“Nl\JERS!DAD NACIONAL AUTONOMA p WEX] o

S

A e gy T
v N i)

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

Instituto Nacional de Perinatologia
ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES

“CORRELACI(’)N ENTRE EL iINDICE DE FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO Y PARAMETROS SEMINALES EN PACIENTES CON
INFERTILIDAD EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA”

TESIS
Que para obtener el Titulo de
ESPECIALISTA EN BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION HUMANA

PRESENTA
DR. GUILLERMO PEDRAZA RUBIO

DRA. PATRICIA AGUAYO GONZALEZ
Profesora Titular del Curso de Especializacién en Biologia de la

Reproduccion Humana

DRA. FELA VANESA MORALES HERNANDEZ

Asesora de Tesis

DR. ENRIQUE REYEZ MUNOZ

Asesor Metodoldgico

CIUDAD DE MEXICO 2023



Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina
FACULTAD DE MEDICINA

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina
Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Biologia de la Reproduccién Humana

AUTORIZACION DE TESIS:
"CORRELACION ENTRE EL INDICE DE FRAGMENTACION DEL ADN

ESPERMATICO Y PARAMETROS SEMINALES EN PACIENTES CON
INFERTILIDAD EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA™

s

DRA. VIRIDIANA GORBEA CHAVEZ
Directora de Educacion en Cencias de ia Salud
Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”

Protesora Thular ded Curso de Espleiakzacion en Biologia de la Reproduccion Humana
instiluto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”

DRA. FELA VANESA MORALES HERNANDEZ
Asasor de Tesis
Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes’

DR. ENRIQUEf MURNOZ
Asesor Me ico
nsiuto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”



Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina
Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Biologia de la Reproduccién Humana

RESUMEN

INTRODUCCION: La infertilidad es un problema que afecta a 180 millones de
personas a nivel mundial y representa el 8 al 12% de las parejas en edad
reproductiva. El factor masculino es uno de los principales factores contribuyentes
representando hasta el 50% de las parejas que presentan infertilidad o un 10 — 20%
como el unico factor asociado a infertilidad. La fragmentacion del ADN espermatico
es una herramienta novedosa y puede tener un potencial valor para evaluar la
fertilidad masculina

OBJETIVO: Correlacionar el indice de fragmentacién del ADN espermatico con
diferentes parametros seminales

METODOS: Se trata de un estudio transversal, retrospectivo, en donde se revisaron
los expedientes de todos los pacientes a los cuales se les realizé una prueba de
fragmentacion del ADN espermatico en el Instituto Nacional de Perinatologia.

El estudio se realizd6 de acuerdo con las recomendaciones de la declaracion de
STROBE.

RESULTADOS: Se recolectaron 125 pacientes, la edad promedio fue de 39.4, se
encontré un indice de fragmentacion del ADN espermatico promedio de 17.3, se
encontré una correlacion significativa bilateral con la edad (correlacion de 0.298, p
0.001), concentracion espermatica (correlacion de -0.282, p 0.001), movilidad total
(correlacion -0.560, p 0.000), movilidad progresiva (correlacion -0.526, p 0.000),
morfologia (correlacion -0.361, p 0.000), defecto de cabeza (correlacion 0.265, p
0.004), defecto de cola (correlacion 0.337, p 0.000), y leucocitos (correlaciéon 0.283,
p 0.002).

CONCLUSIONES: Se encontré una correlacion del indice de fragmentaciéon del
ADN espermatico con la edad, la concentracion espermatica, movilidad total,
movilidad progresiva, morfologia, defecto de cabeza y defecto de cola.
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ABSTRACT
INTRODUCTION: Infertility is a problem that affects 180 million people worldwide

and represents 8 to 12% of couples of reproductive age. The male factor is one of

the main contributing factors, representing up to 50% of couples with infertility or 10-
20% as the only factor associated with infertility. Sperm DNA fragmentation isa novel
tool and may have potential value in assessing male infertility.

OBJECTIVE: Correlate the sperm DNA fragmentation index with different semen
parameters.

METHODS: This is a cross-sectional, retrospective study, where the records of all
patients who underwent a sperm DNA fragmentation test at the National Institute of
Perinatology were reviewed. The study was performed in accordance with the
recomendations of the STROBE statement

RESULTS: 125 patients were collected, the average age was 39.4, an average
sperm DNA fragmentation index of 17.3 was found, a bilateral significant correlation
was found with age (correlation of 0.298, p 0.001), sperm concentration (correlation
of -0.282, p 0.001), total motility (correlation -0.560, p 0.000), progressive motility
(correlation -0.526, p 0.000), morphology (correlation -0.361, p 0.000), head defect
(correlation 0.265, p 0.004), tail defect (correlation 0.337, p 0.000) and leukocytes
(correlation 0.283, p 0.002).

CONCLUSIONS: A correlation of the sperm DNA fragmentation index with age,
sperm concentration, total motility, progressive motility, morphology, head defect

and tail defect was found.
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ANTECEDENTES.

La organizacion mundial de la salud define a la infertilidad como la incapacidad de
concebir un embarazo en al menos 12 meses de relaciones sexuales regulares y
sin proteccion (1), es un problema que afecta a 180 millones de personas a nivel
mundial y representa el 8 al 12% de las parejas en edad reproductiva (2), siendo en
SuU mayoria parejas que se encuentran en paises en vias de desarrollo, con una
prevalencia de hasta 1 en cada 4 parejas (3). Entre 1990 y 2017 su prevalencia ha
ido aumentando anualmente (1). En los paises desarrollados, la proporcién de
parejas que buscan atencién medica llega hasta un 56.1%. La infertilidad y su
tratamiento pueden tener un impacto social y psicoldégico importante, para muchas
parejas esta puede causar problemas en sus relaciones interpersonales, al igual
que ocasionar estrés y baja autoestima (4), al igual que los tratamientos de
reproduccion asistida pueden ser estresantes para el paciente ya que implican un
precio elevado tanto por el costo de los tratamientos como las horas de trabajo
perdidas (5). El lograr realizar un diagndéstico oportuno y un manejo apropiado puede

mitigar los factores adversos asociados con la infertilidad (1).

La infertilidad puede ser clasificada como primaria, o secundaria dependiendo si se
ha logrado o no un embarazo clinico (3). Dentro del estudio de las parejas infértiles
se ha documentado que el factor masculino es uno de los principales factores
contribuyentes representando hasta el 50% de las parejas que presentan infertilidad
o un 10 — 20% como el unico factor asociado a infertilidad (6)(7), su incidencia se
incrementa en paralelo con la disminucion de la calidad del semen, sin embargo, a
pesar de su frecuencia, no se le da la importancia necesaria a su evaluacion y

tratamiento (2).

La infertilidad masculina debe ser considerada como una alteracién del sistema
reproductivo, causado principalmente por factores que involucran deficiencias en el

semen, condiciones genéticas, defectos anatémicos, padecimientos enddcrinos o
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anormalidades inmunologicas (2). Esta puede ser ocasionada por diferentes
condiciones médicas, tales como hipogonadismo Hipogonadotrépico o criptorquidia,
entre otros factores; el objetivo de su evaluacién es identificar las condiciones que
pueden tener correccion, condiciones que no tienen correccidn y que necesitaran
apoyo de una técnica de reproduccion asistida o condiciones en las cuales el semen
del varon no es apropiado y requeriran utilizar una muestra de donante. Dentro de
la evaluacién inicial de un vardn con infertilidad se debe realizar una historia clinica
detallada en conjunto con una exploracion fisica completa y un analisis seminal (8).
A pesar de realizar esta evaluacion, la causa de infertilidad masculina puede

continuar sin una explicacion hasta en un 50% de los pacientes (2).

En 1992 se realiz6 el primer reporte de un embarazo exitoso utilizando la técnica de
inyeccion espermatica intracitoplasmatica, lo que abrié un camino para tratar a la
mayoria de los hombres con infertilidad, independientemente de su etiologia (6).
Con la llegada de esta técnica, es posible concebir un embarazo aun presentando
una mala calidad seminal debido a que la capacidad de penetracién del
espermatozoide se vuelve innecesaria, por lo que actualmente se ha dado un mayor
énfasis en la evaluacion de la calidad espermatica. Estos avances tecnoldgicos han
llevado a tener preocupaciones acerca de la calidad del genoma paterno (6). Una
de las limitaciones del analisis seminal es que no es capaz de detectar defectos
asociados con los aspectos funcionales del espermatozoide (1), por lo que ha sido
de gran interés buscar nuevos métodos para el diagnéstico de la infertilidad

masculina y calidad espermatica que puedan complementar a los analisis actuales

(2) (9).

La evaluacién seminal se determina por la espermatobioscopia, la cual depende del
observador y por ello puede depender del grado de experiencia del embridlogo es
por ello que se han encontrado otros tipos de evaluacién como la fragmentacion del
ADN espermatico; esta es una herramienta novedosa y puede tener un potencial
valor para evaluar la fertilidad masculina (10). El ADN espermatico juega un papel

importante en el desarrollo adecuado de un embrion y su integridad es uno de los
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determinantes que asegura lograr una fertilizacion, implantacion y embarazo de
manera adecuada (11). Este se ha identificado como un parametro confiable de la
calidad espermatica al igual que un marcador de la infertilidad masculina y puede
ayudar a proveer una evaluacién mas comprensiva sobre el estatus de fertilidad (1)
(12). La idea de que la medicion del ADN espermatico puede ser una prueba
potencialmente util ha sido planteada desde 1940 (9); en 1980 se introdujo el
concepto de la fragmentacion del ADN espermatico y su relacion con resultados
reproductivos en humanos, encontrando que los pacientes que acudian a clinicas
de infertilidad tenian una fragmentacion espermatica mayor a aquellos hombres con
fertilidad comprobada (2). Actualmente sabemos que el ADN espermatico es
diferente al encontrado en otras células somaticas, debido a que durante la
espermatogénesis las histonas son reemplazadas por protaminas, esto optimiza la
cabeza del esperma que ayuda a maximizar su eficiencia hidrodinamica, ademas

de brindar proteccién al efecto de agentes genotoxicos (9).

Uno de los mecanismos que mas se ha relacionado con dafio y alteraciones en la
integridad del ADN espermatico es el estrés oxidativo, este es ocasionado por un
desbalance entre las especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante y
se ha encontrado que niveles elevados de estrés oxidativo se encuentran presentes
en un 30 — 80% de los hombres infértiles (6). En técnicas de reproduccion asistida,
el detectar dafio en el ADN espermatico puede ayudar en la seleccion de espermas,
la eleccién de la técnica de reproduccion asistida y la prediccion de lograr un
embarazo (11). Un incremento en la fragmentacion del ADN espermatico ha
demostrado impactar de manera negativa la tasa de embarazo; los datos actuales
han encontrado que la posibilidad de lograr un embarazo, ya sea por concepcién
natural o inseminacion intrauterina, se reducen si la muestra seminal contiene una
alta fraccion de espermatozoides con dafio en su ADN, sin importar los parametros

del analisis seminal (10)(6).

Existe una gran variedad de pruebas que pueden ser utilizadas para valorar la

fragmentacion del ADN espermatico, dentro de ellas se pueden categorizar en
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aquellas pruebas que utilizan reacciones enzimaticas para marcar el dafio en el
ADN (ensayo TUNEL), aquellas que realizan una desnaturalizacion controlada del
ADN con deplecion de las proteinas intermediarias para encontrar dafio en el ADN
(ensayo COMETA, ensayo de dispersion de la cromatina, ensayo estructural de la
cromatina espermatica) y los ensayos que detectan un empaquetamiento anormal
en la cromatina utilizando tinciones fluorescentes. El mejor ensayo para cuantificar
la fragmentacién del ADN espermatico y sus puntos de corte 6ptimos aun no se
definen; cualquiera de estas pruebas puede proveer informacion relevante acerca

de la integridad del ADN espermatico (2).

Debido a la gran variacién de los ensayos para valorar la fragmentacion del ADN
espermatico, diferencias en los diversos estudios realizados y falta de
estandarizacion en las pruebas, las revisiones que se han realizado no han logrado
realizar conclusiones robustas acerca del impacto de estas pruebas que tienen
sobre la fertilidad (13). Dos de los métodos mas ampliamente utilizados, accesibles
y baratos para valorar el indice de fragmentacién del ADN espermatico son el
ensayo estructural de la cromatina espermatica y el ensayo de dispersion de la
cromatina espermatica (12). Dentro del Instituto Nacional de Perinatologia el ensayo
de dispersion de cromatina espermatica es la prueba utilizada para la valoracion de

la fragmentacion del ADN espermatico.

El ensayo de dispersion de cromatina espermatica lo propuso Fernandez y
colaboradores en su trabajo publicado en 2003, consta de una tecnologia facil de
operar, barata y precisa, en donde se utiliza un microscopio éptico para observar
los resultados. Este ensayo se basa en el principio de que la estructura de la
cromatina espermatica se vuelve mas relajada posterior a una desnaturalizacion
acida y esto hace que el anillo de ADN se adhiera a la estructura del nucleo residual
y asi formar el halo caracteristico de la prueba. Un esperma con alteracion en la
integridad del ADN no producira el halo caracteristico (14). Este tipo de estudio es
observador dependiente (a diferencia del ensayo estructural de la cromatina

espermatica) en donde valorar la dispersién involucra analizar al menos 500 células
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en representacion de la integridad del ADN en toda la muestra, por lo que es critico
utilizar puntos de corte especificos en la poblacion del centro de fertilidad en para

poder maximizar el potencial de esta prueba (15)

Debido a la falta de estandarizacion entre las pruebas disponibles y la incapacidad
de estudios pequenos en predecir de una manera adecuada resultados
reproductivos, las guias de practica clinica han sido precavidas en recomendar esta
prueba (10). Actualmente solo 3 guias (de la sociedad de medicina traslacional,
EHSRE y AUA) realizan recomendaciones para realizar esta prueba son infertilidad
no explicada, pérdida gestacional recurrente, hombres con factores de riesgo y falla
no explicada a tratamientos de reproduccién asistida. Para predecir el éxito de
resultados con diferentes técnicas de reproduccion asistida se han utilizado
diferentes puntos de corte; utilizando el ensayo de dispersion de cromatina se utiliza
un punto de corte de 20% para inseminacion intrauterina y un punto de corte de 25%

para fertilizacion in vitro (2).

En algunos estudios también se ha encontrado una asociacion del indice de
fragmentaciéon del ADN espermatico con alteraciones en parametros del
seminograma, encontrando una relacion inversa con la movilidad y concentracion
espermatica. Los niveles incrementados del indice de fragmentacion del ADN
espermatico se correlacionan con una disminucion en la movilidad y concentracion
espermatica, sin embargo, a pesar de que el realizar este tipo de pruebas tienen un
valor informativo, puede que no cambien la decision clinica. Por lo que el objetivo
de este estudio es valorar la correlacion del indice de fragmentacion del ADN
espermatico, utilizando en ensayo de dispersion de cromatina espermatica, con

diferentes parametros seminales en el Instituto Nacional de Perinatologia.
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JUSTIFICACION.

La infertilidad es un problema que afecta a 180 millones de personas a nivel mundial
y representa el 8 al 12% de las parejas en edad reproductiva. Entre 1990 y 2017 su
prevalencia ha ido aumentando anualmente. En el Instituto Nacional de
Perinatologia entre los afios 2017 a 2021 se atendieron a un total de 28,195
pacientes en la consulta de infertilidad, lo que representa el 4.7% del total de
consultas brindadas en este nosocomio. La infertilidad puede tener un impacto
social y psicologico importante, para muchas parejas puede causar problemas en
sus relaciones interpersonales, ocasionar estrés y baja autoestima. El lograr un
diagndstico oportuno y un manejo apropiado puede mitigar los factores adversos

asociados con la infertilidad.

El factor masculino es uno de los principales factores contribuyentes representando
hasta el 50% de las parejas que presentan infertilidad o un 10 — 20% como el unico
factor asociado a infertilidad, su incidencia se incrementa en paralelo con la
disminucién de la calidad del semen, sin embargo, a pesar de su frecuencia, no se
le da la importancia necesaria a su evaluacion y tratamiento. Dentro de la evaluacién
inicial de un varén con infertilidad se debe realizar una historia clinica detallada en
conjunto con una exploracion fisica completa y un analisis seminal. A pesar de
realizar esta evaluacién, la causa de infertilidad masculina puede continuar sin una

explicacion hasta en un 50% de los pacientes.

La fragmentacion del ADN espermatico es una herramienta novedosa y puede tener
un potencial valor para evaluar la fertilidad masculina. El ADN espermatico juega un
papel importante en el desarrollo adecuado de un embrién y su integridad es uno
de los determinantes que asegura lograr una fertilizacion, implantacion y embarazo
de manera adecuada. Este se ha identificado como un parametro confiable de la
calidad espermatica al igual que un marcador de la infertilidad masculina y puede

ayudar a proveer una evaluacion mas comprensiva sobre el estatus de fertilidad.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION.

¢ Cual es la correlacién entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico y

parametros seminales en pacientes con infertilidad en el Instituto Nacional de
Perinatologia?
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HIPOTESIS.

Se encontraran mayores alteraciones en los parametros seminales a mayor indice

de fragmentacion del ADN espermatico.



Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Medicina
Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Biologia de la Reproduccién Humana

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

e Correlacionar el indice de fragmentacion del ADN espermatico con diferentes
parametros seminales

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Correlacionar el indice de fragmentacion del ADN espermatico con la
concentracion espermatica

e Correlacionar el indice de fragmentacion del ADN espermatico con la
movilidad progresiva espermatica

e Correlacionar el indice de fragmentacion del ADN espermatico con la
morfologia espermatica
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SUJETOS Y METODOS.

DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio transversal, retrospectivo, en donde se revisaron los
expedientes de todos los pacientes a los cuales se les realizé una prueba de
fragmentacion del ADN espermatico en el Instituto Nacional de Perinatologia desde
octubre del 2016 hasta febrero del 2022.

El estudio se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones de la declaracion de
STROBE.

LUGAR DE REALIZACION

Departamento de Infertilidad del Instituto Nacional de Perinatologia

UNIVERSO DE ESTUDIO
Todo hombre al cual se le realizo una prueba de fragmentacion del ADN

espermatica en el Instituto Nacional de Perinatologia.

CRITERIOS DE SELECCION
INCLUSION

e Hombres a los cuales se les haya realizado una prueba de fragmentacion del
ADN espermatico

e Hombres que hayan recibido atencion en el Instituto Nacional de
Perinatologia

EXCLUSION

e No contar con los datos o resultados en el expediente electronico
e Estudios del mismo paciente diferentes al primer seminograma realizado

ELIMINACION

e Estudios que se hayan realizado fuera del Instituto Nacional de Perinatologia

10
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TABLA 1. VARIABLES EN EL ESTUDIO

Variable

Definicion

operacional

Valores posibles

Unidades

Tipo de

variable

EDAD

ARos
cumplidos por

el paciente

10 -95

ARnos

Continua

INDICE DE
MASA
CORPORAL

Asociacion
entre el peso y
la talla de un

individuo

10 - 55

Kg/m2

Continua

INFERTILIDAD

Incapacidad
de concebir un
embarazo
después de 12
meses de
relaciones
sexuales
regulares sin

proteccién

0 = primaria

1 = secundaria

Dicotdémica

INDICE DE
FRAGMENTAC
ON DEL ADN
ESPERMATICO

Integridad del
material
genético de
una muestra
de semen,
analizando las
roturas o
lesiones en las
cadenas del
ADN de los

0-100

%

Continua
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espermatozoid

es
Dias
transcurridos
DIAS DE entre la Gltima
ABSTINCENCI | eyaculaciony 0-10 Dias Nominal
A la toma de
muestra
seminal
Volumen total
VOLUMEN de la muestra
; 0-10 ml Continua
ESPERMATICO seminal
entregada
Elasticidad o
VISCOSIDAD filancia del
L 0-5 Cruces Nominal
ESPERMATICA | semen medido
con una pipeta
Coeficiente
que indica el
grado de
PH
; acidez o 0-10 - Continua
ESPERMATICO
basicidad de la
muestra
espermatica
Cantidad de
CONCENTRACI | espermatozoid
ON es en una Millones/ ml Continua
L 0-500
ESPERMATICA muestra
seminal
MOVILIDAD Porcentaje de
TOTAL espermatozoid 0-100 % Continua

ESPERMATICA

es moviles en
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una muestra

seminal

Porcentaje de
espermatozoid
MOVILIDAD es con
PROGRESIVA movilidad 0-100 % Continua
ESPERMATICA | progresiva en
una muestra

seminal

Porcentaje de
espermatozoid

es con tamafo

MORFOLOGIA
i y forma normal 0-100 % Continua
ESPERMATICA
en una
muestra
seminal

Porcentaje de

espermatozoid

DEFECTO DE es con
CABEZA alteraciones

en la forma de

0-100 % Continua

la cabeza

Porcentaje de
espermatozoid
DEFECTO DE es con
PIEZA MEDIA alteraciones

en la forma de

0-100 % Continua

la pieza media

Porcentaje de
DEFECTO DE | espermatozoid
COLA es con

alteraciones

0-100 % Continua
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en la forma de
la cola
Porcentaje de
espermatozoid
VITALIDAD
. es vivos en la 0-100 % Continua
ESPERMATICA
muestra
seminal
Cantidad de
CELULAS
células
INMADURAS ,
EN MUESTRA inmaduras en 0-10 Células por | Continua
campo
la muestra P
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
LEUCOCITOS
leucocitos en i
EN MUESTRA 0-10 Células por | Continua
la muestra campo
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
ERITROCITOS
eritrocitos en ,
EN MUESTRA 0-10 Células por | Continua
la muestra campo
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
CELULAS
células
EPITELIALES ,
EN MUESTRA epiteliales en 0-10 Células por | Continua
campo
la muestra P
SEMINAL _
seminal
Hormona
secretada por
las células
PROLACTINA 0-1000 /mi Continua
lactotropas de pgim
la hipofisis
anterior
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HORMONA
FOLICULO
ESTIMULANTE

Hormona
hipofisaria
regulada por
factores
hipotalamicos
la cual ayuda a
regular la
funcion
gonadal
masculina 'y
femenina, asi
como la
sintesis de
hormonas

sexuales

0-100

ul/L

Continua

HORMONA
LUTEINIZANTE

Hormona
hipofisaria
regulada por
factores
hipotaldamicos
la cual ayuda a
regular la
funcion
gonadal
masculina 'y
femenina, asi
como la
sintesis de
hormonas

sexuales

0-100

ul/L

Continua

TIROTROPINA

Hormona
adenohipofisar

ia que

0-100

muUl/ml

Continua
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aumenta la
secrecion de
triyodotironina
y tiroxina por

la glandula

tiroidea

GLUCOSA

Monosacarido
mas
importante en
el metabolismo
humano, util
en funciones
de reservay
obtencion de

energia

0-400

mg/dl

Continua

INSULINA

hormona
liberada por
las células
beta
pancreaticas
en respuesta a
niveles
elevados de
glucosa en
sangre,
controlando
funciones
energéticas
criticas como
el metabolismo
de la glucosa y
lipidos

0-100

mcUl/ml

Continua
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modelo de
evaluacion
homeostatica
calculado por
insulina
(mcUl/ml) por
glucosa
HOMA-IR (mg/dl) entre 0-20 - Continua
405
considerando
un valor igual
o0 mayor a 2.5
como
resistencia a la

insulina

Estructura
molecular
presente en
las células de
animales

vertebrados y
COLESTEROL

es 0-1000 Continua
TOTAL mg/d|

componente
esencial de las

membranas
plasmaticas y

precursor de

lipoproteinas

Lipido

constituido por
TRIGLICERIDO

s una molécula 0-1000 mg/dl Continua

de glicerol

esterificada
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con 3 acidos

grasos

Estructuras
esféricas
subcelulares

desarrolladas
LIPOPROTEIN
para el

AS DE ALTA 0-1000 mg/dl Continua

transporte de
DENSIDAD .
lipidos

insolubles en
el torrente

sanguineo

Estructuras
esféricas
subcelulares

desarrolladas
LIPOPROTEIN
para el

AS DE BAJA 0 - 1000 mg/dl Continua

transporte de
DENSIDAD .
lipidos

insolubles en

el torrente

sanguineo

TIPO DE MUESTREO

No probabilistico por conveniencia.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

El calculo muestral se determind en base a la féormula para diferencia de
proporciones, considerando una diferencia de al menos el 10% en la movilidad
progresiva en varones con indice de fragmentacion espermatica mayor versus
menor de 20, con un alfa de 0.05 y beta de 0.80, considerando una movilidad
progresiva del 50% en el grupo de fragmentacién espermatica mayor de 20, se
requieren 35 pacientes por grupo.
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Procesamiento de muestra seminal

Las muestras seminales fueron recolectadas en vaso recolector de boca ancha de
polipropileno estériles, por método de masturbacion, después de 2 a 7 dias de
abstinencia, la licuefaccion se consiguié en bafio maria a una temperatura de 37°C
después 15 a 60 minutos, los parametros seminales se evaluaron de acuerdo a las
guias de la organizaciéon mundial de la salud, la concentracién se evalua utilizando
un microscopio optico de contraste de fases con una magnificacion de 40x o 20x
por camara de NeuBauer, la movilidad se evalua en fresco siguiendo los parametros
de la OMS por movilidad progresiva y no progresiva, la morfologia se evalua con un
portaobjeto preteiido con base de acetato de violeta de cresilo y nuevo azul de

metileno.

El indice de fragmentacion del ADN espermatico se evalué utilizando la prueba de
dispersion de la cromatina espermatica utilizando el equipo Halosperm y siguiendo
el procedimiento, el semen se diluyo en medio de cultivo para obtener una
concentracion maxima de 20 millones de espermas por mililitro, se utilizé agarosa y
se convirti6 a estado liquido colocando en agua a 95 — 100°C por 5 minutos,
posterior la temperatura se equilibré a 37°C por 5 minutos. Se prepararon 50 mcL
de muestra espermatica y se le agregd la agarosa y se mezcld. Se deposito la
mezcla en una laminilla y se cubre con un portaobjetos sobre una superficie a 4°C
por 5 minutos, después se retira el portaobjetos se sumergio la laminilla en solucion
acida desnaturalizante por 7 minutos y después se coloco en una solucion lisis por
25 minutos. Se trata la muestra con agua destilada por 4 minutos y después se fija
con solucién primero de etanol al 70% por dos minutos y después etanol al 100%
por dos minutos. Una vez que se seco la muestra se tino con el reagente Diff-Quick.
La visualizacion se realizé utilizando un microscopio con objetivos a 20x y 40x, se
contabilizaron 500 espermatozoides identificando aquellos con fragmentacion del
ADN espermatico de acuerdo con las instrucciones del manual y se calculé el indice
de fragmentacion del ADN espermatico dividiendo el numero de espermatozoides
con fragmentacién del ADN espermatico entre el numero total de espermatozoides

y multiplicandolo por 100.
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El analisis de las muestras bioquimicas fue realizado en el laboratorio central de

perinatologia y los resultados obtenidos fueron extraidos en el expediente
electronico.

Se utilizo el programa Statistical Package for the Social Scienses (SPSS) para
realizar el analisis estadistico.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizo estadistica descriptiva para los parametros generales del estudio y brindar
las principales propiedades de los datos observados incluyendo edad, indice de

masa corporal, tipo de infertilidad, entre otros.

Se realizé un andlisis bivariado para encontrar la relacion entre el indice de
fragmentacion del ADN espermatico y su relacion con los diferentes parametros
seminales y parametros bioquimicos, utilizando la correlacién de Pearson para las

variables paramétricas y Spearman para las variables no paramétricas.

Se dividieron a los pacientes en 2 grupos, el primer grupo compuesto de pacientes
con un indice de fragmentacion del ADN espermatico menor a 20 y el segundo grupo
igual o mayor a 20, se realizo una prueba T de Student para diferencia de medias
y prueba de Chi cuadrada para diferencias de proporciones entre ambos grupos, se

considero significativo una p menor de 0.05.
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ETICA.

Se trata de una Investigacién sin riesgo en donde las maniobras diagndsticas que
se utilizaron se consideran de un tipo menor, asi que estas no transgreden las
normas de la conferencia de Helsinki en su revision del 2013; al igual no se
encuentra conflicto ético, de acuerdo con la NOM-012-SSA3-2012 ya que se
considera como un de riesgo minimo.

Todos los datos obtenidos seran totalmente anonimos preservando la integridad y
conservando la confidencialidad de todos los pacientes sujetos al estudio.

La informacion personal y médica obtenida en el estudio es de caracter confidencial
y sera utilizada unicamente por el equipo de investigacion de este proyecto para
analizar y complementar los resultados obtenidos y no estara disponible para ningun
otro propdésito.
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RESULTADOS.

Durante el periodo de estudio se recolectaron 125 pacientes, la edad de los
pacientes oscilaba entre 24 y 69 anos, con una media de 39.4, el indice de masa
corporal de los pacientes se encontraba entre 20 y 40 con una media de 27.8.

Dentro de los parametros seminales obtenidos se encontré una media del indice de
fragmentacion espermatica de 17.3, con 3.8 dias de abstinencia, un volumen de 2.3
mililitros, pH de 6.4, concentracion espermatica de 60.7 millones por mililitro,
movilidad total de 57.9%, movilidad progresiva del 50.2% morfologia del 1.3%;
dentro de la morfologia se encontré una media de defectos de cabeza del 96%,
pieza media del 68.1% y cola del 26.9%

Dentro de los parametros bioquimicos se encontré una media de prolactina de 8.6
ng/ml, tirotropina 2.2 mUl/ml, FSH 4.6 UI/L, LH 2.9 UI/L, glucosa 94 mg/dl, insulina
12 mcUl/ml, HOMA-IR 2.8, colesterol total 188 mg/dl, triglicéridos 169 mg/dI,
lipoproteinas de alta densidad 41 mg/dl, lipoproteinas de baja densidad 113 mg/dI.

TABLA 2. VARIABLES DEL ESTUDIO

VARIABLES MEDIA DESVIACION
ESTANDAR
SOCIODEMOGRAFICAS
EDAD 394 8.2
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) 27.8 3.4
SEMINOGRAMA
INDICE DE FRAGMENTACION 17.3 12.7
ESPERMATICA (%)
DIAS DE ABSTINENCIA 3.8 0.9
VOLUMEN (ml) 2.3 1.2
VISCOSIDAD (cruces) 0.8 1.2
PH 6.4 3.0
CONCENTRACION (millones/ml) 60.7 41.3
MOVILIDAD TOTAL (%) 57.9 17.8
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) 50.2 19.6
MORFOLOGIA (%) 1.3 1.1
DEFECTO CABEZA (%) 96 3.5
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 68.1 21.5
DEFECTO COLA (%) 26.9 15.8
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VITALIDAD (%) 46.2 26.1

LEUCOCITOS (células/campo) 2.0 1.3
ERITROCITOS (células/campo) 27 3.1
CELULAS INMADURAS (células/campo) 1.8 1.2
CELULAS EPITELIALES (células/campo) 04 0.5
BIOQUIMICAS

PROLACTINA (pg/ml) 8.6 3.6
TIROTROPINA (mUl/ml) 2.2 1.1
FSH (UI/) 4.6 3.0
LH (UIn) 2.9 1.1
GLUCOSA (mg/dI) 94 9.8
INSULINA (mcUl/ml) 12.0 9.5
HOMA 2.8 2.5
COLESTEROL TOTAL (mg/dl) 188.3 38.7
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 169.7 85.8
HDL (mg/dl) 41.3 10.3
LDL (mg/dl) 113.8 28.4

Se realizo una correlacion de Pearson para relacionar el indice de fragmentacion
espermatica con las diferentes variables del estudio encontrando una correlacion
significativa bilateral con la edad (correlacion de 0.298, p 0.001), concentracion
espermatica (correlacion de -0.282, p 0.001), movilidad total (correlacion -0.560, p
0.000), movilidad progresiva (correlacién -0.526, p 0.000), morfologia (correlacién -
0.361, p 0.000), defecto de cabeza (correlacion 0.265, p 0.004), defecto de cola
(correlacion 0.337, p 0.000), y leucocitos (correlaciéon 0.283, p 0.002).

De igual manera, se realiz6 una correlacion de Spearman encontrando significancia
bilateral con edad (correlacion 0.269, p 0.002), concentraciéon espermatica
(correlacion -0.400, p 0.000), movilidad total (correlacion -0.441, p 0.000), movilidad
progresiva (correlacion -0.427, p 0.000), morfologia (correlacion -0.349, p 0.000),
defecto de cabeza (correlacion 0.229, p 0.012) y defecto de cola (correlacion 0.319,
p 0.001).
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ESPERMATICA

VARIABLES r* p
SOCIODEMOGRAFICAS
EDAD ** 0.298 0.001
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) 0.001 0.995
SEMINOGRAMA
DIAS DE ABSTINENCIA 0.016 0.861
VOLUMEN (ml) -0.128 0.154
VISCOSIDAD (cruces) -0.109 0.241
PH 0.052 0.575
CONCENTRACION (millones/ml) ** -0.282 0.001
MOVILIDAD TOTAL (%) ** -0.560 0.000
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) ** -0.526 0.000
MORFOLOGIA (%) ** -0.361 0.000
DEFECTO CABEZA (%) ** 0.265 0.004
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 0.101 0.303
DEFECTO COLA (%) ** 0.337 0.000
VITALIDAD (%) -0.228 0.296
LEUCOCITOS (células/campo) ** 0.283 0.002
ERITROCITOS (células/campo) 0.160 0.081
CELULAS INMADURAS (células/campo) 0.072 0.436
CELULAS EPITELIALES (células/campo) -0.019 0.840
BIOQUIMICAS
PROLACTINA (pg/ml) -0.058 0.575
TIROTROPINA (mUI/ml) 0.055 0.593
FSH (UI/) 0.086 0.403
LH (UIn) -0.047 0.649
GLUCOSA (mg/dl) 0.015 0.880
INSULINA (mcUl/ml) -0.030 0.768
HOMA -0.036 0.725
COLESTEROL TOTAL (mg/dl) -0.122 0.228
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 0.036 0.726
HDL (mg/dl) -0.019 0.851
LDL (mg/dl) -0.134 0.186

*Correlacion de Pearson o Spearman de acuerdo a la distribucién de cada variable.
** p estadisticamente significativa
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Se dividieron en 2 grupos a los pacientes dependiendo si el indice de fragmentacion

espermatica era menor a 20 (88 pacientes) o igual o mayor a 20 (37 pacientes), se

encontrdé que el los pacientes con un indice de fragmentacién espermatica menor a

20 presentaron una edad promedio de 43.3 afnos, movilidad espermatica total de

62.8, movilidad progresiva de 52.8 y morfologia de 1.4, con defecto de cabeza en

un 95.6, mientras que los pacientes con una fragmentacion espermatica igual o

mayor a 20 presentaron una edad promedio de 43.3 afos, movilidad espermatica

total de 46.2, movilidad progresiva de 39.2 y morfologia de 0.9 con defecto de

cabeza en un 97.1, la concentracion espermatica era mayor en el grupo 1 en

comparacién con el grupo dos (64.5 vs 51.7). =

TABLA 4. CARACTERISTICAS DEL SEMINOGRAMA Y BIOQUIMICAS DE
GRUPOS CON INDICE DE FRAGMENTACION ESPERMATICA MAYOR Y

MENOR DE 20
VARIABLES [ IFE <20 | IFE > 20 p

SOCIODEMOGRAFICAS

EDAD * 37.8 (+/- 6.97) 43.3 (+/-9.7) 0.003
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) | 27 9 (+/- 3.47) 27.6 (+/- 3.45) 0.698
SEMINOGRAMA

DIAS DE ABSTINENCIA 3.9 (+/- 1.01) 3.7 (+/- 0.78) 0.170
VOLUMEN (ml) 2.4 (+/- 1.15) 2.0 (+/- 1.34) 0.225
VISCOSIDAD (cruces) 0.9 (+/- 1.26) 0.7 (+/-1.21) 0.364
PH 6.2 (+/- 3.15) 6.7 (+/- 2.57) 0.375
CONCENTRACION (millones/ml) 64.5 (+/- 35.96) 51.7 (+/- 51.42) 0.172
MOVILIDAD TOTAL (%) * 62.8 (+/- 11.97) 46.2 (+/- 23.41) 0.000
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) * 54.8 (+/- 15.44) 39.2 (+/- 24.06) 0.001
MORFOLOGIA (%) * 1.4 (+/- 1.07) 0.9 (+/- 1.10) 0.018
DEFECTO CABEZA (%) * 95.6 (+/- 3.84) 97.1 (+/- 2.43) 0.016
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 68.7 (+/- 18.77) 66.4 (+/- 28.48) 0.693
DEFECTO COLA (%) 26.3 (+/- 16.02) 28.7 (+/- 18.19) 0.545
VITALIDAD (células/campo) 55.8 (+/- 20.03) 41.1 (+/- 28.12) 0.163
LEUCOCITOS (células(/campo) 1.9 (+/- 1.12) 2.2 (+/- 1.78) 0.331
ERITROCITOS (células/campo) 27 (+/_ 3_33) 2.6 (+/_ 2_86) 0.942
CELULAS INMADURAS (células/campo) | 1.86 (+/_ 1_12) 1.91 (+/_ 1_40) 0.875

BIOQUIMICAS
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PROLACTINA (pg/ml)

8.5 (+-3.71) 8.8 (+/- 3.69) 0.780
TIROTROPINA (mUl/mi) 2.2 (+-1.19) 2.2 (+/- 0.96) 0.741
FSH (Ul 4.4 (+/- 2.85) 5.0 (+/- 3.42) 0.378
LH (UI) 2.9 (+/- 1.14) 2.8 (+/- 1.24) 0.740
GLUCOSA (mg/d) 94.1 (+/-10.72) 94 1 (+/- 7.84) 0.995
INSULINA (mcUlimi) 11.7 (+- 8.72) 12.7 (+/- 11.24) 0.645
HOMA 2.8 (+/- 2.50) 3.0 (+/- 2.80) 0.753
COLESTEROL TOTAL (mg/di) 189.7 (+/- 34.51) | 185.3 (+/- 47.35) 0.643
TRIGLICERIDOS (mg/d) 163.3 (+/- 78.08) | 183.74 (+/- 100.94) | 0.323
HDL (mg/di) 415 (+/- 10.35) 40.8 (+/- 10.57) 0.759
LDL (mg/di) 116.6 (+/- 26.47) | 107.8 (+/- 32.05) 0.192

* p estadisticamente significativa

En cuanto a la técnica de reproduccion asistida propuesta para la paciente, la

fertilizacion in vitro se utilizé en 55 pacientes (44%) e inseminacién intrauterina en 5

pacientes (4%), mientras que 65 pacientes (52%) no recibieron ningun tratamiento

de reproduccién asistida. Dentro de los 65 pacientes que no recibieron ningun

tratamiento de reproduccién asistida las diferentes causas de esto incluyeron que

los pacientes aun se encontraban en estudio al momento de la valoracion, la pareja

se encontraba en estudio de infertilidad, se informd a la paciente el prondstico

reproductivo y decidieron utilizar muestra de donante, se encontraban en espera de

realizar una técnica de reproduccion asistida, lograron un embarazo espontaneo

previo a realizar alguna técnica de reproduccion asistida o perdieron seguimiento

dentro del Instituto Nacional de Perinatologia.
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TECNICA DE REPRODUCCION ASISTIDA

IFE < 20 IFE > 20 TOTAL
NO 43 22 65

(34.4 %) (17.6 %) (52 %)
v 3 2 5

(2.4 %) (1.6 %) (4 %)
FIV 42 13 55

(33.6 %) (10.4 %) (44 %)
TOTAL 88 37 125

(70.4 %) (29.6 %)

Dentro del estudio se lograron un total de 27 embarazos clinicos (21.6%), de estos,

14 (11.2%) fueron embarazos espontdneos en pacientes a las cuales no se les

sometié a ninguna técnica de reproduccion asistida, mientras que 13 (10.4%) fueron

logrados por fertilizacién in vitro, no se logré ningun embarazo con inseminacién

intrauterina.

TABLA 5. EMBARAZO CLINICO POR INDICE DE FRAGMENTACION

ESPERMATICA
EMBARAZO CLINICO
IFE < 20 IFE > 20 TOTAL
NO 66 32 98
(52.8 %) (25.6 %) (78.4 %)
ESPONTANEO 10 4 14
(8 %) (3.2 %) (11.2 %)
1] 0 0 0
(0 %) (0 %) (0 %)
FIV 12 1 13
(9.6 %) (0.8 %) (10.4 %)
TOTAL 88 37 125
(70.4 %) (29.6 %)

28




Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Medicina
Tesis para obtener el Diploma de la Especialidad en Biologia de la Reproduccién Humana

DISCUSION.

El presente estudio tuvo por objetivo correlacionar el indice de fragmentacion
espermatica con diferentes parametros seminales, revisando todos los
seminogramas a los cuales se les habia calculado el indice de fragmentacién
espermatica utilizando el ensayo de dispersion de la cromatina en el Instituto
Nacional de Perinatologia. De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontrd
que el indice de fragmentacién espermatica tiene una correlacion con la
concentracion espermatica, movilidad total, movilidad progresiva, morfologia,

defecto de cabeza y defecto de cola.

En nuestro trabajo se recolectaron un total de 125 pacientes, de los cuales la edad
promedio fue de 39.4 afios y se encontré una correlacion de Pearson positiva
(0.298, p 0.001). Esta relacién es concordante con el meta analisis publicado por
Gonzalez et al en el 2022 (16); en 17 de 19 articulos revisados la edad paterna
avanzada se asoci6 con un incremento significativo del indice de fragmentacion del
ADN espermatico y de estos articulos, aquellos que utilizaban el ensayo estructural
de la cromatina espermatica y el ensayo de dispersion de cromatina como método
de medicién mostraban de una manera mas confiable esta asociacion. En los dos
estudios donde no se encontrd una asociacion con edad se utilizé el ensayo TUNEL

para la valoracion del indice de fragmentacion del ADN espermatico.

Dentro del estudio no logramos observar una asociaciéon entre el indice de
fragmentacion del ADN espermatico y el indice de masa corporal de los pacientes,
la informacién acerca de esta asociacion es limitada, a pesar de que la etiologia de
la fragmentacion del ADN espermatico aun no es del todo clara se cree que puede
ser debido a defectos en la espermatogénesis ocasionados, entre otras cosas, por
estrés oxidativo; la obesidad es un factor de riesgo el cual puede incrementar el
estrés oxidativo y llevar a dafio en el ADN. Tam Le et al (17) encontraron una

relacion significativa entre el indice de masa corporal y la fragmentacion del ADN
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espermatico, teniendo una mayor fragmentacion utilizando como punto de corte un
indice de masa corporal mayor a 23. Sin embargo, Sepidarkish et al (18) publicaron
un meta analisis en donde se incluyeron 14 estudios en donde no lograron encontrar
evidencia fuerte del efecto negativo del indice de masa corporal sobre la
fragmentacion del ADN espermatico, las mayores razones por las que no lograron

encontrar esta asociacion es por la gran heterogeneidad de los estudios incluidos.

Donde se encontr6 una correlacion estadisticamente significativa fue en la
concentracion espermatica, movilidad total, movilidad progresiva, esto concuerda
con lo encontrado por Boushaba et al (19) utilizando el método de dispersion de
cromatina en 26 hombres infértiles en Algeria, sin embargo, estos resultados son
controvertidos como lo demuestra el trabajo de Khalili et al (20) en donde, a pesar
de encontrar esta correlacion en pacientes fértiles e infértiles. no logra demostrar
esta correlacion. De la misma manera, existen resultados controversiales
morfologia, la razén por la cual puede existir una asociacion es debido a que una
falla en la estructura del espermatozoide puede provocar un aumento de la
fragmentacion por una incapacidad para lograr reparar los dafios en las cadenas de
ADN durante los estadios tempranos en la espermatogénesis. Boushaba no logra
encontrar asociacion de la fragmentacion con la morfologia, pero otros estudios,
como el publicado por Jakubik-Uljasz et al (21) en donde utilizando un punto de
corte del indice de fragmentacion del ADN espermatico de 18% y utilizando el
método de dispersion de cromatina espermatica es util para predecir una morfologia
normal y anormal, dentro de su analisis se encuentra una relacion con defecto de
cabeza, pieza media y cola. Dentro de nuestro estudio no logramos identificar una

correlacion estadisticamente significativa con un defecto de pieza media.

Dentro de nuestro estudio se intentd buscar una asociacién de la fragmentacion del
ADN espermatico con diferentes parametros bioquimicos, incluyendo perfil
hormonal, glucosa e insulina y perfil lipidico, esto con base en que los pacientes con
obesidad pueden presentar una disminucion de la fertilidad, y los pacientes con

obesidad pueden tener alteraciones metabdlicas tales como cambios en el perfil de
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resistencia a la insulina o cambios en el perfil hormonal, sin embargo, no
encontrar alguna relacion significativa en ninguna de estas variables. Existen varios
estudios buscando alguna asociacion independiente con diferentes marcadores,
uno de ellos es el estudio de Jin-Chun Lu et al (22) incluyendo a 1010 hombres con
subfertilidad en china, en donde a pesar de encontrar correlacién con varias
variables utilizando el analisis de correlacidon de Spearman, cuando se utilizdé un
analisis de regresion multivariable ninguna de estas variables mostro una
correlacion independiente. Esto puede ser debido a que se necesitan estudios mas

grandes y con adecuada metodologia para lograr encontrar esta relacion.

Existen diferentes razones por las cuales es dificil lograr resultados consistentes en
cuanto al uso del indice de fragmentacion del ADN espermatico con diferentes
variables, una de ellas es la gran variedad de pruebas que existen para la medicidn
del indice de fragmentacioén; en el Instituto Nacional de Perinatologia utilizamos la
prueba de dispersidon de la cromatina como el método de eleccion para la medicion
del indice de fragmentacion del ADN espermatico, sin embargo, Esteves et al (23)
nos muestra la dificultad de encontrar un estandar de oro para esta prueba, muchos
de los métodos actualmente disponibles valoran diferentes aspectos del ADN, y lo
improbable que sera que esto exista en un futuro cercano debido a la gran
heterogeneidad de los espermatozoides producidos cada 70 — 80 dias. Otro
problema encontrado en esta prueba son los diferentes puntos de corte que han
sido utilizados, dependientes de la prueba utilizada y su correlacién con diferentes
variables, tales como parametros seminales o la técnica de reproduccion asistida
que se propone a los pacientes (inseminacion intrauterina o fertilizacion in vitro),
dentro de nuestro estudio utilizamos un punto de corte de 20% para tratar de
discriminar a los pacientes con una correlacidon con parametros seminales. Esto
concuerda con lo encontrado por Esteves et al (2), con puntos de corte que van
desde el 16 a 30% y encontrando el 20% como el valor que mejor discrimina a los
pacientes infértiles. Todo esto lleva a una gran heterogeneidad de los estudios
publicados y a una mayor dificultad para poder interpretar los resultados.
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Dentro de nuestro estudio 60 pacientes fueron sometidas a una técnica de
reproduccion asistida, y se lograron un total de 13 embarazos, todos logrados por
fertilizacion in vitro, ademas, se encontraron 14 embarazos los cuales fueron
logrados de una manera espontanea. A pesar de que no se logré encontrar una
relacion estadisticamente significativa de la tasa de recién nacido vivos con el indice
de fragmentacion del ADN espermatico por el numero de pacientes, Osman et al
(24) en su meta analisis encuentran un incremento significativo en la tasa de recién
nacido vivo en aquellos pacientes con un indice de fragmentacién del ADN
espermatico bajo en comparacion con alto. Existe poca evidencia sobre el método
de eleccion de fertilizacion influye en estos resultados, se ha tratado de atribuir la
preferencia al uso de inyeccidn espermatica intracitoplasmatica debido a la
seleccidon de un esperma morfolégicamente normal y mévil, mientras que el utilizar
la seleccidn natural que existe en la fertilizacion in vitro puede ser responsable de
seleccionar el esperma con un menor dafo. Una de las limitaciones para la relacion
con la tasa de recién nacido vivo es que, a pesar de que se puede medir el dafio en
el ADN espermatico con diferentes ensayos, no podemos realizar esta medicion en
el espermatozoide que sera seleccionado para la fertilizacion. En nuestro estudio

no contamos con los datos del método utilizado para la fertilizacion.

Este es el primer estudio que se realiza dentro del Instituto Nacional de Perinatologia
valorando la relacion que existe entre el indice de fragmentacién espermatica con
diferentes parametros seminales. Una de las fortalezas del estudio es que se
incluyeron todas las muestras seminales que contaban con indice de fragmentacién
espermatica. También se agregaron diferentes variables bioquimicas que pudieran
presentar una relacion independiente. Esperamos que este pueda ser un punto de
partida para realizar estudios prospectivos en busca del valor real que puede tener

el indice de fragmentacion del ADN espermatico en la actualidad.
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Dentro de las limitaciones del estudio se encuentra el disefio del estudio que al ser
un estudio retrospectivo perdemos el control sobre la clasificacion de los grupos y
hay mas posibilidad de presentar sesgos. Uno de los sesgos encontrados en
nuestro estudio es que todo paciente al cual se le hizo una valoracion del indice de
fragmentacion del ADN espermatico acudié a la institucion en busca de atencién por
infertilidad, otro sesgo es que no se les realizd esta prueba en el primer
seminograma realizado por los pacientes dentro del instituto. Otra de las
limitaciones del estudio fue el numero limitado de pacientes incluidas, con 125
pacientes, a pesar de que se incluyeron a todos los pacientes que se realizaron esta
prueba dentro de la Institucion, el numero reducido de pacientes que contaban con
un indice de fragmentacion del ADN espermatico igualo mayor a 20 (37 pacientes)
limita la posibilidad de encontrar valores estadisticamente significativos con
nuestras variables del estudio. Otra limitacion del estudio es que no contamos con
los datos de las parejas de los pacientes que fueron sometidos a una técnica de
reproduccion asistida, limitando nuestra capacidad para asociar el indice de
fragmentacion espermatica como la causa de infertilidad. Otra limitacion del estudio
es que no contamos con otros datos clinicos que se pueden asociar con un aumento

del indice de fragmentacion del ADN espermatico como la presencia de varicocele.

Dentro de las nuevas perspectivas de investigacidén, se podrian investigar los
diferentes puntos de corte en nuestro hospital para asociar el indice de
fragmentacion espermatica con infertilidad utilizando diferentes técnicas de

reproduccion asistida.
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CONCLUSIONES.

Se encontr6 una correlacion estadisticamente significativa del indice de
fragmentacion del ADN espermatico con la edad, la concentracion espermatica,
movilidad total, movilidad progresiva, morfologia. Dentro de la morfologia los
defectos en donde se encontrd una correlacion fueron defecto de cabeza y defecto

de cola.

El indice de fragmentacion del ADN espermatico es un area prometedora para el
estudio de la infertilidad masculina, sin embargo, a pesar de que se ha encontrado
una correlacién con los diferentes parametros seminales, no es una prueba que se
realice en el abordaje inicial del estudio del varon infértil, las nuevas perspectivas
de investigacion deben buscar cual es el valor del indice de fragmentacion
espermatica para lograr obtener un recién nacido vivo, de igual manera, la dificultad
de estandarizar los valores de la fragmentacion espermatica radican en la gran
variedad de técnicas disponibles para poder calcular este indice, se necesita
estandarizar esta prueba para poder obtener resultados mas homogéneos al igual
que se necesitan estudios aleatorizados de mayor tamafio para evaluar sus

implicaciones con la salud e infertilidad masculina.
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ANEXOS.

TABLA 3. VARIABLES EN EL ESTUDIO

Variable

Definicion

operacional

Valores posibles

Unidades

Tipo de

variable

EDAD

ARos
cumplidos por

el paciente

10 -95

ARnos

Continua

INDICE DE
MASA
CORPORAL

Asociacion
entre el pesoy
la talla de un

individuo

10 - 55

Kg/m2

Continua

INFERTILIDAD

Incapacidad
de concebir un
embarazo
después de 12
meses de
relaciones
sexuales
regulares sin

proteccién

0 = primaria

1 = secundaria

Dicotdmica

INDICE DE
FRAGMENTAC
ON DEL ADN
ESPERMATICO

Integridad del
material
genético de
una muestra
de semen,
analizando las
roturas o
lesiones en las
cadenas del
ADN de los

0-100

%

Continua
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espermatozoid

es
Dias
transcurridos
DIAS DE entre la Gltima
ABSTINCENCI | eyaculaciony 0-10 Dias Nominal
A la toma de
muestra
seminal
Volumen total
VOLUMEN de la muestra
; 0-10 ml Continua
ESPERMATICO seminal
entregada
Elasticidad o
VISCOSIDAD filancia del
L 0-5 Cruces Nominal
ESPERMATICA | semen medido
con una pipeta
Coeficiente
que indica el
grado de
PH
; acidez o 0-10 - Continua
ESPERMATICO
basicidad de la
muestra
espermatica
Cantidad de
CONCENTRACI | espermatozoid
ON es en una Millones/ ml Continua
L 0-500
ESPERMATICA muestra
seminal
MOVILIDAD Porcentaje de
TOTAL espermatozoid 0-100 % Continua

ESPERMATICA

es moviles en
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una muestra

seminal

Porcentaje de
espermatozoid
MOVILIDAD es con
PROGRESIVA movilidad 0-100 % Continua
ESPERMATICA | progresiva en
una muestra

seminal

Porcentaje de
espermatozoid

es con tamafo

MORFOLOGIA
i y forma normal 0-100 % Continua
ESPERMATICA
en una
muestra
seminal

Porcentaje de

espermatozoid

DEFECTO DE es con
CABEZA alteraciones

en la forma de

0-100 % Continua

la cabeza

Porcentaje de
espermatozoid
DEFECTO DE es con
PIEZA MEDIA alteraciones

en la forma de

0-100 % Continua

la pieza media

Porcentaje de
DEFECTO DE | espermatozoid
COLA es con

alteraciones

0-100 % Continua
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en la forma de
la cola
Porcentaje de
espermatozoid
VITALIDAD
. es vivos en la 0-100 % Continua
ESPERMATICA
muestra
seminal
Cantidad de
CELULAS
células
INMADURAS ,
EN MUESTRA inmaduras en 0-10 Células por | Continua
campo
la muestra P
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
LEUCOCITOS
leucocitos en i
EN MUESTRA 0-10 Células por | Continua
la muestra campo
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
ERITROCITOS
eritrocitos en ,
EN MUESTRA 0-10 Células por | Continua
la muestra campo
SEMINAL _
seminal
Cantidad de
CELULAS
células
EPITELIALES ,
EN MUESTRA epiteliales en 0-10 Células por | Continua
campo
la muestra P
SEMINAL _
seminal
Hormona
secretada por
las células
PROLACTINA 0-1000 /mi Continua
lactotropas de pgim
la hipofisis
anterior
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HORMONA
FOLICULO
ESTIMULANTE

Hormona
hipofisaria
regulada por
factores
hipotalamicos
la cual ayuda a
regular la
funcion
gonadal
masculina 'y
femenina, asi
como la
sintesis de
hormonas

sexuales

0-100

ul/L

Continua

HORMONA
LUTEINIZANTE

Hormona
hipofisaria
regulada por
factores
hipotaldamicos
la cual ayuda a
regular la
funcion
gonadal
masculina 'y
femenina, asi
como la
sintesis de
hormonas

sexuales

0-100

ul/L

Continua

TIROTROPINA

Hormona
adenohipofisar

ia que

0-100

muUl/ml

Continua
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aumenta la
secrecion de
triyodotironina
y tiroxina por

la glandula

tiroidea

GLUCOSA

Monosacarido
mas
importante en
el metabolismo
humano, util
en funciones
de reservay
obtencion de

energia

0-400

mg/dl

Continua

INSULINA

hormona
liberada por
las células
beta
pancreaticas
en respuesta a
niveles
elevados de
glucosa en
sangre,
controlando
funciones
energéticas
criticas como
el metabolismo
de la glucosa y
lipidos

0-100

mcUl/ml

Continua
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modelo de
evaluacion
homeostatica
calculado por
insulina
(mcUl/ml) por
glucosa
HOMA-IR (mg/dl) entre 0-20 - Continua
405
considerando
un valor igual
o0 mayor a 2.5
como
resistencia a la

insulina

Estructura
molecular
presente en
las células de
animales

vertebrados y
COLESTEROL

es 0-1000 Continua
TOTAL mg/d|

componente
esencial de las

membranas
plasmaticas y

precursor de

lipoproteinas

Lipido

constituido por
TRIGLICERIDO

s una molécula 0-1000 mg/dl Continua

de glicerol

esterificada
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con 3 acidos

grasos

Estructuras
esféricas
subcelulares

desarrolladas

LIPOPROTEIN
para el .
AS DE ALTA 0-1000 mg/dl Continua
transporte de
DENSIDAD
lipidos
insolubles en
el torrente
sanguineo
Estructuras
esféricas
subcelulares
desarrolladas
LIPOPROTEIN
para el .
AS DE BAJA 0 - 1000 mg/dl Continua
transporte de
DENSIDAD

lipidos
insolubles en
el torrente

sanguineo
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VARIABLES MEDIA DESVIACION
ESTANDAR

SOCIODEMOGRAFICAS
EDAD 39.4 8.2
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) 27.8 3.4
SEMINOGRAMA
INDICE DE FRAGMENTACION 17.3 12.7
ESPERMATICA (%)
DIAS DE ABSTINENCIA 3.8 0.9
VOLUMEN (ml) 2.3 1.2
VISCOSIDAD (cruces) 0.8 1.2
PH 6.4 3.0
CONCENTRACION (millones/ml) 60.7 413
MOVILIDAD TOTAL (%) 57.9 17.8
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) 50.2 19.6
MORFOLOGIA (%) 1.3 1.1
DEFECTO CABEZA (%) 96 3.5
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 68.1 21.5
DEFECTO COLA (%) 26.9 15.8
VITALIDAD (%) 46.2 26.1
LEUCOCITOS (células/campo) 2.0 1.3
ERITROCITOS (células/campo) 27 3.1
CELULAS INMADURAS (células/campo) 1.8 1.2
CELULAS EPITELIALES (células/campo) 04 0.5
BIOQUIMICAS
PROLACTINA (pg/ml) 8.6 3.6
TIROTROPINA (mUl/ml) 22 1.1
FSH (UI/) 4.6 3.0
LH (UIn) 2.9 1.1
GLUCOSA (mg/dI) 94 9.8
INSULINA (mcUl/ml) 12.0 9.5
HOMA 2.8 2.5
COLESTEROL TOTAL (mg/dl) 188.3 38.7
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 169.7 85.8
HDL (mg/dl) 41.3 10.3
LDL (mg/dl) 113.8 28.4
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ESPERMATICA

VARIABLES r* p
SOCIODEMOGRAFICAS
EDAD ** 0.298 0.001
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) 0.001 0.995
SEMINOGRAMA
DIAS DE ABSTINENCIA 0.016 0.861
VOLUMEN (ml) -0.128 0.154
VISCOSIDAD (cruces) -0.109 0.241
PH 0.052 0.575
CONCENTRACION (millones/ml) ** -0.282 0.001
MOVILIDAD TOTAL (%) ** -0.560 0.000
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) ** -0.526 0.000
MORFOLOGIA (%) ** -0.361 0.000
DEFECTO CABEZA (%) ** 0.265 0.004
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 0.101 0.303
DEFECTO COLA (%) ** 0.337 0.000
VITALIDAD (%) -0.228 0.296
LEUCOCITOS (células/campo) ** 0.283 0.002
ERITROCITOS (células/campo) 0.160 0.081
CELULAS INMADURAS (células/campo) 0.072 0.436
CELULAS EPITELIALES (células/campo) -0.019 0.840
BIOQUIMICAS
PROLACTINA (pg/ml) -0.058 0.575
TIROTROPINA (mUI/ml) 0.055 0.593
FSH (UI/) 0.086 0.403
LH (UIn) -0.047 0.649
GLUCOSA (mg/dl) 0.015 0.880
INSULINA (mcUl/ml) -0.030 0.768
HOMA -0.036 0.725
COLESTEROL TOTAL (mg/dl) -0.122 0.228
TRIGLICERIDOS (mg/dl) 0.036 0.726
HDL (mg/dl) -0.019 0.851
LDL (mg/dl) -0.134 0.186

*Correlacion de Pearson o Spearman de acuerdo a la distribucion de cada variable.
** p estadisticamente significativa
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TABLA 4. CARACTERISTICAS DEL SEMINOGRAMA Y BIOQUIMICAS DE
GRUPOS CON INDICE DE FRAGMENTACION ESPERMATICA MAYOR Y

MENOR DE 20

VARIABLES [IFE <20 IFE > 20 p |
SOCIODEMOGRAFICAS ‘
EDAD * 37.8 (+/- 6.97) 43.3 (+/- 9.7) 0.003
INDICE DE MASA CORPORAL (kg/m2) | 27.9 (+/- 3.47) 27.6 (+/- 3.45) 0.698
SEMINOGRAMA ‘
DIAS DE ABSTINENCIA 3.9 (+/- 1.01) 3.7 (+/- 0.78) 0.170
VOLUMEN (m) 2.4 (+/- 1.15) 2.0 (+/- 1.34) 0.225
VISCOSIDAD (cruces) 0.9 (+/- 1.26) 0.7 (+/- 1.21) 0.364
PH 6.2 (+/- 3.15) 6.7 (+/- 2.57) 0.375
CONCENTRACION (millones/mi) 64.5 (+/- 35.96) 51.7 (+/- 51.42) 0.172
MOVILIDAD TOTAL (%) * 62.8 (+/- 11.97) 46.2 (+/- 23.41) 0.000
MOVILIDAD PROGRESIVA (%) * 54.8 (+/- 15.44) 39.2 (+/- 24.06) 0.001
MORFOLOGIA (%) * 1.4 (+/- 1.07) 0.9 (+/- 1.10) 0.018
DEFECTO CABEZA (%) * 95.6 (+/- 3.84) 97.1 (+/- 2.43) 0.016
DEFECTO PIEZA MEDIA (%) 68.7 (+/- 18.77) 66.4 (+/- 28.48) 0.693
DEFECTO COLA (%) 26.3 (+/- 16.02) 28.7 (+/- 18.19) 0.545
VITALIDAD (células/campo) 55.8 (+/- 20.03) 41.1 (+/- 28.12) 0.163
LEUCOCITOS (células(/campo) 1.9 (+/-1.12) 2.2 (+/-1.78) 0.331
ERITROCITOS (células/campo) 2.7 (+/- 3.33) 2.6 (+/- 2.86) 0.942
CELULAS INMADURAS (células/campo) | 1.86 (+/- 1.12) 1.91 (+/- 1.40) 0.875
BIOQUIMICAS
PROLACTINA (pg/ml) 8.5 (+/- 3.71) 8.8 (+/- 3.69) 0.780
TIROTROPINA (mUl/ml) 2.2 (+/- 1.19) 2.2 (+/- 0.96) 0.741
FSH (UIN) 4.4 (+/- 2.85) 5.0 (+/- 3.42) 0.378
LH (Uin) 2.9 (+/- 1.14) 2.8 (+/- 1.24) 0.740
GLUCOSA (mg/d) 94.1 (+/- 10.72) 94.1 (+/- 7.84) 0.995
INSULINA (mcUl/mi) 11.7 (+/- 8.72) 12.7 (+- 11.24) 0.645
HOMA 2.8 (+/- 2.50) 3.0 (+/- 2.80) 0.753
COLESTEROL TOTAL (mg/di) 189.7 (+/- 34.51) | 185.3 (+/- 47.35) 0.643
TRIGLICERIDOS (mg/di) 163.3 (+/- 78.08) 183.74 (+/- 100.94) | 0.323
HDL (mgfdI) 41.5 (+/- 10.35) 40.8 (+/- 10.57) 0.759
LDL (mg/d) 116.6 (+/- 26.47) | 107.8 (+/- 32.05) 0.192

* p estadisticamente significativa
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TABLA 5. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA UTILIZADAS

TECNICA DE REPRODUCCION ASISTIDA

IFE < 20 IFE > 20 TOTAL
NO 43 22 65

(34.4 %) (17.6 %) (52 %)
v 3 2 5

(2.4 %) (1.6 %) (4 %)
FIV 42 13 55

(33.6 %) (10.4 %) (44 %)
TOTAL 88 37 125

(70.4 %) (29.6 %)

TABLA 5. EMBARAZO CLINICO POR INDICE DE FRAGMENTACION
ESPERMATICA

EMBARAZO CLINICO
IFE < 20 IFE > 20 TOTAL
NO 66 32 98
(52.8 %) (25.6 %) (78.4 %)
ESPONTANEO 10 4 14
(8 %) (3.2 %) (11.2 %)
v 0 0 0
(0 %) (0 %) (0 %)
FIV 12 1 13
(9.6 %) (0.8 %) (10.4 %)
TOTAL 88 37 125
(70.4 %) (29.6 %)
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