medio
nutritivo y proteccion frente al medio acido hostil que representan la uretra
masculina y la vagina femenina (Poirot y Cherruau, 2005).

El liquido seminal estd compuesto de:

a) Lipidos: colesterol, glicerofosforilcolina.

b) Glucidos: glucosa, fructosa.

c) Acidos organicos: acido citrico, acido ascérbico.

d) Minerales: Na*, K*, ClI,, Ca**, Mg**, Zn**.

e) Proteinas: albumina, a globulina, B globulina, y globulina.

f) Constituyentes de pequefia masa molecular: aminoacidos, carnitina,
espermina, glutation.

g) Esteroides: testosterona; deshidroepiandrosterona.

h) Prostaglandinas

i) Enzimas: hidrolasas, deshidrogenasas, etc. (Poirot y Cherruau, 2005).

4. REGULACION HORMONAL

La funcidn testicular normal requiere las acciones de las dos gonadotropinas
hipofisarias, la folitropina (FSH) y la lutropina (LH). Son glucopéptidos producidos
por las células gonadotropicas de la hipofisis anterior y secetadas con un patrén
pulsatil. La LH se une a receptores de membrana especificos y de alta afinidad en

las células de Leydig. La union estimula la sintesis y liberacion de testosterona
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(esteroidogénesis), mientras que la FSH se une a receptores de las células de
Sertoli y estimula la sintesis de un gran nimero de proteinas especificas, tales
como la proteina fijadora de andrégenos (ABP), inhibina, activina, etc. La FSH
estimula la aromatizacion de la testosterona a estradiol en las células de Leydig y
estimula la espermatogénesis. La estimulacion gonadotrépica provoca la liberacion
de estas hormonas a la vena espermaética (Nieshlag, 2010; Speroff, 2012) (Figura
5).

A su vez, la secrecion de LH y FSH por la hipofisis estd controlada por la
testosterona y sus productos metabdlicos mediante mecanismos de
retroalimentacion negativa. La testosterona actia principalmente sobre el
hipotalamo para regular la secrecion de GnRH, reduciendo de este modo la
frecuencia de los pulsos de liberacion de LH. La inhibina y la activina son
glucoproteinas que participan en la regulacién de la secrecion de FSH. La inhibina
B, producida por las células de Sertoli, entra en la circulacion periférica e inhibe la
secrecion hipofisiaria de FSH. La activina estimula la secrecion de FSH (Figura 5).
Con estos circuitos de retroalimentacion endocrina, la funcion testicular en general
y la secrecidn de testosterona en concreto se mantienen en un nivel relativamente
estable (Lavin, 2003; Speroff 2012).
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(Tomado y modificado de Nieschlag, 2010).

5. INFERTILIDAD MASCULINA

La infertilidad se define como la incapacidad de lograr un embarazo tras un afio de
mantener relaciones sexuales regulares sin proteccién anticonceptiva (Pérez,
2011).

El factor masculino es responsable del 30 6 40% de los casos. En
aproximadamente 30% de estas parejas la infertilidad se debe al factor masculino
y en 20% a una combinacion de los factores masculino y femenino, por lo que el
factor masculino esta involucrado en alrededor del 50% de las parejas infértiles.

La infertilidad se considera primaria cuando la pareja logra fecundacion natural
pero los embriones no se desarrollan y no llegan a término, mientras que la

infertilidad secundaria es cuando la pareja ya tuvo hijos y posteriormente, por
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alguna razon, presentan problemas para embarazarse (Dohle y col., 2010; Garcia
y col., 2010).

Causas de infertilidad:

Afecciones enddcrinas.

Una alteracion en la hipofisis o hipotalamo puede dar lugar a un hipogonadismo
hipogonagotrépico, pudiendo ser congénita con una deficiencia en la produccién
de GnRH, o secundaria a la aparicion de adenomas hipofisiarios (prolactinomas,
craneofaringiomas, otros tumores cerebrales, radioterapia). Pudiendo originar
disminucion de la libido, infertilidad, anemia, alteraciones de la distribucion del vello
corporal y disminucion de la masa muscular magra y de la densidad ésea (Garcia
y col., 2010; Masson y col., 2014).

Infecciones genitourinarias

Causa frecuente de infertilidad por los siguientes agentes: C. trachomatis, N.
gonorrhoeae, U. urealyticum, E. coli, S. aureus, S. viridans, Enterococcus, M.
tuberculosis y orquitis virales. Pudiendo ocasionar atrofia testicular, compromiso
de las glandulas accesorias u obstrucciones de las vias seminales, ademés de
produccion de anticuerpos antiespermatozoides e incrementos de los niveles de
leucocitos seminales y radicales libres. Puede revertir la fertilidad si la infeccion es

tratada y dependera de la cronicidad (Teppa y Palacios, 2004).

Varicocele

Es la dilatacién varicosa de las venas espermaticas y el plexo pampiniforme por
incompetencia valvular venosa con aumento de la presion intravascular con un
reflujo retrogrado espermatico. La fisiopatologia del varicocele inciden en diversas
circunstancias: temperatura, metabolitos toxicos, factores enzimaticos vy
hormonales, hipoxia, alteraciones epididimarias e hipertensiéon. Ocasionando

cambios ultraestructurales en las células de Sertoli, maduracion incompleta de
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espermétides y espermatocitos, engrosamiento tubular con disminucion del
diametro y fibrosis de los tubulos, alteracion en las células de Leydig y alteraciones

en el testiculo contralateral (Bricefio y col., 2008; Masson y col., 2014).

Alteraciones genéticas

Las causas genéticas mas frecuentes son el sindrome de Klinefelter, anomalias
cromosOmicas estructurales y numéricas, asi como microdeleciones del
cromosoma Y. Esto puede provocar una produccidn espermatica anormal,
desordenes en la espermatogeénesis u obstruccion del sistema ductal. La patologia
de la reproduccién masculina mediada genéticamente puede causar el fracaso

reproductivo pretesticular, testicular o postesticular (Schlosser y col., 2007)

Factores inmunolégicos

Afectaciones como la criptorquidia, la epididimitis o los traumatismos genitales
pueden ocasionar anticuerpos antiespermatozoides, haciendo que se adhieran a
los espermatozoides en el plasma seminal, disminuyendo la penetracion en el
moco cervical, inhibiendo la capacitaci6 y reaccién acrosGmica prematura.
(Schlosser y col., 2007; Bricefio y col., 2008).

Disfuncién en la eyaculacion.

Puede ser de origen traumatico, iatrogénico, farmacolégico, metabdlico o
psicoldgico, impidiendo la inseminacién vaginal (Schlosser y col., 2007; Garcia y
col., 2010)

Si no se encuentra la causa, podemos hablar de una infertilidad idiopatica o

inexplicable.
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6. EVALUACION DEL VARON INFERTIL

La evaluacion inicial consiste en 3 aspectos: interrogatorio clinico, examen fisico y

espermatobioscopia directa, como se desglosa a continuacion:

Interrogatorio clinico.

Debe ser lo mas completo y detallado posible. Algunos de los aspectos mas
importantes son: recuencia coital, duracion de la infertilidad, asi como fertilidad
pasada y episodios de infecciones de trasmision sexual. Enfermedades de la
infancia y su evolucion. Enfermedades sistémicas, su evolucion y tratamiento,
cirugias, enfermedades de trasmision sexual, sus tratamientos, evolucién y
complicaciones. Exposicion a gonadotdxicos o calor. Exposicion a farmacos con
potencial efecto sobre las génadas: Antidepresivos triciclicos, antihipertensivos,
terapia antirreumatica (sulfazalasina), enfermedad &cido péptica (cimetidina),
nitrofurantoina; cirugia pélvica; enfermedades cronico degenerativas (diabetes
mellitus, esclerosis multiple); enfermedades respiratorias cronicas. (Oehninger y
col., 2007; Lineamientos en infertilidad, 2011)

Examen fisico

Posicion de bipedestacion para lograr la correcta valoracion del pene tanto en
tamafio, situacion del meato urinario externo; asi como hipo y epispadias. Los
testiculos deberan ser valorados con el orquidémetro de Pader, considerandose
valores normales de 4.5 cm de longitud y 2.5 cm de anchura y con un volumen de
15 ml. Es importante también la palpacion y consistencia de los conductos
deferentes y el epididimo; también la visualizacién y palpacion de dilataciones
venosas en el plexo pampiniforme (varicocele) al reposo y durante la maniobra de

Valsalva (Lineamientos en infertilidad, 2011).
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Espermatobioscopia directa

Sigue siendo la piedra angular. Se deben realizar al menos 2 seminogramas
(separados como minimo 1 mes), analizandose de acuerdo a la descripcion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de 2010 y actualizada por las Guias de
la Asociacion Europea de Urologia de 2010. El examen basico de semen debe
incluir datos macroscopicos (licuefaccion, viscosidad, aspecto, pH y volumen) y
microscopicos  (concentracion, motilidad, vitalidad y morfologia de
espermatozoides, presencia de leucocitos, presencia de aglutinacion) (Oehninger
y col., 2007; Garcia y col., 2010; Lineamientos en infertilidad, 2011) (ver Cuadro
1, 2,3y 4. Figura6).

PARAMETRO REFERENCIA ‘

Volumen >1.5 ml

pH >7.2

Concentracion total espermatica >39 x 106 por eyaculado
Concentracion por mL >15 x 108 por mL
Motilidad total 40%

Motilidad progresiva >32%

Morfologia >4%

Cuadro 1. Pardmetros de de normalidad del semen (WHO, 2010).

PARAMETRO

Normozoospermia Paradmetros de espermatozoides dentro de los

limites normales.

Oligospermia Concentracién de espermatozoides inferiot a 15x1068.
Astenospermia Movilidad lineal menor del 40%
Teratospermia Proporcién inferior al 4% de espermatozoides

morfolégicamente normales.

Oligoastenoteratozoospermia  Alteraciones de la movilidad, concentraciéon y

morfologia.
Azoospermia Eyaculado sin espermatozoides.
Aspermia Ausencia de eyaculado

Cuadro 2. Nomenclatura de los parametros del analisis de semen (WHO, 2010).
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Evaluacion completa ya incluye la averiguacion endocrinolégica, estudios de

imagen y otras pruebas especializadas:

Evaluacion endocrinoldgica del hombre

Las hormonas mas importantes relacionadas son la hormona foliculo estimulante
(FSH), hormona luteinizante (LH), testosterona (T), prolactina (PRL) y hormona
estimulante de tiroides (TSH) (Lineamientos en infertilidad, 2011)

Estudios de imageneologia
Ultrasonografia transrectal en volumenes bajos de eyaculado, escrotal puede
evidenciar un varicocele (Garcia y col., 2010; Lineamientos en infertilidad, 2011).

Otras pruebas especializadas

Cuantificacion de leucocitos en semen, pruebas de anticuerpos, prueba de
vitalidad espermatica, pruebas de penetracion espermatica, evaluacion genética,
mutaciones del gen de la fibrosis quistica, anormalidades cromosomicas,
microdeleciones del cromosoma Y, fragmentacion de ADN espermética (Garcia y
col., 2010; Lineamientos en infertilidad, 2011).
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INDICE

Licuefaccion

EXAMINACION

Inmediatamente después de la eyaculacion, el semen es tipicamente una
masa coagulada semi-sélido. Dentro de unos pocos, el semen por lo
general comienza a licuar. La muestra completa por lo general se licua
dentro de 15 minutos, aunque rara vez puede tardar hasta 60 minutos o
mas. Durante la licuefacciéon, la mezcla suave continua o rotacion del
recipiente. Si la licuefaccion no se ha producido dentro de los 60 minutos,
se puede utilizar la mezcla mecanica o puede adicionarse un volumen
igual de medio fisiologico, seguido de pipeteo repetido.

INTERPRETACION

La masa firme que se observa es debido a la presencia de
sustancias similares al fibrinbgeno secretadas por las
vesiculas seminales, que se activan por enzimas
proteoliticas segregadas por la prostata (proteasa,
pepsinégeno, amilasa y hialuronidasa) la muestra de
semen es licuada. La ausencia de las vesiculas seminales
0 prostata conduce a la falta de coagulacion (Pires, 2010).

Viscosidad

Después de la licuefaccion, la viscosidad de la muestra se puede estimar
por suavemente aspiracion en un didmetro ancho (aproximadamente 1.5
mm de didmetro) de la pipeta de plastico desechable, permitiendo que el
semen a caer por gravedad y la observacion de la longitud de cualquier
hilo. También se puede valorar con una varilla de vidrio y la observacion
de la longitud tras la retirada de la varilla de la muestra. La alta viscosidad
puede interferir con la determinacion de la motilidad del esperma, la
concentracion de espermatozoides, la deteccion de anticuerpos de
espermatozoides y la medicién de los marcadores bioguimicos.

Una muestra normal sale de la pipeta en pequefias gotas
discretas. Si la viscosidad es anormal, la gota se forma un
hilo de mas de 2 cm de largo. Si la muestra es altamente
viscosa, puede deberse a una disfuncién prostatica (Poirot
y Cherruau, 2005).

Aspecto

Una muestra de semen licuado normal tiene una homogénea, de color
gris-opalescente. Puede parecer menos opaco si la concentracion de
espermatozoides es muy bajo.

El color marrén rojizo cuando los globulos rojos estan
presentes (hemospermia), o amarillo en un hombre con
ictericia, tomar ciertas vitaminas o medicamentos.

Volumen

El volumen de la eyaculacién es aportado principalmente por las vesiculas
seminales y de la glandula de la préstata, con una pequefia cantidad de
las glandulas bulbouretrales y epididimarias. Permite saber el nimero total
de células de espermatozoides y no espermaticas en el eyaculado.
Alternativamente, el volumen se puede medir directamente en un cilindro
de vidrio graduado de boca ancha. Estos se pueden obtener
comercialmente. El limite de referencia inferior de referencia para el
volumen de semen es de 1,5 ml

Bajo volumen de semen es una caracteristica de la
obstruccion del conducto eyaculador o ausencia bilateral
congénita de los conductos deferentes (CBAVD), pérdida
de una fraccion de la eyaculacion, eyaculacion retrégrada
parcial o deficiencia de andrégenos. El alto volumen del
puede reflejar la exudacion activa en casos de inflamacion
activa de los 6rganos accesorios.

Ph

El pH del semen refleja el pH de las secreciones de las glandulas
accesorias diferentes, principalmente la secrecion vesicular seminal
alcalina y la secrecion prostatica acida. El pH debe medirse después de la
licuefaccion, preferiblemente después de 30 minutos, pero en cualquier
caso dentro de 1 hora de eyaculacidon ya que esta influenciado por la
pérdida de CO2 que se produce después de la produccion.
Para las muestras normales, papel de pH en el rango de 6,0 a 10,0 y
comparar el color con la tira de calibracion para leer el pH. El valor de
consenso es de 7.2 como valor umbral mas bajo.

Si el pH es inferior a 7.0 en una muestra de semen con un
volumen bajo y bajo nimero de espermatozoides, puede
haber obstruccion del conducto eyaculador o ausencia
bilateral congénita de los conductos deferentes.
Incrementos de semen de pH con el tiempo, como
regulador natural disminuye, por lo que los valores altos
de pH pueden proporcionar poca informacion de utilidad
clinica.
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INDICE
Movilidad

EXAMEN

La movilidad del esperma en el semen se debe evaluar tan pronto como sea posible después de
licuefaccion de la muestra, preferiblemente a los 30 minutos, pero en cualquier caso dentro de 1
hora, después de la eyaculacion, para limitar los efectos perjudiciales de la deshidratacién, el pH o
cambios en la temperatura sobre la motilidad . Evaluar al menos 200 espermatozoides en al menos
5 campos. Motilidad progresiva: espermatozoides moviéndose activamente, ya sea de forma lineal
0 en un gran circulo. Motilidad no progresiva: todos los otros patrones de movilidad con una ausencia
de progresion, por ejemplo, nadar en circulos pequefios, la fuerza flagelar apenas desplazando la
cabeza, o cuando s6lo un latido flagelar se puede observar. Inmovilidad: no hay movimiento.

LIMITE

El limite inferior de referencia
para la motilidad total es del
40%.
El limite inferior de referencia
para la motilidad progresiva es el
32%.

Vitalidad

Se estima mediante la evaluacion de la integridad de la membrana de las células, se puede
determinar de forma rutinaria en todas las muestras, pero es especialmente importante para las
muestras con menos de aproximadamente el 40% de espermatozoides con motilidad progresiva.
Esta prueba puede proporcionar un control sobre la evaluacion de la motilidad, ya que el porcentaje
de células muertas no debe exceder (dentro del error de muestreo) el porcentaje de
espermatozoides inmdviles. El porcentaje de células viables normalmente supera a la de células
moviles.

El porcentaje de espermatozoides vivos se evalia mediante la identificacion de aquellos con una
membrana celular intacta, de exclusion de colorante o por hinchazén hipoténica.

El limite de referencia inferior
para la vitalidad
(espermatozoides =~ membrana
intacta) es del 58%.

Concentracion

La determinacién de la concentracion de espermatozoides valora la funcion testicular y la
permeabilidad de los conductos excretores._El nimero total de espermatozoides por eyaculado y la
concentracion de espermatozoides se relaciona tanto con el momento de la gestacién y las tasas
de embarazo y, son predictores de la concepcion. Las muestras deben analizarse dentro de 10 a
15 minutos y contar al menos 200 espermatozoides por réplica. El nUmero total de espermatozoides
se refiere al nimero total de espermatozoides en todo el eyaculado y se obtiene multiplicando la
concentracién de espermatozoides por el volumen de semen. Se recomienda el uso de cadmaras de
hemocitdmetro 100.

El limite inferior de referencia
para la concentracion de
espermatozoides es de 15 x 10°
espermatozoides por ml. El limite
inferior de referencia para el
ndamero total de
espermatozoides es de 39 x 10°
espermatozoides por eyaculado

Para observar las formas de los espermatozoides se recomienda la preparacién de una gota de
semen en un portaobjetos, secado al aire, la fijacion y la tincién._Examinar el portaobjetos con la
Optica de campo claro a 1.000 aumentos con aceite de inmersion. Se relaciona con una serie de
dificultades con relacién a la falta de objetividad, la variacion en la interpretacion o mal desempefio
en las evaluaciones de control de calidad externo.

El limte inferior de referencia
para la morfologia normal es del
4%. Ver figura 1.6

Morfologia
Conteo de
células no

espermaticas

Puede ser indicativo de dafio testicular (células germinales inmaduras), patologia de los conductos
eferentes (penacho ciliar) o inflamacioén de las glandulas accesorias (leucocitos).

En una concentracién superior a
a1l x10%por ml, se debe evaluar
su naturaleza (actividad
peroxidasa o] marcadores
leucocitarios).

Cuadro 4. Examen microscépico del semen (WHO, 2010).
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Figura 6. Defectos morfolégicos en los espermatozoides
(Tomado y modificado de WHO, 2010).

En general, es importante enfrentarse al problema de infertilidad masculina con el
tratamiento adecuado a la causa especifica; ahora bien, dado que en muchos
casos no es posible determinar la etiologia de la infertilidad o es irreversible la
fertilidad, en donde se puede recurrir a banco de semen de donante junto con las

técnicas de reproduccién humana asistida (Rosas, 2007).

7. REPRODUCCION HUMANA

La fecundacion es uno de los procesos biologicos descritos mas fascinantes y a la
vez mas complejos, el cual comienza con el transporte de gametos en el tracto
reproductor y concluye con la formacion de los pronudcleos y la singamia de los
mismos. Este evento fundamental del comienzo del desarrollo de un nuevo
organismo implica una serie coordinada de eventos y de interacciones celulares
que permiten el encuentro entre el espermatozoide y el ovocito para formar el

cigoto (Canovas, 2008).
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Los espermatozoides penentran en el moco cervical e inician el proceso de
capacitaciéon que inicia durante el paso de los espermatozoides a través del cuello
uterino y que se completa en la trompa de Falopio o durante la incubacion in vitro
en medio adecuado, se caracteriza por la capacidad adquirida de los
espermatozoides de sufrir la reaccion acrosdmica para unirse a la zona pellcida y

adquirir su motilidad hiperactivada (Speroff, 2012).

La reaccion acrosomal consiste en la liberacién de enzimas liticas (proteina Hyal5
con actividad hialuronidasa) por parte de la vesicula acrosomal del
espermatozoide, que son capaces de dispersar las células de la corona radiada y
permitir que el espermatozoide se abra camino hasta alcanzar la zona pellcida, el
estrato glicoprotéico que rodea el ovocito. La unidén espermatozoide-zona pellcida
induce la activacion y el desprendimiento de otra enzima acrosomal (acrosina) que
facilita la penetracion del espermatozoide a través de la zona pellcida, para

excavar en ella un canal que le permita alcanzar la membrana plasmatica, fundirse

2+
e incorporar su nucleo y el centriolo. El aumento de la concentracion de Ca

citoplasmatico induce la reaccién cortical que, por medio del endurecimiento de la
zona pelucida y la desactivacion de las moléculas receptoras de espermatozoides,
impide la union y la entrada de otros espermatozoides (poliespermia), y permite la
proteccion del nuevo individuo que comienza su ciclo vital (Sgreccia y Carrasco,
2006).

Después de la penetracion del espermatozoide, inicia la fase pronuclear, el nicleo
del ovocito completa su maduracién, y ahora se le llama pronudcleo femenino.
Mientras tanto, el nicleo masculino, que en el momento de su introduccion en el
ovocito estaba inerte, se transforma en un prondcleo funcionalmente activo
mediante modificaciones bioquimicas y estructurales que prevén la interaccion con

elementos moleculares de origen materno (Sgreccia y Carrasco, 2006).
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8. DESARROLLO EMBRIONARIO

El término embrién se utiliza para describir al producto de la fecundacion, desde la
primera division celular hasta los estadios iniciales del desarrollo de 6rganos
(Veldzquez, 2009).

Cuando ocurre la fertilizacion del ovocito, se forma el precigoto compuesto de dos
pronucleos y dos corpusculos polares (Figura 7). A partir de la constitucion del
cigoto, en el embridn se producen una serie de rapidas divisiones mitoticas y a este
periodo celular se le llama segmentacion. Mientras el embridon se segmenta es
transportado a lo largo de la trompa de Falopio para entrar en el ttero. El embrion
en su conjunto no cambia de dimensiones y queda encerrado en la zona pellcida
que le protege y le impide adherirse a paredes tubéaricas (Sgreccia y Carrasco,
2006; Velazquez, 2009).
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Figura 7. Secuencia de eventos después de la fertilizacion.

(Tomado y modificado de Velazquez, 2009)

La segmentacién esta acompafiada por crecimiento celular y por tanto subdividen
al cigoto en células hijas mas pequefias llamadas blastomeros. Esta etapa de
segmentacion dura de cuatro a cinco dias, terminando con la formacion de una
esfera solida de células llamada mérula. Después de la entrada de la mérula en la
cavidad uterina, en un estado 8-16 células, estd se compacta produciendo
profundos cambios metabdlicos y estructurales para iniciar la diferenciacion celular
y formar un blastocisto con una cavidad grande llamada blastocele. El blastocisto

empieza a expresar y transcribir mas de 500 genes y es activado para liberarse de
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la zona pellcida. En un polo del blastocisto quedan las células formadoras del
embrion, también llamado embrioblasto. Uno o dos dias después, las células del
embrioblasto se reorganizan formando una estructura discoidal con dos capas de
células, el epiblasto y el hipoblasto, constituyendo el disco embrionario bilaminar,
es en esta etapa que el blastocisto alcanza la cavidad uterina e inicia su
implantacion en el endometrio (Sgreccia y Carrasco, 2006; Arteaga y col., 2007;
Velazquez, 2009) (Figura 8).

Segmentacion

] 1
" 2 células 4 células 8 células
Cigoto

o Mérula
Fusiénde los o @ ™~
prontcleosdel dvuloy / 2L/
del espermatozoide ll o

Blastocisto
implantado

Figura 8. Etapas desde la fecundacién hasta la implantaciéon del embrion
(Tomado de Alila/123rf stock photo) .

9. TECNICAS DE REPRODUCCION HUMANA ASISTIDA (TRA)

Las Técnicas de Reproducciéon Asistida (TRA) abarcan todas las técnicas que
implican la manipulacion directa de los ovocitos fuera del cuerpo. La primera forma
de TRA, y todavia la mas frecuente, es la fecundacion in vitro (FIV). Estas

tecnologias son la opcién después del fracaso del tratamiento médico o quirdrgico
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(Speroff, 2012).

Sin embargo, se han considerado que la Inseminaciéon Intrauterina (IIlU) es un
forma de técnica de reproduccion asistida de baja complejidad, ya que también hay

manipulacion de gametos (Remohi, 2012).

Induccion de la ovulacion.

El objetivo es el desarrollo de un solo foliculo. Por ello se debe monitorizar el
crecimiento folicular mediante ecografia endovaginal, con la finalidad de evitar
desarrollo multifolicular, que pueda provocar gestaciones multiples o Sindrome de
Hiperestimulacion ovarica (SHO). Los medicamentos efectivos son: moduladores
selectivos de los receptores estrogénicos (citrato de clomifeno), inhibidores de la
aromatasa (letrozol) y, gonadotropinas, que se reservan para el tratamiento de
segunda linea, en casos de resistencia a los tratamientos orales. Las indicaciones
principales son: mujeres hipogonadotrépicas con hipopituitarismo, o mujeres
gonadotropicas con disfuncién hipotadlamo hipofisiaria (Remohi, 2012; Pardo,
2012).

Estimulacion ovérica controlada (EOC).

Se realiza buscando el desarrollo de varios foliculos ovaricos mediante la
administracion preferentemente de gonadotropinas, controlando la foliculogénesis
mediante ecografia transvaginal. Es importante un control estricto de las dosis y
un seguimiento adecuado, ya que dosis excesivas pueden producir sindrome de
hiperestimulacién ovarica (SHO) 6 embarazo multiple. (Remohi, 2012; Speroff,
2012).

Inseminacion intrauterina (I1U).
Es una técnica de reproduccion que consiste en depositar espermatozoides de una
forma no natural en la cavidad uterina en su periodo ovulatorio. Puede ser

homologa (donante) o heteréloga (conyugal) (Speroff, 2012). Sus indicaciones son:
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oligoastenoteratozoospermia con menos de 5 millones de espermatozoides
moviles progresivos post-capacitacion, con teratozoospermia menor de 4%;
incapacidad para depositar el semen en la vagina; factor cervical, endometriosis
minima (Remohi, 2012).

Fertilizacion in vitro (FIV).
Consiste en la fecundacion de un ovocito en condiciones de cultivo in vitro, previa
obtencion por aspiracion guiada por ultrasonido y preparacion de los gametos, para

posteriormente transferir los embriones a la cavidad uterina (Remohi, 2012).

La FIV se desarrollo inicialmente como medio para superar la infertilidad debida a
enfermedad tubarica irreparable, pero actualmente tiene otras indicaciones. La FIV
esta indicada principalmente cuando el método ofrece la forma de superar uno o

mas obstaculos especificos que no puede tratarse de otras formas (Speroff, 2012).

Las indicaciones para realizar un FIV son: factor tubarico, endometriosis, fallo a la
inseminacioén artificial, infertilidad por factor masculino (muestra insuficiente para
inseminacion artificial, recuento de espermatozoides menor a 5 millones,
infertilidad de origen desconocido, falla ovérica y disminucion de la reserva
ovarica, alta respuesta en ciclo de inseminacion artificial, criopreservacion de
ovocitos en pacientes oncoldgicas o con patologia médica, preservacion de la
fertilidad (Remohi, 2012).

Fases de la fecundacioén in vitro:

1. Estimulacién ovérica controlada. La tendencia es realizar estimulaciones con
dosis moderadas, que permita obtener ovocitos de mejor calidad, un mayor
namero de embriones y una mejoria en la tasa de implantacion.

2. Puncion folicular. Se realiza después de 36 horas posterior a la administracion

de la hormona gonadotropica humana o de un agonista de GnRH (si existe
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riesgo de SHO). En el laboratorio de FIV se lavan lo ovocitos obtenidos y
posteriormente se mantienen en incubacion a 37 °C y 6% de CO2 hasta el
momento de la inseminacion o ICSI.

3. Fecundacion. Se realiza seminograma, swim uo o gradientes de densidad, y
entres 4 a 6 hrs se inseminan los ovocitos. Cada ovocito se incuba con 50,000-
100,000 espermatozoides moviles durante 17 a 20 hrs. Transcurrido este
periodo se evaltan los ovocitos en busca de signos de fecundacion.

4. Cultivo de embriones. La mayoria de las transferencias se realizan 2 o 3 dias
después de la fecundacion. Sin embargo, también se pueden realizar cuando
los embriones estan en estadio de blastocisto (dia 5 o 6 de desarrollo). Las
indicaciones para llevarlos a blastocisto son: fallos de implantacién, para
observar el desarrollo embrionario, evitar gestaciones multiples transfiriendo
un solo blastocisto, diagndstico genético implantatorio, cuando se dispone de
muchos embriones para congelar.

5. Transferencia embrionaria. La via vaginal es la técnica mas empleada, es rara
la transferencia tubarica actualmente. Debe ser lo mas atraumatica y precisa
posible, por lo que resulta recomendable su realizacion bajo control ecografico
(Remohi, 2012, Speroff, 2012).

Inyeccidn espermaética intracitoplasmatica (ICSI).

Consiste en la microinyeccién de un espermatozoide en el interior de un ovocito
previamente decumulado y orientado. Las indicaciones del ICSI son: disminucién
del nimero de espermatozoides, baja movilidad, menos de 3 millones de
espermatozoides maviles progresivos, teratozoospermia severa, anticuerpos
antiespermatozoide, paciente con cancer (semen valioso), alteraciones en la
eyaculacion (eyaculacion retrégrada), ausencia de conductos deferentes,
Sindrome de Young, vasoepididimostomia fallida, asovasosotomia fallida,
obstruccion de ambos deferentes, fallo de recuperacién en epididimo por fibrosis,
necrozoospermia, mala calidad ovocitaria, congelacién y descongelacion de
ovocitos (Remohi, 2012).
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Esta técnica ha supuesto un avance importante para las parejas infértiles por
defectos severos del semen. En estos casos la técnica ICSI da lugar a tasas de
fertilizacion significativamente superiores a la de la FIV convencional sin

alteraciones en la calidad embrionaria (Remohi y col., 2008).

De la fecundacion al blastocisto en las TRA:

Para las TRHA el desarrollo embrionario se evalla in vitro por dia observando las
siguientes caracteristicas (Mercader y col., 2008):

Dia 0: Dia de la puncion.

Dia 1: Se observa la fecundacion (Figura 8, D1).

Dia 2: Se produce la primera division embrionaria. Se pueden observar sobre todo
en embriones que tienen dos y cuatro células, aunque en ocasiones el nimero de
células puede ser distinto (Figura 8, D2).

Dia 3: Se observa principalmente embriones que tienen entre seis y ocho
blastomeros. Dia de transferencia embrionaria (dependiendo de la etiologia y
criterios médicos) (Figura 8, D3).

Dia 4: Posteriores divisiones dan lugar a un embrién de 16-32 células denominado
morula. A continuacioén, los blastbmeros se van compactando, formando lo que
denominamos mérula compacta (Figura 8, D4).

Dia 5: Empieza a formarse una cavidad dominada blastocele y se produce la
diferenciacion celular. Se puede observar principalmente dos tipos de blastocistos:
temprano y cavitado (Figura 8, D5).

Dia 6: Dia de transferencia embrionaria. El blastocisto estd en el estadio
expandido, eclosionando (hatching) o eclosionado (hatched). Se observa el
blastocele rodeado por una monocapa celular, o trofoectodermo y la masa celular

interna (Figura 8, D6).
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Figura 8. Desarrollo embrionario del Dia 1 al Dia 5

(Tomado y modificado de Devroey y col., 2009).

10. CARACTERISTICAS DEL ADN.

El ADN es el material genético de los genes encargado de codificar el mensaje
genético que se transmite a través de proteinas concretas. Los genes son
fragmentos de ADN que codifican proteinas especificas. Consta de una doble
hélice con 2 cadenas complementarias, enrolladas conjuntamente alrededor de un
eje comun, formando una hélice. Las dos cadenas se orientan en sentidos
opuestos a lo largo de la hélice, una discurriendo en sentido 5 — 3’ y la otra en
sentido 3' — 5. El esqueleto de cada cadena esta formado por las moléculas de

azucar (desoxirribosa) alternado con grupos fosfato (Ridley, 2006) .
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Figura 9. Estructura del ADN
(Tomado de Taller en linea TIC, 2009).

10.1. Fragmentacion del ADN

El ADN espermatico esta organizado de forma tal que mantiene la cromatina
compacta y estable. Esta organizacion de la molécula de ADN no solo permite que
se encuentre muy bien empaquetado el material genético para ser transferido al
ovocito, sino que asegura que el ADN sea entregado en una forma fisica y quimica
tal, que contribuya al desarrollo del embrion haciendo méas accesible la informacion
genética. El espermatozoide fértil tiene un ADN estable, el cual es capaz de
descondensarse en el momento apropiado del proceso de la fertilizacion y
transmitir el ADN sin defectos, sin embargo por diversas causas el ADN
empaquetado en la cromatina, puede sufrir fracturas, conocidas como nicks, tanto
en la cadena simple como en la doble hélice, fendmeno que recibe el nombre de
fragmentacién del ADN (Gutiérrez, 2007).

El andlisis de las caracteristicas del semen sigue siendo la prueba clinica de
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laboratorio mas importante que se dispone para la evaluacién del factor masculino
y es esencial en la valoracion de la pareja con dificultades reproductivas. Aunque
es posible que los parametros sistematicos del semen no siempre sean indicativos
de la calidad del ADN del espermatozoide. Ademas los pacientes pueden tener
seminogramas normales y seguir siendo infértiles, debido a un ADN espermético
anomalo, ya que el indice de fragmentacion espermatica no se realiza de manera

sistematica (Oehninger y col., 2007).

Dado que la transmision de la molécula del ADN integra e intacta desde el
espermatozoide al ovocito es esencial para la consecucién y desarrollo del
embarazo, su rotura podria conllevar alteraciones en la fertilizacién y desarrollo
embrionario consiguiente. Por ello, en los Ultimos afios también se esta
considerando como causa probable de esterilidad el dafio del ADN espermético, y
de ahi el interés en desarrollar técnicas analiticas encaminadas a medir la
fragmentaciéon del ADN espermatico, e incluirlas en el estudio del factor de

esterilidad masculino (Morales y col., 2007).

Un ndamero creciente de estudios reportan que el conocer los dafios en el ADN
espermatico, podria ser util como una herramienta de diagnostico para la
infertilidad masculina. Este criterio de la calidad del esperma es util como un
predictor en el éxito del tratamiento como lo sugiere su asociacion con numerosos
puntos en el proceso reproductivo incluyendo la fertilizacion fallida, interrupcién en
el desarrollo del embrion preimplantatorio, aborto espontaneos vy

defectos en el nacimiento (Aitken y col., 2007; Bungum y col., 2012).

10.2. Mecanismos de fragmentacion del ADN en espermatozoides

En cualquier etapa de la espermatogénesis se puede producir un dafio en el ADN

espermatico (Morales y col., 2007).

40



El origen de las lesiones en el ADN del espermatozoide puede deberse a multiples
condiciones patolégicas como son la presencia de una infeccion, leucocitospermia,
el uso de farmacos, la presencia de fiebre alta, criptorquidia, cancer, la
contaminacion atmosférica, el tabaquismo, los varicoceles, los factores
hormonales, o una edad avanzada, entre otros. Muchas condiciones ambientales
también pueden provocar fragmentacion del ADN, tales como quimioterapia,
radioterapia, medicina prescrita, la contaminacion atmosférica, el tabaquismo, los
pesticidas, productos quimicos, el calor y los protocolos de preparacion de las TRA
(Evenson y Wixon, 2006; Gutiérrez, 2007).

Los mecanismos que contribuyen a incrementar las tasas de dafio registrado en el

ADN tanto mitocondrial como nuclear del espermatozoide son (Cuadro 4):

e Fallas en la apoptosis durante el proceso de espermatogénesis.

e Roturas del ADN o “nicks” producidos durante el remodelado de la
cromatina que tiene lugar

e durante el proceso de espermiogénesis.

¢ Fragmentacion del ADN a nivel postesticular inducida por radicales libres.

e Fragmentacién del ADN inducida por caspasas y endonucleasas

espermaticas.

El éxito de las TRHA depende de mdltiples factores y entre ellos la integridad
estructural y funcional de los gametos usados. Por ello, la naturaleza de la
infertilidad y su causa deberian ser analizadas antes de iniciar el tratamiento
(Morales y col., 2007).

41



MECANISMO

Fallas en la apoptosis
durante el proceso de
espermatogénesis.

CAUSA

Es un mecanismo de control y regulacién en el cual se
desenlaza un proceso de seleccion que determina que sélo
los espermatozoides mas aptos tengan la oportunidad de
sobrevivir 'y fecundar las células sexuales femeninas
(Hernandez-Matos y col., 2010).

CONSECUENCIA ‘

Los espermatozoides con fragmentacion en el ADN son
normalmente eliminados durante la espermatogénesis
como mecanismo de control, pero pueden persistir en el
eyaculado debido a una falla en el proceso de apoptosis,
lo que podria resultar en una fecundacion con desarrollo
embrionario anormal (Gil y col., 2007).

Roturas ADN o
“nicks” producidos
durante el remodelado de
la cromatina que tiene
lugar durante el proceso
de espermiogénesis.

del

En el nicleo espermatico las histonas encargadas del
empagquetamiento de la cromatina son removidas Yy
sustituidas por protaminas. Para que se produzca el
empaquetamiento de la cromatina del espermatozoide, es
necesaria la actividad de nucleasas enddgenas que corten y
liguen el ADN durante su protaminacion. Estos cortes
proporcionarian una liberacion de estrés torsional ayudando
asi al empaquetamiento de la cromatina durante el
desplazamiento de las histonas por las protaminas. (Alvarez,
2007; Gil y col., 2007).

Alteraciones en el control de este proceso podrian resultar
en roturas del ADN no reparadas. Estas alteraciones se
producirian antes de la espermiacion, en la compactacion
suboptima de la cromatina espermatica, se han
encontrado proporciones alteradas de las protaminas,
completa ausencia de las mismas o inapropiada formacion
de las uniones disulfuro debido a una inadecuada
oxidacion de tioles en estos residuos protéicos, por lo que
el ADN seria mas vulnerable al dafio (Alvarez, 2007; Gil y
col., 2007).

Fragmentacién del ADN a

nivel postesticular
inducida por radicales
libres.

La exposicion excesiva a especies reactivas de oxigeno
(ERO) podria ser una consecuencia de deficiencias en las
estrategias antioxidantes que el tracto masculino pone en su
lugar para proteger a los espermatozoides de los ataques de
los radicales libres, estas especies quimicas se producen
como consecuencia del metabolismo celular del oxigeno
durante procesos fisiol6gicos 0 en respuesta a factores
exdgenos (Hernandez-Matos y col., 2010; Aitken y Koppers,
2011).

Las ERO son capaces de dafiar el ADN a través del
fraccionamiento de cadena sencilla y doble, modificacion
de bases, produccion de sitios libres de base, deleciones,
cambios en el marco de lectura, uniones cruzadas,
arreglos cromosomicos, oxidacion de las bases de purina
y pirimidina, asi como del esqueleto carbonado.
(Hernandez-Matos y col., 2010).

Fragmentacién del ADN
inducida por caspasas y
endonucleasas
espermaéticas.

La apoptosis se logra por la activacion de las caspasas. Su
estimulacion da lugar a las caracteristicas y cambios
morfolégicos de las células apoptéticas. Las caspasas
apoptéticas iniciadoras son las caspasas 2, 8, 9 y 10, que
activan caspasas efectoras 3, 6 y 7 que conduce a la escision
de diversos sustratos y la finalizacion del proceso de
apoptosis (Said y col., 2010).

La activacion de caspasas y endonucleasas en
espermatozoides diferenciados causada por factores
fisicoquimicos, puede inducir también fragmentacion del
ADN espermatico. La fragmentacion del ADN puede ser
causada en parte por la activacion de la caspasa-3, que
inactiva la polimerasa poli (ADP-ribosa) (PARP), una
enzima de reparacion del ADN, que posteriormente inhibe
la reparacion del ADN dafiado (Grunewald y col., 2009;
Said y col., 2010).

Cuadro 5. Mecanismos de fragmentacion de ADN de espermatozoides.
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En cuanto al gameto masculino y su material genético se ha demostrado que una
fraccion elevada de espermatozoides con defectos en la cromatina puede tener un
impacto negativo en los resultados de las técnicas de reproduccion asistida. Con
frecuencia las muestras de semen que muestran altos niveles de dafio en el ADN
estan asociadas a una disminucion de las tasas de fertilizacion o implantacion
después de FIV/ICSI, y pueden dar lugar a mala calidad embrionaria, bloqueo
embrionario o aborto. Aunque en estos procedimientos se seleccionan los
espermatozoides de mejor motilidad y morfologia, siempre hay un porcentaje de
los mismos que contienen varios grados de dafio en el ADN y que pueden alcanzar
el ovocito con un minimo o ningun esfuerzo (FIV o ICSI) (Morales y col., 2007).

Diversos autores han 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 nUmero de ciclos innecesarios y
conseguir finalmente una eficiencia mayor de la técnica de reproduccion asistida
empleada lo que causa no s6lo en mayores tasas de embarazo sino también en

menor costo socio-econémico (Morales y col., 2007; Lewis y col., 2013).

Relacion entre fragmentacion del ADN espermatico y desarrollo embrionario.

Las primeras etapas del desarrollo embrionario estan sometidas al control materno
y la expresion de los genes paternos comienza en el estadio de 4 a 8 células (2 a
3 dias después de la fertilizacion); en ese momento en que el genoma paterno esta
activo, las alteraciones del ADN de éste se ponen de manifiesto, perjudicando el
desarrollo del embrién y produciendo bloqueo embrionario, que puede explicar
ciertos fallos de implantacion, embarazos bioquimicos o abortos clinicos. Cabe
mencionar que pequefios dafios del ADN en el espermatozoide son reparados por
pre y post-replicacion por los mecanismos de reparacion materna, pero los dafios

grandes del ADN no se pueden reparar. Asi, hombres infértiles pueden tener
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espermatozoides con morfologia normal, estas células germinales pueden tener el
ADN dafiado. Asi, los estudios de la integridad del ADN son de suma importancia
en la evaluacion de todos los hombres antes de las TRA (Morales y col., 2007;
Shamsi y col., 2008).

10.3. Técnicas de estudio de la fragmentacion del ADN espermaético.

En las técnicas de reproduccion asistida estos parametros seminales clasicos no
aportan informacion sobre el estado de la fragmentacion espermatica. Las
técnicas de reproduccion asistida suponen un salto en los mecanismos de
seleccidon espermatica natural y permiten incrementar las posibilidades de que un
espermatozoide pueda fertilizar un 6vulo con material gendmico alterado. Las
circunstancias cambiantes obligan al desarrollo de procedimientos alternativos que
permitan evaluar la calidad espermatica del ADN espermatico. La mayoria de los
estudios muestran una correlacion inversa significativa del dafio del ADN

espermatico y el indice de fertilidad (Lewis y col., 2013).

Las técnicas que existen para estudiar la fragmentacion del ADN espermatico se
pueden dividir en dos grupos. En aquellas que marcan las roturas en la cadena de
ADN: TUNEL o Terminal dUTP Nick-End Labeling y ISNT o In Situ Nick Translation.
Y las que miden la susceptibilidad diferencial del ADN para ser desnaturalizado por
diversos tratamientos: SCSA o Sperm Chromatin Structure Assay, Estudio cometa,
SCD o Sperm Chromatin Dispersion, DBD-FISH o DNA Breakage Detection-
Fluorescence In Situ Hybridization, Naranja de Acridina, Azu.l de Toluidina,
Cromomicina A3. En el cuadro 6 se resumen la metologias empleadas para las

alteraciones en el ADN de espermatozoides (Ver cuadro 6).
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Método Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clinica Fundamento
Metodologias que se basan en el marcaje de roturas del ADN
TUNEL Microscopio Cumple con Equipo sofisticado y Fertilidad masculina Permite visualizar la incorporaciéon de nucleétidos marcados con los
Florescencia parametros de costoso (citometro de Reproduccion asistida  extremos de las roturas existentes del ADN, bien sea de cadena sencilla
Citometria de control de flujo) Pérdida fetal o doble.
flujo calidad
ISNT Microscopio Reaccion de Equipo sofisticado y Fertilidad masculina Se basa en la evaluacion de la fragmentacion tras la incorporacion de
Florescencia marcaje directo costoso (citbmetro de moléculas de dUTP modificado con biotina o digoxigenina, o bien
Citometria de flujo) marcado directamente el ADN con un fluorocromo conjugado con un
flujo nucleétido modificado, tras utilizar la enzima ADN polimerasa.
Metodologias que se basan en la susceptibilidad del ADN para desnaturalizarse
SCSA Citometria de Punto de corte Costoso Epidemiologico Basada en la utilizacion de la citometria de flujo y en las propiedades
flujo establecido Recomendada para Infertilidad metacromaticas de la sustancia fluorescente naranja de acridina.
(30%) diferenciar pacientes
fértiles
COMETA Microscopio Bajo costo Lento de ejecucion Fertilidad masculina El ADN de un nucleo desproteinizado que contenga roturas en sus
Florescencia Requiere observar Reproduccion asistida  cadenas de ADN, estara mas libre para ser movilizado hacia el polo
con experiencia Criopeservacion de positivo, cuando éste se someta a un campo eléctrico
espermatozoides
SCD Microscopio Andlisis simple AuUn no determinada AuUn no determinada Consiste en producir una descondensacion diferencial de la cromatina
Florescenciay  de resultados Varicocele? entre aquellos espermatozoides que presentan su ADN fragmentado
campo claro Bajo costo con respecto a agquellos que lo mantienen intacto.
DBD-FISH Microscopio Revela Procedimiento Aln no determinada Basado en la capacidad que tienen ciertas soluciones alcalinas o bien
Florescencia modificaciones sofisticado y costoso acidas suaves, de producir desnaturalizacion en la molécula de ADN
estructurales de utilizando los extremos generados por roturas en las cadenas
la cromatina
NA Microscopio Bajo costo Subjetiva Diferencias Utilizando las propiedades metacromaticas de la naranja de acridina,
Florescencia Poco reproducible significativas en algunos investigadores han aplicado el mismo principio que el utilizado
Citometria de patologias en el SCSA para visualizar los espermatozoides con ADN fragmentado
flujo androlégicas empleando microscopia de fluorescencia.
AT Microscopio Subjetiva Subjetiva Evaluacion de El azul de Toluidina es un colorante nuclear basico que genera
campo claro Poco Poco reproducible anormalidades en la reacciones metacromaticas cuando interacciona con la cromatina
reproducible cromatina
CMA Microscopio Subjetiva Subjetiva Evaluacion de La Cromomicina A3 es un fluorocromo utilizado en citogenética ya que
Florescencia Poco Poco reproducible anormalidades en la se ancla especificamente a regiones ricas en guanina-citosina y
reproducible cromatina compite por los mismos lugares en el ADN, que las protaminas.

Cuadro 6 Resumen de las metodologias utilizadas para evaluar alteraciones en el ADN de espermatozoides, asi como de algunas de sus ventajas e inconvenientes en
relacion con la aplicacion clinica de rutina. TUNEL: Terminal dUTP Nick-End Labeling. ISNT = In situ Nick Translation. SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay. SCD: Sperm
Chromatin Dispersion. DBD-FISH: DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridization. NA: Naranja de Acridina. AT= Azul de Toluidina. CMA: Cromomicina A3
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10.4. Prueba de dispersion de la cromatina del espermatozoide (SCD o Sperm

Chromatin Dispersion).

El espermatozoide contiene un ADN seis veces mas compactado que el
cromosoma mitético. Este ADN se encuentra organizado en bucles de menor
tamafo que los de las células somaticas, anclados a la matriz nuclear. Dichos
bucles se compactan por la accion de las protaminas intercaladas, las cuales
estabilizan rigidamente la estructura a través de la formacion de puentes disulfuro
entre ellas. Si se rompen los enlaces disulfuro mediante un tratamiento acido y se
usa una solucion especifica de lisis para extraer proteinas, se produce una
descondensacion diferencial de la cromatina en aquellos espermatozoides que
tienen su ADN fragmentado respecto de aquellos que no lo tienen. Los bucles del
ADN se relajan constituyendo halos alrededor de la estructura nuclear central
residual, de forma que los espermatozoides con fragmentacion no liberan bucles
del ADN y no generan un halo de dispersion de la cromatina. Por el contrario los
que no estan fragmentados dan lugar a grandes halos de dispersion que
corresponden a bucles del ADN. (Fernandez y col., 2003; Cortés- Gutiérrez y col.,
2007; Morales y col., 2007).

La interpretacion de los resultados no requiere la determinacion de color, no
depende de la intensidad de fluorescencia, no necesita de un equipo complejo o
de personal especializado (Cortés-Gutiérrez y col., 2007). Por lo tanto, la presencia
o ausencia de la fragmentacion de ADN se puede determinar simplemente
mediante el examen del tamafio del halo por la prueba de la SCD, siendo una
técnica sencilla, altamente reproducible y menos cara, con resultados altamente
correlacionados con los de otros procedimientos como la SCSA o el TUNEL
(Fernandez, 2005).
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Recientemente, una versién mejorada a fondo se ha desarrollado como el kit de
Halosperm ®, lo que resulta en una mejor calidad de la cromatina asi como la
preservacion de la cola., ademas de que facilita su uso en laboratorios basicos.
Esto permite una evaluacion fiable de tamafios de halo bajo el microscopio de
campo brillante convencional, asi como una mejor discriminacion de las células de

esperma a partir de otros tipos de células (Fernandez, 2005).

Dadas las ventajas de la técnica de la SCD es potencialmente utilizada como
prueba de rutina en el estudio de fragmentacion del ADN esperméatico en los
laboratorios basicos de andrologia (Cortés-Gutiérrez y col., 2007).

En Europa y EEUU se llevaron a cabo de forma independiente dos amplios
estudios sobre la relacién entre los resultados de la técnica SCSA y la capacidad
fertilizante (Evenson y col., 1999; Spané y col., 2000). Ambos demostraron que un
indice de fragmentacion del ADN (DFI: DNA fragmentation index) superior al 30-
40% es incompatible con la fertilidad in vivo, independientemente de la

concentracion, motilidad y morfologia espermatica (Morales y col., 2007).

Evenson y col. en el 2002, usando la técnica de SCSA establecieron cuatro
categorias para el potencial fertilizante del espermatozoide segun el DFI:

[1 excelente si DFI < 15%

1 alto si DFI 15-24%

1 bajo si DFI 25-30%

[0 muy bajo si DFI > 30%

Previamente Aravindan y col. en 1997 habian establecido una correlacion
significativa entre las técnicas SCSA, ensayo cometa y TUNEL para
espermatozoides humanos, por tanto los datos obtenidos mediante una técnica se
podrian comparar con los obtenidos por las otras dos. Sergerie y col. en el 2005

mediante TUNEL hallaron practicamente los mismos puntos de corte que Evenson
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y col. 2002. Para ello midieron la fragmentacion del ADN espermatico en un grupo
de 66 hombres infértiles (40,9+14,3) y 47 hombres fértiles (13,117,3),
estableciendo un punto de corte del 20%. Chohan y col. en el 2006 llegaron a la
misma conclusion comparando un grupo de 60 hombres infértiles con un grupo de
7 donantes mediante las técnicas SCSA, TUNEL y SCD.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Al utilizar técnicas de reproduccion asistida se eliminan las barreras de seleccion
natural que ocurren de manera normal desde la eyaculacibn hasta que el
espermatozoide méas apto alcanzay fecunda al 6vulo. Se ha propuesto que el dafio
sobre la molécula del ADN del espermatozoide podria afectar la calidad del
embrion, de ahi el interés en desarrollar técnicas analiticas encaminadas a medir
la fragmentacion del ADN espermatico y su resultado en técnicas de reproduccion
asistida.

Un efecto tardio paterno se ha sido atribuido principalmente a anomalias en la
organizacion de la cromatina espermatica (es decir, la reduccion de la
condensacion de la cromatina, anomalias cromosémicas, y el aumento de roturas
de la cadena de ADN o de fragmentacion). Varios estudios han sugerido que las
alteraciones gendmicas paternas pueden comprometer la tasa de fertilizacion y
embriones viabilidad/calidad y provocar un aumento de defectos de nacimiento y

abortos espontaneos.

Por lo anterior, es probable que haya una relacion entre la frecuencia del
espermatozoide con fragmentacion del ADN y la tasa de fertilizacion del ovocito,
por ello, en este estudi6 se evalud la capacidad de fertilizacion en los
procedimientos de reproduccién asistida de baja complejidad (IIU), alta
complejidad (FIC/ICSI), asi como la tasa de implantacion; ya que se han observado
discrepancias en los estudios que se han realizado en relacion al grado de

fragmentacion y resultados de las técnicas de reproduccion asistida.
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V. HIPOTESIS.

Los hombres con parametros seminales anormales y con problemas de fertilidad,
tienen un mayor riesgo de presentar altos niveles de fragmentacion de ADN
espermatica y como consecuencia es probable que este evento afecte la
capacidad de fertilizacién de los espermatozoides repercutiendo en los resultados

de las técnicas de reproduccion asistida.

50



VI. OBJETIVOS.

51

Determinar el indice de fragmentacion espermatica en pacientes con
indicacion para la toma de dicho estudio y que fueron sometidas a técnicas

de reproduccion asistida de baja (11U) y alta complejidad (FIV, ICSI).

Evaluar si existe una relacion entre los parametros seminales y el indice de
fragmentacion de ADN espermético de las muestras de pacientes que se

sometieron a técnicas de reproduccién asistida.

Analizar la posible relacion entre el grado de fragmentacién del ADN
espermatico y la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides en los
ovulos, su desarrollo embrionario y en la tasa de embarazo en los distintos

procedimientos de reproduccion asistida.



VIl. MATERIAL Y METODOS.

Es un estudio retrospectivo realizado en la Clinica de Reproduccion Asistida,
Hisparep, Hospital Espafiol de México de marzo de 2013 y concluy6 en junio de
2014, en el que fueron analizadas muestras seminales pertenecientes a 38
hombres sometidos a técnicas de reproduccion asistidas de baja y alta
complejidad. A cada una de las muestras de estos pacientes se les analizo los
parametros seminales y para evaluar la integridad de la cromatina, se obtuvo el
indice de fragmentacion del ADN espermatico. Por indicacion médica se tomaron
los siguientes parametros: fallo repetido de embarazo en técnicas de reproduccion
asistida, abortos de repeticion, edad del varén >45 afos, varicocele, episodio de
fiebre alta en los ultimos 3 meses y fueran a ser sometidos a alguna a técnica de

reproduccion asistida.

Obtencion de la muestra.

Las muestras seminales fueron tomadas por masturbacion, con un tiempo de
abstinencia sexual de 2 a 7 dias, directamente en un envase de plastico estéril.
Aproximadamente 30 minutos mas tarde de la recepcién de la muestra, y tras
observar su licuefaccion a una temperatura a 37°C para evitar una reduccion en la
movilidad espermatica hasta su andlisis, se realiz6 el analisis de los parametros

seminales siguiendo los criterios de la OMS del 2010.

Anélisis seminal.

Se llevd a cabo un analisis microscopico y macroscopico de cada una de las
muestras:

a) Examen macroscépico.

Si transcurridos 60 minutos la muestra no completaba la licuefaccion, se realizé de

manera mecanica, haciéndolo pasar por una pipeta las veces que fuese necesario.
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La viscosidad se evalu6é mediante la aspiracion suave en una pipeta y caia del
semen por gravedad, fue normal si el semen cay6 gota a gota. El aspecto del
semen se valoro por su color (opalescente), opacidad-transparencia y presencia
de cuerpos mucosos gelatinosos. El volumen se midié con pipeta graduada vy,

finalmente el ph con tiras de papel ColorHast de Merck.

b) Examen microscopico.

Se midi6 la concentracion utilizando una camara Mackler (Sefi Instrument; Haifa,
Israel) contando 3 cuadros al azar. La movilidad se analiz6 contando 100
espermatozoides libres, nunca los que estaban agregados entre si o con otras
células. Para la vitalidad espermética se preparo una solucién de eosina al 0.5%
en una solucién salina al 0.9% en cloruro sddico, la cual se mezclé con 5 pl de
semen. Las caracteristicas morfolégicas se prepararon en extensiones tefiidas con
Hemacolor (Merck; Dermstadt, Alemania) y 5 ul de semen, utilizando como fijador
metanol al 50%. Se utilizaron los criterios de Kruger para la evaluacion indicados
en el manual de la OMS 2010.

Después se procedi6 al andlisis del indice de fragmentacion espermatica, el cual
fue realizado en la muestra capacitada mediante el SCD test (Sperm Chromatin
Dispersion), el cual se basa en la valoracidon de la presencia/ausencia y tamafios

de los halos de dispersion.

c) Técnica de dispersion de la cromatina espermatica (SCD).

Se utilizé el equipo Halosperm® (Halotech DNA; Madrid, Espafia), el cual incluye
portaobjeto pretratados con agarosa, tubos cénicos de 0.5ml (eppendorf) con

agarosa de bajo punto de fusion, solucion de lisis.

1) Inclusion de la muestra en gel de agarosa. La muestra de semen se diluyé en

medio de cultivo o PBS. El tubo eppendorf con solucion de agarosa se mantuvo
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durante 5 minutos en agua a 90-100°C, hasta que la agarosa se disolvio,
posteriormente se pasé a un bafio de 37°C por 5 minutos. Se afiadiéo 60 ml de la
muestra de semen al contenido del tubo de agarosa y se resuspendio. Un
portaobjetos pretratado con agarosa se colocé en una superficie fria, a 4 °C. Una
vez enfriado el portaobjetos, se deposito la suspension celular 30 ul, del tubo de
agarosa sobre la cara tratada del portaobjetos, se colocd un cubreobjetos. Se
Introdujo la lamina fria con el portaobjetos, en la nevera y se dejo gelificar la

muestra durante 5 minutos.

2) Procesado de la muestra. Se incuba el portaobjetos en la solucién
desnaturalizante (80 ul de acido desnaturalizante en 10 ml de agua destilada)
durante 7 minutos a temperatura ambiente (22 °C). Después se quitd el
portaobjetos de la solucion desnaturalizante y después se incubd con la solucion
desnaturalizante, dejandolo incubar durante 25 minutos, con este se eliminan gran
parte de las proteinas nucleares. Para lavar la solucidén se incub6 con abundante
agua destilada durante 5 minutos Se levant6é el portaobjetos y se introdujo en
horizontal en una caja llena de agua vy, finalmente, se deshidraté la muestra
incubandola durante 2 minutos en gradientes crecientes de etanol (al 70%, 2
minutos; al 90%, 2 minutos y; al 100%, 2 minutos). Se dejé secar a temperatura

ambiente.

3) Tincion de la muestra. Se mezcld solucién de Wright con solucion tampon
fosfato (1:1) pH 6.68 y se deposité una capa de colorante, en horizontal, que cubrio
el microgel seco. Se dej6 tilendo durante 5-10 minutos, para posteriormente ser
decantado y lavado suavemente con agua corriente y posteriormente secado a

temperatura ambiente.
4) Conteo e interpretacion de resultados. El porcentaje de fragmentacion fue

determinado mediante el conteo de 500 espermatozoides por duplicado en

microscopio de campo claro con objetivo de inmersion y se calcul6 el porcentaje
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con la siguiente férmula:

SCD (%) = 100 x No. de espermatozoides con ADN fragmentado
No. de espermatozoides estudiados

no fragmentado fragmentado 2 3

, _/' | 3
BRI O
5. degradado "\ ' \ .A 3 Q

& 3
Figura 10. Interpretacion segun el tamafio del halo de dispersion
(Tomado y modificado de Halosperm®, 2005)

1.hdlo grande | 2. halo mediano | 3.halo pequeno | 4. sin halo

El nucleoide, que corresponde al ndcleo masivamente desproteinizado del
espermatozoide, se compone de dos partes: silueta del nacleo del espermatozoide,
denominada core, en posicién central, y un halo periférico de dispersion de la

cromatina/ADN. La cola del espermatozoide es visible.
Se observan diferentes tipos de espermatozoides:

No fragmentados:
¢ Halo grande: cuando el grosor del halo es igual o mayor a la longitud del
diametro menor del core.
¢ Halo mediano: el grosor del halo esta comprendido entre el mayor 1/3 de

diametro menor del core y menor que el diametro menor del core.
Fragmentados:

e Halo pequenio: el grosor del halo es igual o menor de 1/3 de diAmetro menor

del core, pudiendo ser irregular o inapreciable.
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e Sin halo.
e Sin halo y degradados: sin halo, presentan core fragmentado en granulos o

muestran una tinciéon muy débil.

d) Técnica de fecundacién in vitro e inyeccion intracitoplasmatica
espermatica.

La estimulacién ovarica controlada (EOC) se llevd a cabo por los protocolos de la
Clinica de Reproduccion Asistida Hisparep. El control de la respuesta ovarica se
realizdO mediante el seguimiento ecografico del crecimiento folicular y la
determinacién de estradiol sérico. La recuperacion ovocitaria se realizé a las 34 a
36 horas después de la administracion de hCG (Ovidrel® 6 Pregnyl®),mediante
aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonografia (en caso de FIV 6 ICSI),
bajo anestesia general endovenosa, evaluacion de la fecundacién. Se valoré la
madurez de los ovocitos recuperados por técnicas de alta complejidad, a los
ovocitos en Mll se les realiz6 FIV convencional o ICSI, evaluandose la fecundacion
a las 18 a 20 horas; la seleccién embrionaria se llevo a cabo en el dia 3y 5,
clasificando a los embriones de acuerdo al nimero de células, después se transfirid
un maximo de 3 embriones en funcién de la edad e historia clinica de la paciente.
La fase lutea se suplementé con 600 mg al dia de progesterone via vaginal
(Geslutin®, Asofarma). El diagnostico de gestacion mediante determinacion BhCG
sérica a los 14 dias de la transferencia embrionaria o los 18 de la 1lU. Cuando fue
positiva (>20 U7ml), se tomé otra BhCG sérica una semana después y se confirmé
la gestaciébn a la semana después mediante hallazgo ecografico de saco
gestacional intrauterino. Para valorar el resultado del ciclo de FIV-ICSI se
consideraron: tasa de fecundacion, calidad embrionaria el dia de la transferencia,

tasa de embarazo, tasa de aborto bioquimico y de aborto en el primer trimestre.
Criterios de exclusion: parejas con infertilidad de menos de un afio, cultivos de

semen positivos, no completen la técnica de reproduccion asistida, serologias

positivas, diabetes mellitus, Sindrome de inmunodeficiencia adquirida, varicocele
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importante (grado 3 y 4), cancer testicular u otra patologia oncologia que en su
tratamiento incluyera quimioterapia y/o radioterapia previa, o con datos que apoyen
azoospermia obstructiva, embriones que incluyan diagnostico genético
preimplantacional, maduracion in vitro, y o otros procedimientos de manipulacion

embrionaria.

e) Andlisis de la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides en los

ovulos de pacientes y su posterior desarrollo embrionario.

Los resultados de los procedimientos de reproduccion asistida de baja y alta
complejidad en fertilizacion y desarrollo embrionario se consultaron en el archivo
del laboratorio de Andrologia de la Clinica de Reproduccion Asistida Hisparep,
Hospital Espafiol de México y los expedientes clinicos de los pacientes. A partir de

este archivo se elabor6 una base de datos con la que se trabajo.

f) Analisis estadistico.

Los datos obtenidos en este estudio fueron analizados por la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para la evaluacion de muestras pareadas y la
correlaciones fueron establecidas mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman, con un valor de significancia p<0.05. Se utilizo el paquete estadistico
GraphPad InStat® Version 3.0.
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VIIl. RESULTADOS.

Se analizaron 36 muestras de pacientes con problemas de infertilidad. La edad
promedio de los hombres fue de 38.7 + 6.7 afios (rango de 30 a 62) y de las
mujeres fue de 34.3 £ 5.2 afios (rango de 20 a 43). Presentaron infertilidad primaria
23 parejas (63.88 %) y 13 infertilidad secundaria (36.11%). La media en afios de
infertilidad fue de 2.7 £ 2.0 afios (rango 1 a 9). Y el 77% (28) de los hombres tiene

una ocupacion en donde permanece la mayor parte del tiempo sentado.

Tabla 1. Se muestra la media + desviacion estandar de la concentracion, la
vitalidad, la movilidad por grupos y la morfologia que se obtuvo a partir del
porcentaje de formas normales y anormales, de éstos ultimos se observaron los

defectos de la cabeza, pieza media y cola.

Parametros Media = Desv. estand.
Concentracion (10%/ml) 24 +19.13
Movilidad

Progresivos (%) 34+12.31

No progresivos (%) 14 +551

Inmaviles (%) 50+9.78
Morfologia

Normales (%) 2+1.06

Anormales (%) 97 +£1.06

Cabeza 96 + 2.54

Pieza media 89 £ 11.75

Cola 39+10.18

Desv. estand.= Desviacion estandar.
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Para analizar la integridad de la cromatina espermética de los 36 hombres se
obtuvo el indice Fragmentacion del ADN espermatico (DFI) en semen fresco, el
cual fue de 29.42 + 8.65% (rango 14.4 a 58.8).

En la tabla 2 se observa el DFI espermatico de las muestras de semen, con un
potencial de fertilizacion excelente ( <15%), alto (15-24%), bajo (25-30%), muy bajo
(>30%). Como puede observarse la mayoria de las muestras tienen un DFI con

bajo potencial de fertilizacion (44. 4%).

Tabla 2. NUmero de muestras obtenidas y grado de fragmentacion evaluadas,

expresadas en porcentajes.

Potencial Excelente Alto Bajo Muy bajo
fertilizacion
DF1% N° de DFI N° de DFI N° de DF1% N° de Total de
muestras | % | muestras | % | muestras muestras | muestras
Fresco (%) 14.4 1 21.9 8 27.0 16 39.7 11 36
(3.6) (22.2) (44.4) (30.5) (100)

En la tabla 3 se observa una correlacién entre DFI espermético de semen y la
movilidad progresiva e inmovil, los espermatozoides anormales y los defectos de

cabeza.

Tabla 3. indice de correlacion entre el DFI espermatico del semen y los parametros
seminales (concentracién, movilidad progresiva, no progresiva e inmoviles,
porcentaje de normales y de anormales, y defectos en los espermazoides en su

porcion de cabeza, pieza media y cola.
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Parametros DFI

seminales : 0
Concentracion -0.26 0.11
Mdéviles progresivos 0.38 0.02
No progresivos 0.32 0.56
Inmoviles 0.32 0.05
Normales (%) -0.53 0.0007
Anormales (%) 0.53 0.0007
Cabeza 0.49 0.0022
Pieza media 0.21 0.20
Cola 0.18 0.29

r= coeficiente de correlacién, p= valor de p (significancia estadistica, p <0.05)

Para evaluar el desarrollo embrionario de los évulos fecundados de pacientes con

espermatozoides se reviso la base de datos del laboratorio de FIV de la clinica.

En la siguiente tabla 4, se observa que hay un mayor nimero de procedimientos

con ICSI (61.1%), dado que la mayoria de los pacientes tenia un bajo potencial

fertilizante se prefirié dicha técnica.

Tabla 4. Numero total de procedimientos por cada técnica de reproduccion

asistida, 1lU de semen conyugal de pareja, fecundacion in vitro (FIV) e inyeccién

intracitoplasmética de espermatozoides (ICSl), y la combinaciéon de FIV/ICSI; en

algunos procedimientos de alta complejidad se emplearon évulos de donante (OD).

TRA 1nu FIV | OD/FIV | ICSI | OD/ICSI | FIV/ICSI | Total
N° de 4 7 1 28 2 2 44
procedimientos
Porcentaje (%) | 11.1 | 13.8 3.6 61.1 5.5 5.5 100

En latabla 5 se observa el niumero de 6vulos por TRA de alta complejidad, a los cuales

se les evalud fecundacién contando 2 pronucleos (PN) en el dia 1. El desarrollo
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embrionario se evalud posteriormente: dia 2 (D2) cuando presentaban 4 células, en el
dia 3 (D3) embriones con 8 células, dia 5 (D5) blastocistos tempranos (BT) y cavitados

(BC) y en el dia 6 blastocistos expandidos (BE) y en eclosion (BEe).

Tabla 5. Namero total de 6vulos fecundados y con desarrollo embrionario, expresado

en porcentajes.

TRA N° total Fecundacién D2 D3 D5 D6
de 6vulos PN
en Ml
FIvV 79 66 3 7 4 0
(%) (100) (83.5) (3.7) | (8.8 (5.0)
OD/FIV 6 6 0 0 1 0
(%) (100) (100) (16.6)
ICSI 283 201 10 33 14 7
(%) (100) (71.0) (3.5) | (11.6) | (4.9 (2.4)
obD/Icsl 29 22 0 8 0 0
(%) (100) (75.8) (27.5)
FIV/ICSI 20 13 0 3 0 0
(%) (100) (65) (15)
TOTAL 417 308 13 51 19 7
(%) (100) (73.8) (3.1) | (12.2) | (4.5) (1.6)

Posteriormente a la obtencion de los resultados correspondientes a cada
procedimiento con 6vulos de pacientes y évulos de donantes respecto a la
fecundacion y desarrollo embrionario se realiz6 una correlacién entre el DFI
espermatico de semen en fecundacion y desarrollo embrionario. Como se observa
en la tabla 6, s6lo se encontrd correlacion significativa en el ICSly el dia 2 'y 3 del

desarrollo.

Tabla 6. indice de correlacion entre el DFI espermatico de semen y la fecundacion

en las TRA y desarrollo embrionario con ovulos de las pacientes.
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FIV ICSI
r p r p
Fecundacion 0.180 | 0.66 -0.13 0.47
D2y D3 0.064 |0.88 -0.377 | 0.04
D4y D5 0.331 |0.42 -0.337 | 0.84

En latabla 7 se muestran los resultados de pruebas de embarazo (betas) positivas
y negativas, con una tasa de embarazo del 27.2% en todos lo ciclos, predominando
en el ICSI (33.3%).

Tabla 7. Se presentan los datos del nimero de betas positivas, betas negativas y

no transferencia de embriones expresado en porcentajes.

TRA Betas Betas No Total por
positivas | negativas | transferidos procedimiento

[y 2 2 0 4
(%) (16.6) (6.4) (9.0
FIV 2 4 1 7
(%) (16.6) (12.8) (200) (15.9)
OD/FIV 0 1 0 1
(%) (3.2 (2.2)
ICSI 4 24 0 28
(%) (33.3) (77.4) (63.6)
ob/ICslI 2 0 0 2
(%) (16.6) (4.5)
FIV/ICSI 2 0 0 2
(%) (16.6) (4.5)
TOTAL 12 31 1 44
(%) (100) (100) (100) (100)
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IX. DISCUSION.

La calidad del esperma se evalGa rutinariamente midiendo la concentracion,
movilidad y morfologia (Organizacion Mundial de la Salud, 2010). Si bien el analisis
de semen convencional puede ser Gtil como evaluacion inicial del estado de
fertilidad de un paciente, cada vez hay mas evidencia de que tiene un valor limitado
en el diagnéstico de la infertilidad masculina o predecir el éxito de la reproduccién

asistida (Berlinguer y col, 2009).

Uno de los objetivos de este estudio fue analizar la posible relacion de parametros
seminales y el DFI espermatico, en los resultados se observa la correlacion entre
la movilidad no progresiva e inmovil y el DFI, lo que nos indica la posible presencia
de ADN fragmentado en este tipo de espermatozoide (Tabla 3). Se sabe que la
movilidad es de vital importancia para una fecundacién exitosa, disminuyendo la
capacidad funcional de los espermatozoides y las tasas de éxito de la TRA
(Remohi y col.,, 2012). También se observd una correlacion con los
espermatozoides anormales y alteraciones en la cabeza espermatica. Los informes
sobre la relacion entre la integridad del ADN y los pardmetros del semen han sido
variados, ya que en algunos estudios se observa que la fragmentacion del ADN no
causa directamente pérdida de la movilidad de los espermatozoides y ambos
deben ser considerados como parametros independientes para la evaluacion de la

calidad del espermatozoide (Mehdiy col., 2009).

Es importante sefialar que la mayoria de los hombres de nuestro estudio
permanecen la mayor parte del tiempo sentados debido a su ocupacion, lo que
aumenta la temperatura escrotal y ocasiona un mayor nimero de espermatozoides
inmaduros en el epididimo y eyaculado (Dada y colbs., 2003) ademas de una
fuente importante de especies reactivas de oxigeno (Gil-Guzman y colbs., 2001).

Cabe destacar que los pacientes acudieron por problemas de infertilidad y la
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mayoria presentan un potencial bajo fertilizante. Existen evidencias de que la
cromatina de los espermatozoides de varones fértiles, resiste mejor el dafio a
diferencia de la de varones infértiles con parametros de semen moderadamente

bajos (Partykaa y col., 2010).

También se observo que hay una correlacién positiva entre el ICSI y el dia del
desarrollo 2 y 3. Sin embargo, los estudios son controvertidos en cuanto a la
relacion que existe entre el DFI y la tasa de fertilidad en las TRA. Mientras que en
algunos estudios no observan relacion entre el DFI y la probabilidad de embarazo
(Yilmaz y col., 2010; Hee-Jun y col., 2011); en otros estudios han relacionado la
posible influencia de la integridad del ADN espermatico con alteraciones en las
tasas de fecundacién, gestacion y embarazo tanto en FIV e ICSI (Chun-Chia y col.,
2005; Avendafio y col., 2010).

Tanto en FIV como en ICSI para que se realice la transferencia de embriones, se
eligen s6lo embriones con el mejor aspecto, lo que probablemente disminuye el
riesgo de haber utilizado tanto espermatozoides con ADN fragmentado como
transferir embriones de mala calidad y esto puede reducir los efectos adversos de
los dafios del ADN espermatico y mejorar los resultados (Meseguer y col., 2011).

También se ha citado en la literatura que los dafios al ADN del espermatozoide
puede ser menos informativo en pacientes sometidos a ICSI ya que esta técnica
no pasa por todas las barreras de seleccién naturales tales como la unién a la zona
pellcida, reaccidén acrosomica y fusion de las membranas de los gametos, y por lo
tanto la fertilizacion con espermatozoides con ADN altamente fragmentado es
todavia mas posible (Avendafio y col.,2010 y Oehningery col., 2011). Por otro lado,
estos varones pueden ser fértiles y los ovocitos de las parejas pueden tener la
capacidad para reparar el dafio del ADN, incluso si el espermatozoide inyectado
es de mala calidad. Esto es apoyado por los hallazgos de Meseguer y col. (2011),

donde los ovocitos de mayor calidad de donantes compensan el impacto negativo
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de los dafios en el ADN del espermatozoide en el embrion.

El andlisis del semen informa sobre el potencial de fertilidad del varén, pero no
tiene valor predictivo absoluto de fertilidad, por lo tanto, evaluar el ADN
espermético y su relacion con los resultados de la TRA resulta de gran interés
médico, lo que permitira tener mas informacion para orientar al paciente sobre los
mejores procedimientos y resultados (Cruz y col., 2010). Hoy en dia evaluar la
integridad del ADN espermatico es de suma importancia debido a que alteraciones
en la molécula podrian llevar a problemas en la fertilizacioén y posterior desarrollo
embrionario (Morales y col., 2007).
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X. CONCLUSIONES.

Se determind en nuestro estudio el DFI de las muestras seminales de los pacientes
que consultaron por infertilidad en nuestra clinica, observandose que la mayoria
tenia un bajo potencial fertilizante en aquéllos que fueron sometidos a técnicas de

reproduccion asistida de alta complejidad.

También se observé una correlacion positiva entre el grado de fragmentacion de
ADN vy la movilidad progresiva e inmévil, y la anormalidad espermética,

especialmente en la cabeza.

El indice de fragmentacion de ADN espermatica se relacion6 en este estudio con
la fecundacion, el desarrollo embrionario y el embarazo en las técnicas de
reproduccion asistida de alta complejidad (FIV e ICSI). Aungque actualmente no se
encuentra el estudio del indice e fragmentaciéon de ADN espermatica dentro del
conjunto de pruebas clinicas de rutina que se ofrecen a los pacientes, el dafio del
ADN del espermatozoide ha demostrado ser una herramienta prometedora para
determinar el potencial fertilizante del paciente y aumentar las probabilidades de

éxito del tratamiento.
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