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RESUMEN

La fertiidad humana se ha visto disminuida en las Ultimas décadas y el factor
masculino contribuye hasta con un 50%; factores externos como algunos habitos
nocivos, la dieta y la exposicidon a contaminantes ambientales se consideran factores
de riesgo. Las técnicas de reproduccion asistida permitan la fecundacion facilitando la
fertilizacion y desarrollo embrionario in vitro. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ha establecido pardmetros de calidad espermatica que no necesariamente
reflejan la funcién de los espermatozoides, ya que individuos con calidad de semen
buena no logran fertilizar ni tener un hijo vivo Recientemente, la integridad de la
cromatina espermatica se ha relacionado con el potencial fértil, desarrollo embrionario
y nimero de abortos espontaneos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la utilidad de
pardmetros de funcién y calidad esperméaticas como predictores del potencial fértil en
la fertilizacion in vitro (FIV). Participaron 69 pacientes bajo tratamiento de FIV con
donacion de ovulos, las muestras de semen se analizaron de acuerdo a la OMS y se
incluyé la evaluacion de la integridad de la cromatina espermatica mediante la técnica
de SCSA (Sperm Cromatin Structure Assay) con los parametros: indice de
fragmentacion del ADN (DNA Fragmentation Index- %DFI) y alta fluorescencia (High
Density Staining- %HDS), asi como la funcion espermatica mediante la determinacion
de la reaccion acrosomal (RA) espontanea (RAe) e inducida (RAI) a través de la
deteccion de la proteina CD46 + la induccién con un ionéforo de Ca?*. También se
cuantificaron las especies reactivas de oxigeno (EROS) a través de la sonda 2',7'-
diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA). Posterior al procedimiento de FIV se
colectaron los datos del numero de 6vulos donados por paciente (12.34 + 4.85), la tasa
de fertilizaciéon (60.32 + 20.16%) y la tasa de blastocistos viables (48.85 + 31.30%).
Adicionalmente se explor6 por cuestionario la exposicibn a factores de riesgo
ambientales de tipo oxidante como la exposiciéon al humo de tabaco, metales,
hidrocarburos y plaguicidas, todos asociados con problemas de fertilidad masculina.
La edad de los participantes fue de 40.05 £ 6.08 afios y de acuerdo con los parametros
de semen, 67% de los participantes se diagnostic6 como normospérmicos.
Considerando la funcién espermatica, la media de la RAe fue de 3.2+ 1.8% y de 13.4
+ 4.2% para la RAI; a partir de estos valores se calculd el indice de respuesta del
acrosoma al reto con ionéforo (ARIC = RAI - RAe) que fue de 10.3 £ 5. En relacién con
la integridad de la cromatina, se obtuvo una media del %DFI de 21.8 + 6.3 y de 7.1+
3.5 para el %HDS. Por otro lado, la media de la intensidad de fluorescencia de las
Especies Reactivas de oxigeno (EROS) fue de 1389.08 + 981.80. Se obtuvieron los
modelos de regresion simple para determinar la asociacion entre los resultados de FIV
y los pardmetros de calidad y funcion espermaticas. Los valores de EROS, asi como
los factores de riesgo ambientales evaluados por cuestionario no se asociaron con los
resultados de FIV. Para la tasa de fertilizacion, el modelo final incluy6 al ARIC (B =
2.25, p < 0.0001) que fue ajustado por la morfologia espermatica; de este modelo,



dicotomizando la tasa de fertilizacion en = 60% se gener6 el modelo logit y se obtuvo
la ecuacion de prediccidon con un punto de corte en la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) de 0.65 para clasificar como negativa o positiva la probabilidad obtenida
de la ecuacion, y con una sensibilidad de 63.2% y especificidad de 80.6%. En relacion
con la tasa de blastocistos viables, Unicamente se obtuvo una asociacion con el %DFI
(B = -1.77, p = 0.003) y se gener6 el modelo logit y la ecuacion de prediccion
dicotomizando la tasa de blastocistos viables en = 40%; el punto de corte en la curva
ROC se determin6 en 0.75, con una sensibilidad de 62.8% y especificidad de 77.2%.
Los resultados predictivos fueron validados para cada participante comparandolos con
los valores reales de FIV, obteniendo una concordancia de 73.9 y 72.5%,
respectivamente. Finalmente, los modelos de prediccion se calcularon considerando
sélo a los pacientes normospérmicos, en quienes se obtuvieron resultados similares.
En conclusion, la fragmentacion del ADN vy la funcion acrosomal demostraron ser
buenos predictores para obtener blastocistos viables y tener éxito en la fertilizacion,
respectivamente, incluso en hombres con infertilidad inexplicable y calidad de semen
buena. Por lo tanto, se propone que deben incluirse como parametros de diagnostico
individual del potencial fértil en laboratorios de andrologia, ya sea para proceder a una
técnica de FIV o para identificar un riesgo potencial de problemas de fertilidad durante
el andlisis de semen o en estudios de investigacion.



ABSTRACT

Human fertility has declined in recent decades and the male factor contributes up to
50%; external factors such as harmful habits, diet and exposure to environmental
pollutants are considered risk factors. Assisted reproduction techniques facilitates in
vitro fertilization and embryo development. World Health Organization (WHO) has
established sperm quality parameters that do not necessarily reflect the sperm function,
as individuals with good semen quality are unable to fertilize or have a live child.
Recently, the integrity of sperm chromatin has been linked to male fertile potential,
embryonic development and number of spontaneous abortions. The objective of this
work was to evaluate the usefulness of sperm function and quality parameters as
predictors of fertile potential in men undergoing in vitro fertilization (IVF). Sixty-nine
patients undergoing IVF treatment with oocyte donation participated. The semen
samples were analyzed according to WHO parameters, the evaluation of the sperm
chromatin integrity by using SCSA (Sperm Chromatin Structure Assay) with the
parameters: DNA Fragmentation Index (%DFI) and High Density Stainability (%HDS),
and the sperm function by determining the spontaneous (SAR) and induced (iAR)
acrosomal reaction through the detection of the CD46 protein + induction with a Ca?*
ionophore. Reactive oxygen species (ROS) were also quantified using the probe 2',7'-
dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). Following the IVF procedure, data of the
number of oocytes donated per patient (12.34 + 4.85), fertilization rate (60.32 *
20.16%), and viable blastocyst rate (48.85 + 31.30%) were collected. In addition, the
exposure to environmental oxidant type risk factors, such as exposure to tobacco
smoke, metals, hydrocarbons and pesticides, all associated with male fertility problems,
was explored by questionnaire. The age of participants was 40.05 + 6.08 years.
According to the semen parameters, 67% of participants were diagnosed as
normospermic. Considering the sperm function, the means of the sAR and iAR were
3.2 £ 1.8% and 13.4 £+ 4.2%, respectively. These values were used to calculate the
response index of the acrosome to the challenge with an ionophore (ARIC =iAR - sAR),
which was 10.3 £ 5. In relation to the chromatin integrity, the mean of %DFI was 21.8
+ 6.3 and 7.1 + 3.5 for %0HDS. On the other hand, the mean fluorescence intensity of
ROS was 1389.08 + 981.80. Simple regression models were used to associate IVF
results with sperm quality or function parameters. ROS values as well as environmental
risk factors evaluated by questionnaire were not associated with IVF results. For the
fertilization rate, the final model included the ARIC (B = 2.25, p < 0.0001), which was
adjusted by sperm morphology; from this model, the logit model was generated
dichotomizing the fertilization rate at = 60%, and the prediction equation was obtained
with a cut-off point on the ROC curve of 0.65 to classify as negative or positive the
probability obtained from the equation, and with a sensitivity of 63.2% and a specificity
of 80.6%. In relation to the rate of viable blastocysts, only the association with %DFI (3
=-1.77, p = 0.003) was obtained and the logit model and the prediction equation were
generated by dichotomizing the rate of viable blastocysts at = 40%; the cut-off point on
the ROC curve was determined at 0.75, with a sensitivity of 62.8% and a specificity of
77.2%. The predictive results were validated for each participant by comparing them
with the real values of IVF results, obtaining a concordance of 73.9 and 72.5%,
respectively. Finally, the prediction models were calculated considering only
normospermic patients, in whom similar results were obtained. In conclusion, DNA
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fragmentation and acrosomal function were good predictors for viable blastocysts and
fertilization success, respectively, even in men with unexplained infertility and good
semen quality. Therefore, they should be included as individual parameters of the fertile
potential diagnosis in andrology laboratories, either to proceed with an IVF technique
or to identify a potential risk of fertility problems during semen analysis or research
studies.
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1. INTRODUCCION

1.1 ESPERMATOGENESIS

Los testiculos consisten en tabulos seminiferos (90% de la masa en los adultos) y el
intersticio (10% de la masa). En los tdbulos seminiferos se lleva a cabo la
espermatogénesis o proceso de produccion de espermatozoides; estdn compuestos
por tres tipos celulares principales: células mioides peritubulares, células de Sertoli y
células germinales. Las células de Sertoli envian sefales externas y proveen factores
para la proliferacion y diferenciacion de las células germinales, y en el espacio
intersticial se localizan a las células de Leyding encargadas de la secrecién hormonal
y los vasos capilares y linfaticos (Svingen y Koopman, 2013). En la primera fase de la
espermatogénesis, las espermatogonias tipo A y B se encuentran en la ldmina basal
del epitelio y proliferan por mitosis. Las espermatogonias tipo B dan origen a los
espermatocitos primarios en el compartimento basal del tubulo seminifero y se
diferencian a espermatocitos en preleptoteno y leptoteno. Estas células atraviesan la
barrera hemato-testicular (BHT) y entran al compartimento adluminal. La segunda fase
es la meidtica, y al completarse la primera meiosis resultan dos espermatocitos
secundarios, y por cada espermatocito secundario que entra a la segunda meiosis se
obtienen dos espermatides (células haploides) que finalmente pasan por la fase de
espermiogénesis en el compartimento adluminal del tdbulo seminifero para

diferenciarse a espermatozoides y salir al lumen (Cheng, 2008).

Los espermatozoides que salen al lumen de los tubulos por el proceso de
espermiogénesis y entran al epididimo no son funcionales y carecen de motilidad y la
habilidad para fecundar al ovocito. El epididimo esta dividido en 3 regiones: la cabeza,
el cuerpo y la cola. Cada regidn tiene distintas funciones: en la cabeza y el cuerpo se
lleva a cabo la maduracion de los espermatozoides, mientras que la cola sirve para el
almacenamiento de los espermatozoides maduros (Wistuba et al., 2007). La
maduracién espermatica involucra cambios bioquimicos y morfolégicos en la superficie
de los espermatozoides en respuesta a las enzimas, proteinas y glicoproteinas

secretadas por el epididimo que son esenciales para la adquisicion de la capacidad
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fertilizante. Dentro de las proteinas espermaticas que son modificadas durante el
transito epididimal se encuentran ADAM2, ADAM3, ADAM24 (A desintegrin and
metalloproteinases 2, 3 y 24), Spam 1 (Sperm adhesion molecule 1), lactato
deshidrogenasa y B galactosidasa (Arrotéia et al., 2011). Asi mismo, existen proteinas
apocrinas que son transferidas del epitelio epididimal al espermatozoide a través de la
secrecion de exosomas (también llamados epididisomas), en donde estas proteinas
son intercambiadas en la superficie espermatica por lipoproteinas presentes en el
fluido epididimal, dentro de estas proteinas se encuentra la clusterina, CRISP1
(Cysteine-rich secretory protein 1), P26h (Hamster sperm protein), HE5 (Human
epididymal protein 5), ubiquitina y glutation peroxidasa (Sullivan et al., 2005). En
humanos, el espermatozoide toma aproximadamente 10 dias para viajar del segmento
inicial a la cola del epididimo, y una vez ahi son completamente maduros y pueden ser
almacenados por dias o semanas dependiendo de la especie hasta que la eyaculacion
ocurre. Se ha reportado que cerca del 40% de los hombres infértiles muestran
desérdenes durante la maduracién epididimal, y logran la fecundacién Unicamente a
través de técnicas de reproduccion asistida (ART, por sus siglas en inglés) (Cornwall,
2009).

1.1.1 Espermatozoides

En promedio, un hombre produce 4.4 millones de espermatozoides por gramo de
testiculo por dia y el nimero de espermatozoides por eyaculacién esta influenciado
por la edad, tamafio testicular, frecuencia de eyaculacion y época del afio. Los
espermatozoides en todas las especies animales estan conformados de una manera
similar (Figura 1). La cabeza (2-5 um de diametro) esté subdividida en cuatro regiones:
apical, pre-ecuatorial, ecuatorial y post-ecuatorial, contiene al nucleo con el ADN
altamente compactado y ocupa la mayor parte de la cabeza, en la cabeza también se
encuentra el acrosoma, una estructura membranosa localizada en la region apical. La
parte media del espermatozoide posee una gran cantidad de mitocondrias y la cola o
flagelo que varia de longitud dependiendo de la especie (10-100 um) contiene el
axonema y proteinas motoras; los espermatozoides no tienen ribosomas, reticulo

endoplasmico ni aparato de Golgi ya que este ultimo es el encargado de la formacion
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del acrosoma durante fases previas de la espermiogénesis (Darszon et al., 2005;
Holstein et al., 2003).

Acrosoma

Membrana plasmatica

Acrosom a

Membrana acrosomal

Segmento externa

/ ecuatorial

2 um | «—— Segmento post
ecuatorial

Membrana acrosomal
interna

T Regi6n media

Envoltura nuclear

<——— Regidn principal

g‘\ Regioén final

Axonema

Envoltura nuclear
redundante

Centriolos

Mitocondria

Figura 1. Regiones del espermatozoide. Se muestran las secciones del espermatozoide
(cabeza, regiobn media y el flagelo), asi como las distintas estructuras contenidas como el
acrosoma, el nucleo y las mitocondrias (Modificado de Darszon et al., 2005).

1.1.2 Calidad espermatica

La calidad del semen tipicamente incluye la evaluacion de parametros macroscopicos
como el tiempo de licuefaccién, color, viscosidad, pH y volumen, y microscopicos como
la aglutinacion, concentracion, motilidad, morfologia y viabilidad. EI Manual de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para la evaluacion del semen humano es
ampliamente utilizado como base en los laboratorios de andrologia, pero la
interpretacion y aplicaciéon de los valores de referencia tienen limitaciones (Cooper et
al., 2010). Tradicionalmente, el diagnostico de infertilidad masculina se ha realizado
mediante los parametros antes mencionados. Sin embargo, estos no evaltan la
funcién espermatica y su valor clinico para predecir la fertilidad es cuestionable. En
décadas pasadas se han desarrollado pruebas para determinar la funcién espermatica,

estas incluyen la evaluacion de la capacitacion, reaccion (RA), interaccion con la zona
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pelicida (ZP) e integridad del ADN, sin embargo, pocos han sido adoptados de rutina
en la clinica (Lewis, 2007).

El pobre valor del analisis convencional del semen como predictor de la fertilidad ha
sido evidenciado en varios estudios, en ellos se concluye que los valores limite
establecidos por la OMS para los parametros de calidad esperméatica presentan
discordancias. Nallella y colaboradores (Nallella et al., 2006) realizaron un estudio en
91 donantes normales y 166 hombres con factor de infertilidad y encontraron que el
28% de los hombres con problemas de infertilidad tenian motilidad normal, comparado
con 46% en los hombres fértiles, la concentracion espermatica fue muy similar en
ambos grupos. Por otra parte, Bonde y colaboradores (Bonde et al., 1998) realizaron
un estudio en 430 parejas de la poblacién general en las que el mayor volumen,
concentracion y motilidad no se asociaron con mejores tasas de embarazo con
respecto a los individuos con parametros bajos, por lo cual concluyen que estos
pardmetros tienen un valor limitado en la prediccion del embarazo. Asi, los parametros
de calidad deben ser usados con reserva, y existe la necesidad de tener mejores
marcadores para evaluar la calidad espermatica y desarrollar nuevas metodologias
que incluyan la protebmica, metabolémica y la gendmica enfocadas a evaluar la

funcionalidad del gameto masculino.
1.1.3 Integridad del ADN de los espermatozoides

Existe evidencia de la correlacion entre una calidad espermética mala y la
fragmentacion del ADN, es decir, los hombres infértiles tienen mas dafio al ADN que
los fértiles (Aitken et al., 2009). La etiologia del dafio al ADN es multifactorial, puede
deberse a factores intrinsecos (deficiencia de las proteinas que empaquetan el ADN,
incremento en las especies reactivas de oxigeno (EROS) y apoptosis), o extrinsecos
(hipertermia testicular, malos habitos y contaminantes ambientales, entre otros) (Aitken
y De luliis, 2010).

Estudios realizados sobre la fragmentacion del ADN de los espermatozoides evaluada

con el ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA, Sperm Chromatin

18



Structure Assay) y su relacion con el éxito en la fertilizacidn mostraron que los hombres
con un indice de fragmentacion del ADN (%DFI, DNA Fragmentation Index) > 30 6
40% presentaban una tasa de fertilizacion menor de 40 y 14%, respectivamente
(Evenson, 1999; Spano et al., 2000). Ademas de la disminucién en la fertilizacion
natural (mayor tiempo para lograr el embarazo) (Spano et al., 2000), se ha reportado
que a mayor porcentaje de DFI menor es el éxito de la inseminacion intrauterina (1Ul,
por sus siglas en inglés), la fertilizacion in vitro (FIV) y la inyeccién intracitoplasmica
(ICSI, por sus siglas eninglés) (Bungum et al., 2004; Evenson y Wixon, 2006). También
se ha observado una asociacién entre la fragmentacién del ADN con alteraciones en
el desarrollo y calidad del embrién, asi como con problemas en la implantacion (Lewis
y Aitken, 2005; Simon et al., 2010) y con el riesgo de pérdida del embridén después de
la FIV o ICSI (Zini et al., 2008).

Varios estudios reportan que del 25 al 40% de los hombres con calidad de semen
dentro de los niveles de referencia de acuerdo a la OMS presentan infertilidad debido
a la presencia de fragmentacion del ADN espermatico (%DFI de 20-30%) (Bungum et
al., 2011). Por otro lado, en estudios realizados por Evenson y colaboradores no se
observé una asociacion entre los parametros clasicos de la calidad espermética y los
pardmetros de SCSA (Larson et al., 2000). Por su parte, Virro y colaboradores (Virro
et al., 2004) realizaron un estudio prospectivo en 249 parejas bajo tratamiento de FIV
o ICSI y reportaron que aquellas parejas con = 30% de DFI tenian riesgo de presentar
tasa de fertilizacion baja y fracaso del embarazo, mientras que los parametros de la
OMS no presentaron correlacién con estos eventos. Esto indica que la presencia de
fragmentacién en el ADN es un parametro independiente y de mayor valor predictivo
que los parametros establecidos por la OMS.

1.1.3.1 Técnicas que evaluan el dafio al ADN

Durante los ultimos afios se han desarrollado métodos para evaluar la cromatina e
integridad del ADN espermatico, entre los que se incluyen la técnica de SCSA, el
ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleo-tidyl transferase-mediated dUDP nick-end
labelling), el ensayo cometa o la técnica de dispersion de la cromatina espermatica. La
técnica de SCSA es una prueba por citometria de flujo que determina la susceptibilidad
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del ADN a la desnaturalizacion acida in situ, empleando al fluorocromo naranja de
acridina; el porcentaje de espermatozoides que emite fluorescencia roja representa el
indice de fragmentacion del ADN (%DFI) y se relaciona con el porcentaje de células
con rupturas en el ADN. Se considera que los hombres que presentan valores de %DFI
> 25 tienen una fertilizacién mala y un desarrollo embrionario inadecuado, por lo que
este pardmetro es reconocido como un buen predictor de una fertilidad exitosa
(Evenson, 2013).

La técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
es ampliamente usada y se basa en la unién de dUTP a fosfatos 3'OH terminales
incluyendo extremos romos y fragmentos 5” de rupturas simples y de doble cadena del
ADN, y tiene un valor de corte de alrededor de 20% como indicador de fertilidad
reducida (Sharma et al., 2010). Mientras que, el ensayo cometa se basa en la
electroforesis unicelular en gel que cuantifica las rupturas de cadena del ADN en
espermatozoides individuales, se pueden cuantificar rupturas de cadena sencilla,
doble y bases alteradas. En un estudio reciente se propuso que el riesgo de que no se
logre un embarazo aumenta cuando la fragmentacion excede un valor umbral
prondstico del 52% (Simon et al., 2011). Otro ensayo utilizado para evaluar el dafio
genético es la formacion de aductos, de tipo arilo/alquilo y oxidante, al crearse un
aducto en la base nitrogenada, el enlace glicosil que une la base con el azlcar se
debilita. Esto conduce a la formacién de un sitio vulnerable de ruptura, este tipo de
evaluaciones proporcionan informacion sobre el origen del dafio, como el aducto 8-
OHdG (8-hidroxi-2-deoxyguanosina) que provienen del estrés oxidante (Lewis et al.,
2013).

1.2 FERTILIZACION

La fertilizacion es el proceso por el cual se unen el ovocito y el espermatozoide. Se
sabe que los espermatozoides pueden llegar al 6vulo por quimioatrayentes liberados
por las células foliculares que rodean al 6vulo como la progesterona, el CAMP y el Ca?*
(Okabe, 2013). Se ha observado la presencia de moléculas caracteristicas de células
olfatorias y gustativas involucradas en la captura de los quimioatrayentes en la

membrana de los espermatozoides de mamiferos, algunos de estos son los receptores

20



odorantes (OR) como OR2AE1, OR1D1, B-arrestina, gustducina y proteinas Gorr (G
olfatoria) (Kaupp et al., 2008).

La fertilizacion en los mamiferos se divide en 5 pasos: inicialmente, el espermatozoide
capacitado y con un acrosoma intacto se une de manera especie-especifica a la capa
externa del 6vulo llamada ZP. Una vez unido a la ZP, el espermatozoide debe pasar
por el proceso de RA, penetrar a la ZP, y después alcanzar el espacio perivitelino entre
el 6vulo y la membrana plasmética. Finalmente, el espermatozoide se une a la
membrana del ovocito y se fusiona con ella para entrar al citoplasma de este (Figura
2). En este punto, el 6vulo ha sido fertilizado y se forma el cigoto (Wassarman et al.,
2001).
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Figura 2. Proceso de fertilizacién en los mamiferos. Posterior a la capacitacion, el
espermatozoide llega a la zona de unién en la ZP para llevar a cabo la RA a través de la
exocitosis de las enzimas que degradan a la ZP para permitir la union y fusion del
espermatozoide con el évulo (Modificado de Nixon et al., 2007).
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1.2.1 Capacitacion de los espermatozoides

La capacitacion es el primer proceso que llevan a cabo los espermatozoides para
adquirir la capacidad para fertilizar. Las principales respuestas observadas son la
adquisicion de la hiperactivacion de la motilidad espermatica y un gran namero de
modificaciones en la superficie espermética. Estos procesos juntos permiten la union
del espermatozoide a la ZP para posteriormente llevar a cabo la RA (Gadella, 2008).
Los cambios bioquimicos que se presentan incluyen: un eflujo del colesterol de la
membrana plasmatica, ocasionando un incremento en la fluidez de la membrana y la
permeabilidad a iones Ca?*, la hiperpolarizacién de la membrana plasmaética, cambios
en la fosforilacion de proteinas (hiperfosforilacion de tirosinas) y actividad de las
proteinas cinasas, el incremento en la concentracion de bicarbonato (HCO3) y pH
intracelular, asi como en los niveles de cAMP. Todos estos eventos permiten

posteriormente que se lleve a cabo la RA (Ickowicz et al., 2012; Reid et al., 2011).

La regulacion de la capacitacion in vivo involucra mecanismos mediados por
receptores y la pérdida de factores discapacitantes de la superficie espermatica.
Algunas de las interacciones mediadas por receptores son designadas para operar en
fases tardias del proceso de capacitacion y preparar a la célula para la exocitosis
acrosomal, algunos de los ligandos que activan de manera tardia son la progesterona,
el factor de crecimiento epidérmico y moléculas de adhesién de células endoteliales.
Otros factores endocrinos actian de manera temprana durante la capacitacion y estan
asignados a promover la supervivencia celular y a impedir la activaciéon de la via
apoptética, un ejemplo de ésta es la prolactina (Aitken y Nixon, 2013). Los factores
discapacitantes se encuentran en la superficie espermatica en el tracto masculino y
previenen la capacitacion prematura de la célula. Algunos de estos factores son el
colesterol, inhibidores de proteasas como la SPINKL (proteina inhibidora de proteasas
de serina tipo kazal) (Lin et al., 2008), la proteina de union a fosfatidiletanolamina 1y
CRISP1 (Cysteine-rich secretory protein 1) (Nixon et al., 2006) y NYD-SP27, una
isoforma de la fosfolipasa C zeta 1 localizada en el acrosoma de ratones y humanos
(Bi et al., 2009).
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1.2.2 Reaccion acrosomal (RA)

El acrosoma se forma durante la espermiogénesis, especificamente durante la etapa
de espermatide redonda, a partir del aparato de Golgi que en esta fase consiste en un
sistema de vesiculas cercanas a uno de los polos del nucleo espermatico. La
formacion y evolucion del sistema acrosomico tiene lugar durante cuatro fases: la
primera o fase Golgi, en donde numerosos granulos pro-acrosémicos son formados en
el Golgi-trans y son acumulados y fusionados en la region medular, estableciendo
contacto cercano con la envoltura nuclear. En la segunda o fase de capucha, el granulo
acrosomico formado es agrandado por la adicion de nuevas glicoproteinas sintetizadas
por el aparato de Golgi, en la tercera o fase acrosdmica, el gradnulo se envuelve en la
membrana acrosomal interna y se vuelve semiesférico, esta estructura se mantiene
hasta el final de la fase de maduracién en la espermiogénesis y constituye el acrosoma
final. Posterior a la formacién del acrosoma, se han reportado modificaciones
adicionales durante el trénsito epididimal, como es la condensacion del acrosoma y

modificaciones intra-acrosomales de varios antigenos (Cheng, 2008).

En los espermatozoides humanos, el acrosoma ocupa del 40 al 70% de la cabeza, es
considerado un gran granulo secretorio similar a un lisosoma celular, ya que ambos
son derivados del aparato de Golgi y contienen varias enzimas en comdn como las
glicohidrolasas, proteasas, esterasas, fosfatasas acidas y aril sulfatasas. Ademas, el
acrosoma tiene otros rasgos distintivos, es una estructura en forma de saco rodeado
de las membranas acrosomal interna y externa. El acrosoma es diferente del lisosoma
en que ademas contiene antigenos como la acrosina, acrogranina y la proteina
espermatica AM67 (Abou-Haila y Tulsiani, 2000).

La liberacion de las enzimas proteoliticas e hidroliticas durante la interaccién del 6vulo
y el espermatozoide es a través del proceso de exocitosis conocido como RA, la cual
es esencial para la penetracion del espermatozoide al 6vulo. La RA también resulta en
la modificacién de algunas proteinas de la membrana de la region ecuatorial y post-
acrosomal necesaria para la fusion con la membrana del 6vulo (Patrat et al., 2000). La

exocitosis del acrosoma de los mamiferos esta asociada con el incremento de Ca?*
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intracelular, de manera similar a lo observado en las vesiculas sinapticas. La hipotesis
de los complejos SNARE (Soluble N-ethylmalameide-sensitive factor Attachment
protein Receptor), sugiere que un SNAP (Soluble N-ethylmalameide-sensitive factor
Attachment Protein) presente en la vesicula, o en el caso del acrosoma en la
membrana acrosomal externa, nombrada v-SNARE, interactia con moléculas
complementarias en la membrana plasmatica nombradas t-SNARE. Esta interaccion
provoca la fusidén y el acoplamiento de la membrana plasmatica con la membrana
acrosomal externa seguida de la liberacion del contenido acrosomal. Los complejos
SNARE que se han observado en la RA involucran a proteinas como sintaxina, rab3,
complexinas y SNAP25. La complexina 1 se ha sugerido como esencial para la
formacion del complejo SNARE, ya que en ausencia de la misma no se lleva a cabo la
RA (Tardif y Cormier, 2011; Zhao et al., 2007).

Se ha identificado la importancia de conocer la capacidad de una muestra espermatica
para llevar a cabo la RA, y como ayuda para la decision clinica de realizar una FIV
convencional o recurrir directamente a la ICSI. En un estudio realizado en 40 pacientes
con aparente calidad espermatica buena de acuerdo a los parametros de la OMS, se
evalué la RA 'y se identificé que el 92% de las muestras con RA espontanea (RAe) baja
(es decir espermatozoides que pierden el acrosoma de manera prematura durante la
capacitacién) tenian una tasa de fertilizacion mayor comparada con el grupo que
presentd RAe alta (> 10% de espermatozoides sin acrosoma), en quienes unicamente
el 39.3% de los pacientes tuvo fertilizacién buena (mayor al 35% de 6vulos con 2
pronucleos) (p = 0.004); con estos datos, los autores encontraron un valor de
prediccién negativo de 92%, especificidad de 50% y sensibilidad de 94% (Wiser et al.,
2014). Otros estudios han reportado que aquellos pacientes con 10% de RA inducida
(RAI) con un ionéforo de Ca?* logran al menos el 30% de 6vulos fertilizados (Carver-
Ward et al., 1996a, 1997; Cummis et al., 1991)

1.3 INFERTILIDAD MASCULINA

De acuerdo con la OMS, la infertilidad es un padecimiento asintomatico que se
diagnostica cuando no se ha podido culminar exitosamente un embarazo después de

mantener relaciones sexuales sin proteccidon y de manera regular por lo menos durante
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un afo, en el caso de parejas menores de 35 afios, mientras que en las parejas
mayores a esa edad, el tiempo considerado es de 6 meses (WHO, 2010). Se considera
que 1 de cada 20 hombres en edad reproductiva sufren de infertilidad; en un meta-
analisis realizado en 1992 se estimé que en los paises occidentales habia una
disminucion en la cuenta espermatica de 1% por afio durante los ultimos 50 afios
(Carlsen et al., 1992), dato que fue apoyado por estudios posteriores (Irvine et al.,
1996; Sharpe, 1995).

Actualmente se considera que cerca del 15% de las parejas sexualmente activas son
infértiles y en general, hasta el 50% de los casos de infertilidad pueden deberse al
factor masculino, sin embargo estos porcentajes varian en distintas regiones del
mundo (Agarwal et al., 2015). La gran mayoria de los sujetos infértiles presentan un
namero suficiente de espermatozoides, sin embargo, no son funcionales por razones
que no han sido establecidas. La patogénesis de la infertilidad masculina puede ser
debida a la falla en la espermatogénesis por desérdenes hormonales, aplasia de las
células germinales, varicocele, defecto en el transporte espermatico por
anormalidades congénitas, factores inmunolégicos y por factores ambientales, y en la
mayoria de los casos involucra la combinacion de varios de estos factores (Aitken et
al., 2014).

1.3.1 Técnicas de reproduccion asistida (ART)

Las ART incrementan la probabilidad de fertilizacién, ya que llevan directamente al
espermatozoide cerca o incluso dentro del 6vulo, evitando asi las barreras naturales
para que los espermatozoides puedan unirse o penetrar al 6vulo. La Ul (Inseminacién
Intradterina) y la FIV con transferencia del embridn son las técnicas mas frecuentes
para el tratamiento de la infertilidad masculina y en ultimo lugar, cuando la calidad
espermatica es muy pobre o porque ha fracasado la FIV, se usan otras técnicas como
la microinyeccion de un solo espermatozoide directamente en el citoplasma del 6vulo
(ICSI) (Walls et al., 2012). Recientemente se han desarrollado nuevos métodos, como
la separacion de células espermaticas activadas magnéticamente (MACS, por sus

siglas en inglés) que puede separar células apoptoticas o el examen de la morfologia
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de los organelos esperméticos motiles (Stimpfel et al., 2018; Zanetti et al., 2018), o el
ICSI fisiologico (PICSI) para la seleccion de espermatozoides que se unen al acido
hialurénico que ha mostrado varias ventajas sobre el ICSI y FIV convencionales, como
tasas altas de fecundacion, fragmentacion de blastocitos y de embarazo en humanos
(Erberelli et al., 2017).

Los ovocitos usados en las ART son obtenidos quirdrgicamente de los foliculos en
ciclos superovulatorios a través del tratamiento con gonadotropinas y mediante
ultrasonografia de los ovarios. La administracion de la gonadotropina coriénica
humana se programa cuando los foliculos tienen un diametro = 18 mm y una vez
colectados se evalla la presencia del cimulo de masa en el fluido folicular obtenido
gue puede contener al ovocito, y este se mantiene en medio de cultivo hasta el
momento de la fertilizacion (Merchant et al., 2011). En la FIV, cada ovocito es
inseminado con 50,000-100,000 espermatozoides motiles, mientras que en la ICSI se
utiliza un solo espermatozoide inyectado directamente en el citoplasma del ovocito
(Braude y Rowell, 2003). La inseminacion es detectada de 12-20 h después de la
inseminacion por la presencia de los dos pronucleos formados en el citoplasma del
ovocito que corresponden al material paterno y materno, y por la presencia de dos
cuerpos polares en el espacio perivitelino. Posterior a las 24 h, las membranas
pronucleares se disuelven permitiendo la combinacion del material genético de los
padres y continua hacia la primera division mitética, y las subsecuentes divisiones
ocurren en intervalos de 24 h. Generalmente de 2 a 3 blastocistos de 6 a 8 células son
transferidos al Utero en el tercer dia después de la inseminacion (Hollingsworth et al.,
2007) .

1.4 DANO OXIDANTE Y LA FUNCION ESPERMATICA

Las EROS son importantes mediadores de la funcién espermatica y estan involucradas
en la capacitacion, RA vy fusion al 6vulo. Sin embargo, muchas de las alteraciones
espermaticas en la infertilidad han sido recientemente relacionadas con el proceso de
maduracién espermatica y con la presencia de altos niveles de EROS (lammarrone et

al., 2003) (Figura 3). Un incremento en la produccion de EROS resulta en el dafio
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oxidante a los lipidos, proteinas y ADN, lo cual lleva a la disminucién de la motilidad
espermética, dafio a las membranas acrosomales y la inhabilidad del espermatozoide
de fertilizar al 6vulo o producir un embarazo viable (Aitken et al., 2012). Ademas, se
sabe que las EROS causan dafio al ADN, tanto en el genoma mitocondrial como
nuclear de los espermatozoides humanos, que finalmente resulta en su fragmentacion;
se ha reportado la formacion de aductos oxidados 8-OHdG en el ADN como

consecuencia del estrés oxidante (Gharagozloo y Aitken, 2011).
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Figura 3. Fuentes de EROS que contribuyen al desarrollo de problemas de fertilidad.
(Modificado de Cocuzza et al., 2007)

Los espermatozoides son particularmente vulnerables al dafio oxidante debido a que
contienen acidos grasos poliinsaturados, particularmente el acido docosahexaenoico
y pocas enzimas antioxidantes capaces de contrarrestar a las EROS. La peroxidacion
lipidica altera la funcién espermatica, interfiriendo con la RA y la capacidad de fusion

espermatozoide-6vulo (Aitken et al., 2014). Se ha reportado que los niveles de
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malondialdehido (MDA), producto de la lipoperoxidacién son hasta 2 veces mas
elevados en hombres astenospérmicos (con < 40% de espermatozoides mdéviles) y
oligospérmicos (con < 20 x 10°% espermatozoides/ml) comparados con los
normospérmicos (con minimo 20 x10° espermatozoides/ml), y la motilidad de los
espermatozoides se mejord después del tratamiento con la vitamina E, lo que indica
que la lipoperoxidacion es un fenomeno que afecta la capacidad de fertilizacién de los

espermatozoides (Suleiman et al., 1996).

1.4.1 Laexposicién ambiental a compuestos pro-oxidantes y su efecto sobre la

fertilidad masculina

Existe evidencia de que un nimero elevado de contaminantes ambientales interfiere
con la calidad y funciéon espermaticas en la poblacibn masculina, sin embargo, el
agente causal es dificilmente identificado debido a que generalmente la exposicién es
a varios contaminantes a la vez. Los principales contaminantes ambientales
atmosféricos que por su naturaleza pueden inducir estrés oxidante son el diéxido de
sulfuro (SO2), oxidos nitrosos (NOx), material particulado (PM, por sus siglas en inglés)
y ozono (Os) (Jurewicz et al., 2009). Varios estudios han relacionado la exposicion a
estos contaminantes y la calidad espermética. En un estudio realizado en 1346
voluntarios de Chongging, China, una de las ciudades mas contaminadas del mundo,
observaron que las concentraciones de PMio (PM de diametro aerodinamico >10 pm),
SO:2y NO2 afectaron de manera significativa la calidad espermética (Zhou et al., 2014).
De manera similar, el andlisis de semen de 5134 donadores de la zona de Los Angeles
en Estados Unidos indico que existe una correlacion negativa entre los niveles de Os

y la calidad espermatica (Sokol et al., 2006).

Por otro lado, el humo del cigarro contiene una gran diversidad de compuestos
altamente oxidantes que se han asociado con una disminucién de la calidad y funcién
espermaticas, asi como dafio al ADN (Merino et al., 1998; Shen et al., 1997; Sofikitis
et al., 1995). Un estudio piloto en hombres infértiles fumadores (n = 20), infértiles no
fumadores (n = 32) y sanos no fumadores (n = 13) mostro que el habito de fumar se
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relacioné con un aumento de 107% en los niveles de EROS (p = 0.001) y una deplecion
significativa de los niveles de antioxidantes (p = 0.003) (Saleh et al., 2002).

De igual manera, varios metales son considerados contaminantes altamente
oxidantes, incluyendo el hierro, cobre, niquel, plomo y cadmio, los cuales incrementan
la produccion de EROS, disminuyen el glutation y otros antioxidantes, generan
lipoperoxidaciéon de la membrana celular, causan apoptosis y dafio oxidante al ADN.
Finalmente, otro grupo de compuestos con capacidad oxidante son los plaguicidas,
entre ellos los insecticidas organofosforados que alteran la estructura del
espermatozoide, disminuyen la capacidad de fertilizar y causan dafio oxidante en el
ADN (Pifia-Guzman et al., 2006).

1.5 JUSTIFICACION

En las dltimas décadas, los problemas de fertilidad en las parejas han ido en aumento;
se reporta que cerca del 15% de las parejas sexualmente activas son infértiles y el
50% de los casos de infertilidad son debidos al factor masculino. La exposicion a
contaminantes ambientales (PM, Oz, metales pesados y plaguicidas, entre otros) se
considera uno de los factores que contribuyen con los problemas en la reproduccion
humana. Se ha observado que la disminucion en la capacidad de fertilizacién de los
espermatozoides se debe a un dafio en macromoléculas como el ADN, lipidos de
membrana y proteinas. El aumento en el nimero de casos de infertilidad en los ultimos
afos ha llevado a la necesidad de recurrir a ART. Hasta el momento, los parametros
de diagnéstico de la calidad esperméatica (viabilidad, motilidad, concentracion y
morfologia espermaticas) para llevar a cabo la seleccion de los espermatozoides para
la fertilizacion no son eficientes, ya que hay espermatozoides con aparente buena
calidad que no logran fertilizar. Esto hace necesario el contar con métodos mas
eficaces para evaluar la calidad del gameto masculino, como es el nivel de dafio al
ADN vy la capacidad fertilizante de los espermatozoides, a través de evaluar la
fragmentacién del ADN y la capacidad para llevar a cabo la RA y su utilidad para
predecir el potencial fértii masculino. De igual manera, fue de nuestro interés
establecer la posible asociacion entre los parametros evaluados con los niveles de
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especies oxidantes en los espermatozoides, lo que permitird sugerir un factor

ambiental en la falla en la fertilizacién.

1.6 HIPOTESIS

La evaluacion de la funcion espermatica mediante la RA, la fragmentacion del ADN y/o
el estrés oxidante seran predictores del éxito en la fertilizacién y viabilidad de los
blastocistos.

1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo general

Evaluar la funcion acrosomal, la fragmentacion del ADN y el estrés oxidante en el
espermatozoide y su utilidad como predictores del potencial fértil masculino a través
del éxito en la FIV.

1.7.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la calidad espermética de los participantes.

2. Determinar la funcién espermatica mediante la RA.

3. Evaluar la integridad de la cromatina de los espermatozoides de los participantes.
4. Determinar el estrés oxidante en los espermatozoides de los participantes.

5. Evaluar la asociacion de la RA, fragmentacion del ADN y estrés oxidante con el éxito
en la fertilizacion y la viabilidad del blastocisto.

6. Explorar la asociacién entre la fertilidad y los parametros de calidad espermatica

(EROS, fragmentacion del ADN, RA) con factores de riesgo ambientales.

7. Desarrollar una ecuacion para predecir de manera individual el potencial fértil

masculino (tasa de fertilizacion y viabilidad del embrion).
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2. METODOS

2.1 Disefo del estudio

Se realizé un estudio epidemiologico de tipo transversal con la colaboracion del
Instituto Ingenes México. Se tuvo una muestra de 69 participantes con indicacion para
someterse a un procedimiento de FIV, este tamafio de muestra permitié un poder
estadistico del 85% calculado a partir de la asociacion de la RA con la fertilizacion y
del 87% para la asociacion del %DFI con blastocistos viables. El estudio cont6 con la
aprobacion del Comité de Etica del Instituto Ingenes (Anexo 1) y las cartas de

consentimiento firmadas por los participantes.

Se aplic6 un cuestionario a todos los participantes para conocer la historia clinica y la
posible exposicion a contaminantes ambientales (factores endégenos y exdgenos) en
el cual se incluyeron las siguientes variables: ejercicio, obesidad, consumo de
medicamentos, drogas, anabdlicos y antioxidantes, uso de bafios saunas, padecer
diabetes, hipertension, enfermedades venéreas, infecciones genitales, inflamacion de
la prostata y varicocele, presentar golpes testiculares, etc. Dentro de la exposicion
ambiental se incluyeron variables como vivienda en zonas contaminadas, cercania de
la vivienda o trabajo a vialidades altamente transitadas, a talleres de hojalateria o a
talleres mecénicos, tabaquismo, tabaquismo pasivo, consumo de alimentos a la parrilla
0 cocinados en loza vidriada, tipo y tiempo de transporte utilizado, exposicion a
plaguicidas, metales, hidrocarburos, pinturas, solventes.

2.1.1 Criterios deinclusioén

Se incluyeron hombres en edad reproductiva (hasta 55 afios) sometidos a FIV que
firmaron la carta de consentimiento informado y respondieron el cuestionario. Se
incluyeron a pacientes con indicacion para el uso de ovulos provenientes de donantes

saludables, menores de 30 afos y con fertilidad probada (embarazo previo).
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2.1.2 Variables independientes y dependientes del estudio

Como variables dependientes se consideraron la funcion acrosomal, la integridad de
la cromatina y las EROS. Como variables independientes se tomo la tasa de

fertilizacion y la tasa de blastocistos viables.

2.1.3 Variables confusoras y covariables en el éxito de la fertilizacion y

desarrollo de blastocistos viables.

Se consideraron como covariables a la exposicion a contaminantes de tipo oxidante
como la ocupacién, consumo de alimentos a la parrilla, lugar de residencia, cercania
de la vivienda a fabricas o negocios con emisiones de contaminantes, habitos como el
tabaquismo, etc. Como variables confusoras se consideraron a los factores que
pueden modificar el éxito en la fertilidad como son la edad, indice de masa corporal
(IMC), consumo de antioxidantes, enfermedades cronicas, etc.

2.2 Recoleccion de las muestras

Se obtuvo una alicuota de la muestra del semen de cada participante utilizada para el
procedimiento FIV con concentracién espermatica y volumen suficientes, a criterio del

Instituto Ingenes, para realizar los analisis descritos en la Figura 4.

2.3 Determinacion de la calidad espermatica

La calidad espermatica se obtuvo de la evaluacion realizada por el Laboratorio de
Andrologia del Instituto Ingenes, de acuerdo a los parametros establecidos por la OMS
(OMS, 2010), y para el diagnoéstico se consideraron los valores de referencia para cada
parametro: volumen (1.5 ml), concentracién (15 x 10% espermatozoides/ml), cuenta
total (35 x10° espermatozoides), motilidad (32%), morfologia de acuerdo a los criterios
de Kruger (4%), pH (> 7.1), viabilidad (35%) y concentracion de leucocitos (< 1 X
108/ml).
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MUESTRAS DE SEMEN
n= 69 pacientes

*Calidad espermatica

* Historia clinica < 1 > S‘Oll;wsr’tl'l'zmq?
* Cuesti ; ertilizacion
Hestionano *Desarrollo y calidad
del embrién

Almacenamientode la
muestra
(-20°C)

Espermatozoides
frescos (25°C)

l

Integridad de la cromatina
+ %DFI
+ % HDS

Capacidad de fertilizacion

Niveles de estrés
oxidante

* RA espontanea
* RAinducida con
ionéforo (Ca?*)

P : Ensayo de estructura
Anti-CD46-EITC 2’7 diclorofluoresceina de la cromatina

Yoduro de propidio Sytox Red espermatica (SCSA)

I Analisis Estadisticos I

Figura 4. Diagrama de la estrategia experimental. RA: Reaccion acrosomal, SCSA: Sperm
Cromatin Structure Assay; DFI: DNA Fragmentation Index; HDS: High Density Staining.

2.4  Capacitacién espermética

Se siguio la técnica de centrifugacion en gradiente de acuerdo con la OMS (OMS,
2010).

2.4.1 Principio

La técnica de centrifugacién en gradiente permite separar a los espermatozoides por
centrifugacion a través de capas de un coloide, debido a la diferencia de densidad de
los diferentes componentes seminales, la motilidad y la morfologia de los
espermatozoides. Los mas moviles (tipos A y B, progresivo rapido y progresivo lento,
respectivamente) conseguiran atravesar mas rapidamente las diferentes capas de los

gradientes hasta situarse en el fondo, mientras que los tipos C y D (lentos y sin
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desplazamiento, e inmoviles, respectivamente), junto con otros componentes
seminales (restos celulares, plasma seminal) quedan en las capas superiores del
gradiente (OMS, 2010).

2.4.2 Procedimiento

Se capacitaron dos muestras de cada paciente, una correspondiente a 10 x 10°
espermatozoides para la evaluacion de la RA y el resto de la muestra para FIV. Se
realiz6 la preparacion de los gradientes de densidad (45 y 90%) utilizando
PureSperm® 100 (Nidacon Internacional, Mélndal, Suecia) y medio de Fluido Tubal
Humano (HTF, Irvine Scientific, Santa Ana, CA, EUA). La separacion en gradiente en
mini Percoll se realiz6 de la siguiente manera: se coloco 200 ul de la fase de 90% y se
adicioné lentamente 200 pl de la fase de 45% en un angulo de 45°, sin que se
mezclaran. Se adiciondé la alicuota de semen correspondiente a 6 x 10°
espermatozoides y se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min, se retir6 el sobrenadante
dejando alrededor de 20 ul de la suspensién, se lavo con 1 ml de medio HTF
suplementado con albumina de suero humano al 10% (HSA, Invitrocare, Frederick,
MD, EUA), se centrifugd durante 10 min a 1500 rpm y se retir0 el sobrenadante. Al
boton celular se le adiciond 400 pl de medio HTF- HSA 10% durante 2 h en un angulo
de 45° a temperatura ambiente para su capacitacion y posterior uso para la RA o

fertilizacion.

2.5 Fertilizacion in vitro

2.5.1 Principio

Se siguieron los protocolos establecidos por el Instituto Ingenes para la obtencion de

ovulos y fertilizacion in vitro.

2.5.2 Estimulacion ovarica para la donacion de ovocitos

Las mujeres donadoras fueron sometidas a estimulacion ovarica mediante una
administracion diaria (8-14 dias, promedio de 10 dias) de antagonistas de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) (segun disponibilidad): 0.25 mg/dia Cetrorelix

(Cetrotide, Merck Laboratory Darmstadt, Alemania) 6 0.25 mg/dia de acetato de
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Ganirelix (Orgalutran Laboratory MSD, Kenilworth, NJ, USA) en la fase lutea después
de la menstruacion. Las gonadotropinas se ajustaron de acuerdo con los niveles
séricos de estradiol y la medicion del diametro folicular cada 2-3 dias por ultrasonido
vaginal. La estimulacion se prolongé hasta que el diametro de los foliculos principales
fue >18 mm (18-22 mm). Después se administr6 gonadotropina coriénica humana
recombinante (hCG) (Choragon 1000 IU, Laboratorio Ferring, Saint-Prex, Suiza) y se
recuperaron los ovocitos después de 36 h mediante ecografia. Todos los foliculos de
14-18 mm fueron aspirados y se asigné un promedio de 12.3 + 4.8 ovocitos a cada

participante.
2.5.3 Cultivo de embriones

Las muestras de semen se capacitaron como se describié previamente (ver seccion
2.4). La fertilizacion se realizd de la siguiente manera: los ovocitos donados (12.3 + 4.8
por participante) fueron inseminados 4 h después de la cosecha con aproximadamente
100,000 espermatozoides capacitados por ovocito en una placa previamente
preparada con medio Global Total (LifeGlobal; Petersburg, FL, USA) y una gota de
aceite mineral se coincubaron durante 19 h en 8% de CO2, 5% de O2a 37 °C y la
fertilizacion fue considerada como positiva por la formaciéon de los prondcleos. La
fertilizacion se consider6 normal si se identificaron dos pronucleos y dos cuerpos
polares, mientras que los ovocitos sin pronucleos visibles no fueron fertilizaron, y
aquellos con un solo prontcleo o mas de dos pronucleos se consideraron como
fertilizados de manera anormal. Los embriones se cultivaron en medio Global Total y
se incubaron a 37 °C en 8% de CO: hasta la etapa de blastocisto. La calidad del
embridn se control6 segun los criterios de morfologia: nimero de blastomeros y ritmo
de division, porcentaje y tipo de fragmentacion, visualizacién de los nicleos, presencia
de halo o vacuolas en el citoplasma, grosor de la zona pelicida y grado de
compactacion y simetria. Los blastocistos clasificados como 1 y 2 se consideran con
calidad 6ptima y capacidad de implantacion maxima/buena, los blastocistos de grado
3 calidad intermedia y los blastocistos clasificados como 4 se consideraron de mala
calidad con baja probabilidad de implantacion. En este estudio, los blastocistos de

grados 1-3 se consideraron viables y adecuados para la transferencia. Un embriélogo
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monitored y registro diariamente la informacién sobre la fecundacion y la calidad del

embrioén.

2.6 Evaluacién de lareaccién acrosomal

2.6.1 Principio

Se utilizoé el anticuerpo anti CD46, el cual reconoce a la proteina CD46 localizada
exclusivamente en la membrana acrosomal interna del espermatozoide, por lo que solo
reacciona cuando se ha perdido el contenido acrosomal, ya sea de manera
espontanea o después de la induccién in vitro de la RA con un ionéforo de Ca?*
(Carver-Ward et al., 1996a).

2.6.2 Procedimiento

Una vez recuperados los espermatozoides por el método del gradiente de Percoll y
capacitados (6 x 10° células iniciales) (Ver seccién 2.4) se separaron en cuatro tubos
(100 pl cada uno). A dos de los tubos se les adicion6 10 pl del anticuerpo anti CD46-
FITC (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA) por 30 min a temperatura ambiente en la
oscuridad. Posteriormente se realizé un lavado con medio HTF y centrifugacién a 1500
rpm/5 min a temperatura ambiente. El botdén se suspendié en 300 pl de PBS y se le
agrego yoduro de propidio como marcador de viabilidad (1 pg/ml, Sigma-Aldrich, San
Luis, MO, USA). Este procedimiento se realiz6 para evaluar la RA espontanea (RAe),
la cual indica la pérdida prematura del acrosoma. Para determinar la RA inducida in
vitro (RAI), la cual representa la funcionalidad del acrosoma como respuesta a un
inductor, posterior a la capacitacion, a los dos tubos restantes se les realizé un lavado
con 500 pl de HFT sin HSA, debido a que ésta puede tener afinidad por el inductor
(Tateno et al.,, 2013) y se centrifugd a 1500 rpm/5 min. Una vez retirado el
sobrenadante se adicioné un ionéforo de Ca?* (A23187, Sigma-Aldrich, San Luis, MO,
EUA) inicialmente diluido en DMSO (1 mg/ml), después a una concentracion final de
20 pM diluido en medio HTF sin albumina y se incub6 durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se realizé un lavado con medio HTF y centrifugacion a 1500
rom/5 min a temperatura ambiente y se realizé el marcaje con el anticuerpo CD46-

FITC y yoduro de propidio como se describié anteriormente para la RAe.
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La evaluacion se realiz6 mediante citometria de flujo con el equipo BD Accuri™ C6, el
registro de la fluorescencia verde (FITC) se realiz6 a través de un filtro de 488 nm,
mientras que el registro de la fluorescencia roja (YP) a través de un filtro de 575 nm.
Se evaluaron 10,000 eventos por duplicado para ambos parametros y se expresaron
en porcentaje: RAe y RAi. Como control se analiz6 una muestra blanco de cada
paciente para la localizacion de la poblacion y el registro de la auto fluorescencia de la
muestra. El resultado de espermatozoides sin acrosoma es representado por el
porcentaje de células vivas positivas a FITC (acrosoma ausente). También se
consider6 el indice de respuesta del acrosoma al reto con ion6foro (ARIC: Acrosome

Response to Inophore Challenge) correspondiente a la RAi menos la RAe.

2.7 Evaluaciéon del dafio al ADN

Se empleo la técnica de SCSA mediante citometria de flujo (Evenson, 2013).

2.7.1 Principio

La técnica de SCSA se basa en la deteccion de la fragmentacion del ADN espermatico
y la condensacién de la cromatina mediante citometria de flujo empleando el
fluorocromo catidénico naranja de acridina (NA); la NA emite fluorescencia verde al
unirse a la doble cadena del ADN (ADN integro) y de color rojo al intercalarse con la
hebra sencilla (ADN dafado) (Evenson, 2013).

2.7.2 Procedimiento

Se tomd una alicuota de 2 x 10° espermatozoides diluida en 1 ml del amortiguador
TNE (Tris-HCI 0.01 M, NaCl 0.15 M, EDTA 1mM, pH 7.4 a 4 °C) que se resguardo a -
70 °C hasta su andlisis. Una vez descongelada la muestra a 37 °C, se tomo 200 pl de
la suspensién y se le agreg6 400 pl de la solucion de detergente acido (NaCl 0.15 M,
HCI 0.08 N, Triton X-100 0.1%, pH 1.2 a 4 °C). Treinta segundos después se agrego
1.2 ml de la solucion de tincion de NA (6 pg/ml a 4 °C). Para la preparacion correcta
de los reactivos ver Evenson (2013). Transcurridos 3 min de la reaccion, la muestra se
analizo por citometria de flujo manteniendo la ubicacion de la poblacion principal en
los canales 450 + 5 para FL1 (verde) y 125 + 5 para FL3 (rojo), y un flujo bajo < 200

células/seg. Se evaluaron 5,000 eventos por duplicado de cada muestra y se
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analizaron mediante el Sofware SCSA®. El resultado se reportd como el porcentaje de
células con indice de fragmentacién del ADN (%DFI) y de espermatozoides con alta
tincion del ADN (%HDS).

2.8 Evaluacion de los niveles de EROS en los espermatozoides

2.8.1 Principio

Se utilizé la sonda 2',7"-diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) como indicador de la
formacion de EROS; la DCFH-DA es permeable a la célula y por accién de las
esterasas celulares sufre una ruptura en el grupo diacetato, formando el DCFH, el cual
es oxidado en presencia de EROS como el peroxido de hidrogeno (H202) y forma un
producto altamente fluorescente llamado diclorofluoresceina (DCF), el cual es
detectado por citometria de flujo a una longitud de onda de 498/522 de

excitacion/emision, respectivamente.

2.8.2 Procedimiento

Se tomd una alicuota de semen correspondiente a 0.5 x 10° espermatozoides que fue
incubada en 500 pl de PBS y 2.5 pl de la sonda DCFH-DA (5 uM concentracién final)
(Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA), al mismo tiempo se adicioné 0.5 pl de un
marcador de viabilidad, SYTOX® Red (5 nM concentracién final, Molecular Probes®
Eugene, OR, USA). Se evaluaron 10,000 eventos por citometria de flujo con el equipo
BD Accuri™ C6, el registro de la fluorescencia de la DCF se realiz6 con un filtro de
488 nm (FL1-FITC), mientras que para el registro de la fluorescencia de SYTOX® Red
se utilizé un filtro de 635 nm (FL4-APC). Como resultado se consideré la intensidad
media de fluorescencia (IMF) de las células positivas para la DCF (EROS) y negativas

para SYTOX® Red (vivas) obtenidas con el software BD Accuri C6.

2.9 Andlisis estadistico

Se realiz6 la estadistica descriptiva (porcentajes, mediana y/o media + DE o EE) para
las caracteristicas generales de los participantes, los parametros de calidad
espermatica de la OMS y los parametros de funcidén: RA, integridad de la cromatina

espermatica y EROS. La asociacion de los pardmetros analizados con la fertilizacién
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y la viabilidad del embrion se evalu6é a través de una regresion lineal simple. Se
realizaron andlisis de regresion lineal multivariada, incluyendo las variables que en las
regresiones lineales simples resultaron asociadas con la tasa de fertilizacion o

blastocistos viables.

A partir de los modelos multivariados finales se desarrollaron los modelos logit,
categorizando la variable de fertilizacion en > 60 y < 60% y la variable de blastocistos
viables en > 40 y < 40%. A partir de los valores de las betas () del modelo logit se usé
la funcion logistica para desarrollar la ecuacién de prediccion para la probabilidad de
tener fertilizacién > 60% y/o blastocistos viables > 40% de cada paciente utilizando la
siguiente funcion:

eBotB1X1+B2Xz...fnXn

p= 1 + eBotB1X1+B2X2..BnXn

En donde:

B= probabilidad de tener fertilizacion > 60% y/o blastocistos viables > 40%

Bo= beta constante del modelo (probabilidad basal de que el evento ocurra cuando Xi,
X2, Xs... tengan valor cero)

B1,2.3 etc.= beta correspondiente a cada variable incluida en el modelo logit

X1,2,3, etc.= resultado del paciente para cada variable del modelo

A partir de una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) se probaron diversos
puntos de corte para determinar si la probabilidad dada por la formula se clasificaba
como positiva. Se obtuvieron los valores del area bajo la curva, sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN), falsos
positivos y falsos negativos para el modelo logit de fertilizacién y blastocistos viables.
Por otro lado, se realizaron modelos de regresion lineal simple y multivariada para
explorar si los factores de riesgo ambientales se asociaban con la alteracion en los
parametros de funcion espermatica (RA, integridad de la cromatina y EROS) o con la
fertilizacion y viabilidad del embrion. Se establecio un valor de significancia de p <0.05
en todos los analisis estadisticos y se utilizé el paquete estadistico STATA v. 12.0
(Stata Corp, College Station, TX).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracteristicas generales de la poblacidén de estudio

La poblacion participante fue de 89 pacientes de Ingenes, de los cuales 20 fueron
excluidos del estudio debido a que no respondieron el cuestionario o a que el
procedimiento de reproduccion asistida fue cambiado de FIV a ICSI a criterio de los
bidlogos del laboratorio, por lo que la poblacion final fue de 69. La tasa de respuesta
del estudio fue de 86%. La media de edad de los participantes fue de 40.05 = 6.08
afos, en un rango de 28 a 55 afos; el peso medio fue de 85.17 + 14.03 kg y la talla de
1.73 £ 0.06 m, como resultado, considerando el indice de masa corporal (IMC), 11.6%
de los participantes tuvo peso normal, mientras que 88.4% estaba en sobrepeso u
obesidad. El 56.5% de los participantes residian en la Zona Metropolitana del Valle de
México (ZMVM) al menos durante el ultimo afio; 78.2% tuvo un nivel escolar de
licenciatura-posgrado, 14.5% tenia una carrera técnica o preparatoria, mientras que el
resto de los participantes concluy6 al menos el nivel de secundaria. Ninguno de estos

parametros resulté asociado con la fertilidad masculina en este estudio.

En cuanto a los datos de FIV, estos se muestran en la Tabla 1. La media de 6vulos
utilizados para cada paciente fue de 12.34 + 4.85, los cuales fueron donados por
mujeres sanas con probada fertilidad, con una media de edad de 24.6 + 3.2 afos; el
porcentaje de fertilizacion fue de 60.3 £ 20.2%, y de estos cigotos, Unicamente 49.8 +

31.3% lograron un desarrollo viable para su transferencia o congelacion.

3.2 Calidad de semen de acuerdo con los parametros de la OMS y su

asociacion con la fertilidad

La muestra de semen empleada para las determinaciones de este estudio se tomé del
semen utilizado por el laboratorio de andrologia para el procedimiento FIV, por esta
razon, los resultados de la espermatobioscopia se consideraron de la muestra fresca,
incluyendo el volumen, concentracién espermatica, cuenta total, motilidad, morfologia,

pH y concentracion de leucocitos, mientras que el resultado de la viabilidad de los
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espermatozoides se tomo del andlisis de citometria de flujo empleando la sonda Sytox
Red®. Los valores de la media para cada parametro evaluado se muestran en la Tabla
2. En cuanto al diagnéstico de acuerdo con los valores normales de la OMS (2010),
66.7% de los pacientes fueron normospérmicos, 26.1% teratospérmicos (morfologia
normal baja), 5.8% astenoteratospérmicos (motilidad y morfologia normal baja),

mientras que solo 1.4% presentaron hipospermia (volumen bajo).

Tabla 1. Resultados del procedimiento FIV de los participantes.

Variable Media + DE Rango
Ovulos donados 12.3+ 4.8 2-24
Fertilizacion (%)* 60.3 £ 20.2 18.7 - 100
Blastocistos viables (%)** 49.8 £ 31.3 0 - 100

*Definida como los 6vulos que muestran 2 pronucleos y 2 cuerpos polares. **Blastocistos
viables en el dia de la transferencia con respecto a la tasa de fertilizacion.

Tabla 2. Resultados de la calidad de semen de los participantes.

Parametro Media + DE Rango Valor de la
OMS*
Volumen (ml) 28+1.24 1.2-6.6" 15
Concentracion (x10%ml) 77.8+44.16 16 - 230 15
Cuenta total (x 10°) 231.8 + 177.86 36 - 1016 35
Motilidad (%) 52.6 + 16.35 6-78* 32
Morfologia (%) 3.7+1.47 1-7° 4
pH 8.4+0.57 7-9* >7.1
Viabilidad (%) 75.6 £ 10.69 53.8-93.4 35
Leucocitos (1x10%/ml) 0.5+0.61 0-35" <1

* Valores de referencia de la OMS, *Parametros en los cuales uno o mas participantes se
encontraron fuera de los valores de referencia. n = 69

Se realizé un analisis de regresion para determinar la asociacion entre la calidad

espermatica evaluada por los criterios de la OMS con los resultados del tratamiento
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FIV (Tabla 3); unicamente la morfologia se asocié positivamente con la tasa de

fertilizacion.

Tabla 3. Asociacion bivariada entre los parametros de la OMS y FIV.

Coeficiente beta /R?
Variable P - .
Fertilizacion Blastocistos viables
(IC95%)* (IC95%)*
0.86 / 0.003 -2.55/0.010
Volumen (mf) (-3.09, 4.81) (-8.67, 3.56)
Concentracién (x10%ml) '((_)60120/ %301()) ?887/ 060225)
0.00/0.003 -0.04/0.000
Cuenta total (x10°) (-0.02, 0.03) (-0.03, 0.04)
. 3.19/0.000 -0.13/0.003
0,
Motilidad (%) (-0.31, 0.37) (-0.66, 0.40)
, 3.56 / 0.054 -2.75/0.013
0,
Morfologia (%) (0.05,7.18)" (-8.48, 2.98)
o 0.20/0.012 -0.20/ 0.004
[0)
Viabilidad (%) (-0.24, 0.66) (-0.90, 0.50)
H -0.92/ 0.000 -5.79/0.011
P (-9.29, 7.44) (-18.71, 7.12)
. . -3.93/0.015 -9.35/0.035
Leucocitos (x10%ml) (-11.66, 3.80) (-21.23, 2.52)

+ IC: intervalo de confianza del 95 %. * p = 0.05. n = 69.

3.3 Evaluaciéon de laRA y su asociacién con la fertilidad

Para la evaluacion de la RA se consideré el porcentaje de células vivas (negativas a
yoduro de propidio) y positivas al anticuerpo CD46 (YP/CD46%) (Figura 5) y se
determinaron dos tipos de reaccion: RAe y RAi. La RAe evalla a aquellos
espermatozoides que pierden el acrosoma durante la preparacion de la muestra para
el procedimiento FIV, que incluye la separacién por gradiente de densidad y la
capacitacion, por lo cual, un valor de RAe alto se considera un resultado negativo. La
RAI considera el porcentaje de células que pierden el acrosoma después de la
preparacion de la muestra y de la induccion in vitro de la reaccion con un ionoforo de
Ca?* por lo cual, un valor de RAi alto se considera como un resultado positivo, ya que
indica la funcionalidad del espermatozoide. Una vez obtenidos los valores de RAe y
RAI se obtuvo el ARIC, el cual resulta de la resta de la RAi menos la RAe, cuyo valor
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resultante es el porcentaje real de respuesta de una muestra espermatica cuando se
induce una respuesta similar a lo que ocurre en condiciones fisiolégicas (incremento

del Ca?*intracelular que dispara la RA).
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Figura 5. Andlisis por citometriade flujo de la RAe y RAi en células espermaticas. Células
muertas con o sin acrosoma (YP*/CD46 o YP*/CD46", puntos rojos), células vivas con
acrosoma (YP/CDA46, puntos rosas), y las células vivas que perdieron el acrosoma (YP-
/CD46", puntos azules). A) Muestra representativa de las células con RAe (YP/CD46", azul);
B) Muestra representativa de las células con RAi después del tratamiento con ion6foro de Ca?*.

Los valores de la media de RAe, RAI y ARIC de los patrticipantes fueron de 3.2 + 1.8%
para RAe, con un maximo de 9.0% y un minimo de 0.4% de pérdida espontanea del
acrosoma,; el RAI tuvo una media de 13.4 £ 4.2%, con un nivel maximo alcanzado de
26.9% de induccion y un minimo de 0.8%, mientras que el ARIC fue de 10.3 £ 5.0%.
Al realizar la asociacion lineal simple entre la RA y la tasa de fertilizacion se observo
una asociacion significativa en los tres parametros evaluados para la RA (Figura 6):
para la RAe se obtuvo una asociacion negativa, es decir, por cada unidad de RAe
disminuy6 5.9% la tasa de fertilizacion (B = -5.92, r>=0.26, p < 0.001); para la RAI, la
asociacion fue positiva (B = 1.83, r>=0.13, p = 0.001), al igual que para el ARIC (B =
2.10,r>=0.25, p <0.001). Parala asociacion entre la RAy el desarrollo de un embrién
viable para transferencia, Unicamente se encontré una asociacion entre la RAe con
una disminucion de 0.01% en la tasa de blastocistos viables (B = -0.01, r>=0.04, p =

0.04) (Figura 7), mientras que no hubo asociacién con la RAi o el ARIC.
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Figura 6. Asociacién entre la RA y la tasa de fertilizacion por FIV. A) Asociacién negativa
entre la RAe y la fertilizacion (B = -5.92, r>= 0.26, p < 0.001). B) Asociacién positiva entre la
RAe vy la fertilizacion (B = 1.83, r?=0.13, p = 0.001). C) Asociacién positiva entre el ARIC y la
fertilizacion (B = 2.10, r*=0.25, p < 0.001). n = 69
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Figura 7. Asociacién negativa entre la RAe y el % de blastocistos viables (8 =-0.01, r’=
0.04, p=0.04,). n=69

3.4 Integridad de la cromatina espermatica y su asociacion con la fertilidad

Para conocer la integridad de la cromatina espermatica en los pacientes se utilizo la
técnica de SCSA, la cual arroja dos resultados relacionados que incluyen el %DFI que
representa la fragmentacion del ADN espermatico, y el %HDS que indica la

condensacion de la cromatina.

La media del %DFI obtenido de los participantes fue de 21.8 + 6.3%, mientras que la
media del %HDS fue de 7.1 + 3.5%. EIl 33.3% de los pacientes tuvieron un valor de
%DFI > 25, considerado de pobre capacidad fértil (Evenson, 2013). Basandose en el
valor del %DFlI, la calidad del ADN espermatico se puede clasificar en cuatro
categorias: excelente (< 15%) con 15.9% de los participantes; buena (>15 a < 25%) el
60.9% de los participantes; pobre (> 25 a < 50%) con 23.2% de los participantes vy,
finalmente, la categoria muy mala (< 50%), en la cual no se encontré algun
participante. Por otro lado, el valor maximo de %HDS en este estudio fue de 16% y

anicamente se observo en un paciente, el valor de referencia es de 25%.
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Al realizar el analisis de regresion lineal entre la integridad de la cromatina (%DFI y
%HDS) con el porcentaje de blastocistos viables se observéd una asociacion negativa
con el %DFI (B =-1.77, r?=0.11, p = 0.003), es decir, se observé una disminucién de
1.8% en los blastocistos viables de los participantes (Figura 8-A), mientras que no

hubo asociacion con el %HDS (Figura 8-B).
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Figura 8. Asociacion entre la integridad de la cromatina espermatica y el desarrollo de
blastocistos viables. A) Asociacidn negativa entre el %DFI y el % de blastocistos viables (8
=-1.77,r?=0.11, p=0.003). B) Asociacion no significativa entre el %HDS y el % de blastocistos
viables (B =-0.52, r>=0.01, p=0.62). n = 69
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3.5 Niveles de EROS en los espermatozoides

Para establecer los niveles de EROS en los participantes se consideré el valor de la
media de fluorescencia de la DCF de las células vivas (negativas a Sitox Red®)
(Figura 9). Se observo una media de 1389.08 + 981.80 unidades de fluorescencia en
76.5 + 10.8% de las células vivas, con un rango amplio de 289.87 a 5005.07 unidades

de fluorescencia.
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Figura 9. Niveles de estrés oxidante en los espermatozoides de los participantes. A)
Células sin marcaje. B) Células marcadas con DCF y Sitox Red®. La poblacion de células
muertas (Sitox Red®*, cuadrante 1) y la poblacién de células vivas (Sitox Red®-, cuadrante 3).
Todas las células se consideran DCF*. DCF, diclorofluoresceina.

Debido a la importancia de las EROS en el dafio a macromoléculas, se realizaron los
analisis de asociacién con los parametros de calidad espermética de la OMS vy los
parametros de funcion espermatica evaluados en este trabajo (RA e integridad de la
cromatina). No se encontré asociacion con la mayoria de los parametros de la OMS,
excepto una asociacién marginal con la motilidad, en donde por cada unidad de cambio
en la fluorescencia disminuyé 0.002% la motilidad esperméatica. Considerando que las
unidades de EROS pueden ser de miles, la disminucion en la motilidad puede ser de
hasta el 2.0% (Figura 10).
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Figura 10. Asociacion entre las EROS y la motilidad espermatica. (= -0.002, r>= 0.02,
p=0.09). n=69

Por otro lado, los niveles de EROS no parecieron afectar significativamente a la RA.
Sin embargo, el incremento de EROS si se asocid de manera positiva con el
incremento en la fragmentacion del ADN (%DFI) (8 = 0.001, r2=0.05, p = 0.02) y con
el incremento en la compactacion de la cromatina (%HDS) (B = 0.001, r2=0.08, p =
0.01) (Figura 11).

3.6 Factores ambientales asociados con la alteracién en la fertilidad

A través de un cuestionario estructurado que se les aplico a los participantes se obtuvo
informacion sobre factores de riesgo ambientales, habitos y enfermedades que pueden
alterar la fertilidad (ver la seccién 3.1), ya sea porque modifican los parametros de
funcién espermatica evaluados durante este estudio (RA, fragmentacion del ADN,

EROS) o su asociacion con las tasas de fertilizacion y de blastocistos viables.
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Figura 11. Asociacion positiva entre las EROS y la integridad de la cromatina
espermatica. A) Incremento de %DFI por las EROS (B = 0.001, r>= 0.05, p = 0.02). B)
Incremento del % HDS por las EROS (8 = 0.001, r?=0.08, p = 0.01). n =69

3.6.1 Asociacion entre los factores ambientales de riesgo con la fertilizacion y

los blastocistos viables

Se observd una asociacidon positiva entre la tasa de fertilizacion con la residencia de
los participantes en la ZMVM (B = 11.37, r?=0.06, p = 0.01). En cuanto a la asociacién
entre algunos factores de riesgo ambientales y la tasa de blastocistos viables, se

encontré una asociacion marginal entre el consumo de antioxidantes y un aumento de
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17% en la tasa de blastocistos viables (8 = 17, r>=0.04, p = 0.08). También se observé
una asociacién marginal entre el consumo de medicamentos con un incremento de
15.2% en el desarrollo de blastocistos viables (B = 15.2, = 0.04, p = 0.07). No fue
posible establecer la asociacion con algun medicamento en especifico. No se pudo
obtener un modelo final para los factores ambientales con la fertilizacién o viabilidad
del embrion, ya que las variables significativas en la regresion lineal simple perdieron

significancia al incluirlas en un modelo multivariado.

3.6.2 Asociacion entre los factores ambientales de riesgo con los parametros

de funcion y calidad espermaética

Para la RAe, se observé una asociacibn marginal positiva con la cercania de la
vivienda o trabajo a vialidades altamente transitadas (p=0.07, p=0.90, r’=0.04), asi
como a herrerias (B = 1.04, r>=0.04, p = 0.04). La RAi no se asoci6 con alguno de los
factores evaluados, mientras que el ARIC se asocio negativamente con la cercania de
herrerias (B =-3.20, r=0.06, p = 0.03). También se encontré una asociacién marginal
entre la cercania de la vivienda o trabajo de los participantes a herrerias con un
incremento en el %DFI de 3.8 (p = 0.06, B = 3.8, r>= 0.04). No se observd alguna
asociacion entre el %HDS con los factores ambientales de riesgo. El incremento en
las EROS se asocié de manera positiva con la exposicion al humo de segunda mano
(B =495.09, r2=0.04, p = 0.03) y con la residencia de los participantes en la ZMVM (B
= 509.59, r>= 0.05, p = 0.03), y finalmente con una disminucién con el consumo de

antioxidantes como la vitamina E (B = -559.90, r>= 0.06, p = 0.01).

Se prob6 un modelo multivariado para saber si las asociaciones observadas en el
modelo de regresion lineal simple explicaban alguna alteracion en la RA o el %DFI, o
en el incremento de las EROS, sin embargo, no se obtuvo un modelo que pudiera
ajustarse, y las variables que fueron significativas en la regresion lineal perdieron

significancia.
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3.7 Modelo de prediccion de la tasa de fertilizacion in vitro

Se realiz6 el analisis de regresion lineal multivariada incluyendo en el modelo aquellas
variables que resultaron asociadas con la fertilizacion en los modelos de regresion
lineal simple (RAe, RAI, ARIC, morfologia buena y el tiempo de residencia en la
ZMVM), y algunas variables generales de ajuste como edad, IMC, escolaridad, etc. Se
obtuvieron tres modelos de asociacion entre los tres tipos de RA y la fertilizacion
ajustados por la morfologia espermatica; dado que el ARIC es un indice obtenido de
la RAe y RAI, en este modelo, éste se considerd6 como el mas representativo de la

funcién espermatica (Tabla 4).

Tabla 4. Modelo multivariado del éxito en la fertilizacion in vitro.

Coeficiente beta EE p r
(IC95%)*
ARIC 2.25 0.4012 0.0001 0.34
(1.45 — 3.05)

Modelo ajustado por el porcentaje de morfologia espermética evaluada por los criterios de
Kruger. *Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.

Para establecer si la asociacion observada con el ARIC podia mantenerse cuando se
dividia a la poblacion como éxito/no éxito de fertilizacién, se desarroll6 un modelo logit
categorizando a la variable de fertilizacion en > 60 y < 60%, utilizando las variables
ARIC y morfologia como variables continuas (Tabla 5). Esta categorizacion se hizo
considerando que las tasas de fertilizacion en la clinica donde se desarroll6 el estudio

se consideran buenas cuando se obtiene entre el 50 y 60%.

Una vez que se confirmaron las asociaciones en el modelo logit, se utilizo la funcion
logistica del modelo para desarrollar la ecuacién final para predecir el éxito individual
en la tasa de fertilizacion. En la ecuacion final se utilizan los valores de las betas (3)

de la tabla 6 para obtener la probabilidad de un paciente de tener fertilizacion > 60 %:
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eBotB1X1+B2Xz..fnXn

p= 1 + eBotBi1X1+B2X2..0nXn

En donde:

Bo= beta constante del modelo (probabilidad basal si X1y X2 valieran cero) (-4.58)
B1= beta correspondiente al ARIC en el modelo (0.24)

B2=beta correspondiente a la morfologia en el modelo (0.59)

X1,2= Resultado de cada prueba diagndstica

De esta manera, la ecuacion final para conocer la probabilidad de un paciente de tener
fertilizacion > 60%, tomando en cuenta la prueba de RA (ARIC) y la morfologia
espermatica quedaria de la siguiente manera (Ecuacion 1):

o ((—4.58)+(0.24) (x1)+(0.59) (x2))
P=7 1 o (—458)+(024)(x)+(0.59)(x2))

Ecuacion 1. Prediccién individual para el éxito en la tasa de fertilizacion.

Tabla 5. Modelo logit para el éxito en la tasa de fertilizacion 260%

Fertilizacién > 60% Coeficiente beta EE p xz
(IC95%)*

ARIC 0.24 0.06 0.000 0.000
(0.10 — 0.37)

Morfologia 0.59 0.23 0.01
(0.14 — 1.04)

Constante -4.58 1.32 0.001
(-7.17 a-1.98)

*Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.

Posteriormente se realizo el analisis de la curva ROC y para este modelo de prediccion
(AUC = 0.803, 95%CI: 0.717, 0.888, p < 0.001) se calcularon los posibles puntos de
corte para determinar cuando una probabilidad se clasificaria como positiva. Asi, se
encontré que el corte de 0.65 de probabilidad de clasificar a un paciente como positivo
(fertilizacion > 60%) permitié tener una buena sensibilidad (63.1%), especificidad

(80.6%), valor predictivo positivo (80%) y valor predictivo negativo (64.1%); es decir, si
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la probabilidad de un paciente es > 0.65 (a partir de la ecuacion de prediccion de la

figura 14), su diagndstico individual es que su fertilizacion sera > 60%.

Finalmente se hizo la validacion de la formula de prediccidn con nuestra base de datos,
calculando para cada paciente la probabilidad de tener una fertilizacion > 60%
utilizando sus respectivos resultados de ARIC y morfologia. Se encontré que la
prediccidon de probabilidad coincidio con el resultado de la fertilizacion FIV en el 74%
de los pacientes. Con esto, se puede sugerir que la combinacion de la evaluacion de
la RA y la morfologia espermética son herramientas adicionales para predecir el éxito
de la fertilizacién con una especificidad del 80.6%.

3.8 Modelo de prediccién para la tasa de blastocistos viables

De manera similar al modelo de fertilizacion, se desarroll6 un modelo de prediccién
para la tasa de blastocistos viables durante un ciclo de FIV; partiendo de la asociacion
entre la tasa de blastocistos viables y la fragmentacion del ADN (%DFI) se probaron
los modelos con otras variables de ajuste como edad, IMC, escolaridad, etc. Sin
embargo, no se observaron variables que modificaran la asociacion entre la tasa de
blastocistos viables y el %DFI, por lo cual, el modelo final se mantuvo como la

regresion lineal simple (Tabla 6).

A partir del modelo anterior se realizé el modelo logit, utilizando un punto de corte para
la variable de blastocistos viables de > 40%, este porcentaje se considera alto en
clinicas de reproduccién asistida para blastocistos que pueden usarse para

transferencia; la variable de %DFI| se mantuvo continua (Tabla 7).

Tabla 6. Modelo de regresion lineal simple para el desarrollo de blastocistos
viables.

Blastocistos Coeficiente beta EE p r2

viables 2 40% (1C95%)*

% DFI -1.77 0.56 0.003 0.11
(-2.91 a -0.64)

*Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.
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Tabla 7. Modelo de logit para el desarrollo de blastocistos viables > 40%.

Blastocistos Coeficiente beta EE p xz
viables 2 40% (IC95%)*
%DFI -0.19 0.05 0.001 0.0001
(-0.30 a -0.07)
Constante 511 1.36 0.000
(2.44-7.7)

*Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.

Usando la funcion logistica y los valores de las betas (B) del modelo logit para
blastocistos viables, se obtuvo la ecuacion de prediccion individual para tener una

probabilidad de tener blastocistos viables > 40%:

eBotB1X1+B2Xz...fnXn

p= 1 + eBotB1X1+B2X2..BnXn

En donde:

Bo= beta constante del modelo (probabilidad basal si X1 fuera cero) (5.11)
B1= beta correspondiente al % DFI en el modelo (-0.19)

X1= Resultado de cada prueba diagnostica

Asi, la ecuacion final para conocer la probabilidad de un paciente de tener blastocistos
viables por FIV > 40% cuando se le emplea el dato de %DFI, quedaria de la siguiente

manera (Ecuacion 2):

o ((5.11)+(~0.19)(x1)

pP= 1 + e((311)+(=0.19)(x1)

Ecuacion 2. Prediccion individual para el desarrollo de blastocistos viables.

De manera similar al modelo de prediccion de la fertilizacion, para determinar el punto
de corte para clasificar como positiva la probabilidad obtenida de la ecuacion, se utilizé
la curva ROC (AUC =0.773, 1C95%: 0.673, 0.873, p < 0.0002), obteniendo el punto de
corte de 0.70 como Optimo, ya que proporciond una buena sensibilidad (72.3%),
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especificidad (68.2%), valor predictivo positivo (VPP = 82.9%), valor predictivo
negativo (VPN = 53.6%), falsos positivos (31.8%) y falsos negativos (27.7%), es decir,
si el valor de probabilidad de la ecuacién es > 0.70, el pronéstico del paciente es que

tendra > 40% de blastocistos viables.

Posteriormente se realizo la validacion de la ecuacién de prediccion con nuestra base
de datos, calculando para cada paciente la probabilidad de tener blastocistos viables
> 40%, utilizando el resultado de SCSA (%DFI); la prediccion de la probabilidad
coincidié con el resultado de la tasa de blastocistos viables (tuvo o no méas de 40% de
blastocistos viables) en el 72.5% de los pacientes. Con lo anterior, podemos sugerir
que la incorporacién de la técnica de SCSA al procedimiento de evaluacion
espermatica en un laboratorio de andrologia contribuye a tener una buena prediccion

acerca de la capacidad espermatica de un individuo para formar blastocistos viables.

3.9 Modelo de prediccion en pacientes normospérmicos

Adicionalmente, considerando solamente a los participantes normospérmicos (n = 46),
se obtuvieron asociaciones similares entre la tasa de fertilizacion y RAe (B =-7.39, p <
0.0001), RAI (B = 2.30, p <0.0001) y ARIC (B = 2.57, p < 0.0001); y entre el %DFl y la
tasa de blastocistos viables (B = -2.18, p < 0.001). Por otro lado, los modelos de
prediccion para el ARIC y la tasa de fertilizacién (Tabla 8) y el %DFI con la tasa de
blastocistos viables (Tabla 9) fueron muy similares a los que incluyeron a todos los

pacientes.

Tabla 8. Modelo logit para el éxito en la tasa de fertilizacion en hombres
normospérmicos.

Fertilizacién Coeficiente beta EE p xz
> 60% (1C95%)*
ARIC 0.43 0.12 0.001 0.000
(0.18 — 0.68)
Constante -3.47 1.17 0.003
(-5.77 a-1.17)

*Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.
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Tabla 9. Modelo logit para el éxito en la tasa de blastocistos viables en hombres
normospérmicos.

%DFI -0.22 0.07 0.002 0.000
(-0.37 a -0.08)

Constante 5.30 1.63 0.001
(2.09 - 8.51)

*Intervalo de confianza del 95%. EE, error estandar.
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4.0 DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad y funcibn esperméticas para
desarrollar un perfil de pruebas que permitan predecir el potencial fértil masculino, a
través de la tasa de fertilizacion y de blastocistos viables obtenidos de FIV. Adicional
a los pardmetros de la OMS, se incluyeron tres parametros de la funcién y calidad
espermética (integridad de la cromatina, RA y EROS) previamente reportados en la
literatura de manera separada, y cuya evaluacion pudiera aplicarse simultaneamente
para predecir el potencial fértii masculino. Ademas, para la eleccion de estos
parametros se considero el tiempo y el costo de cada analisis, de manera que fuera

viable su incorporacion en la clinica.

4.1 Caracteristicas generales de la poblacién de estudio

La edad promedio de los participantes fue de 40.0 £ 6.1 afios, con grado académico
de licenciatura principalmente (47.8%) y siendo la mayoria residentes de la ZMVM
56.5%. Un porcentaje minimo de participantes eran fumadores (5.8%) y pocos tenian
un diagnéstico de enfermedad (4.3% de hipertension, 8.7% de varicocele y 7.2% de
infeccion genital). Para el IMC, el 52.2% estuvo por arriba de > 25y el 36.2% > 30, lo
que indica que la mayoria estaba en sobrepeso u obesidad de acuerdo con la
clasificacion de la OMS. Segun la investigacion clinica, en los hombres con sobrepeso
u obesidad aumentan los niveles de estrés oxidante, lo que puede disminuir la calidad
de los espermatozoides, incluida la concentracion, la motilidad y la RA, aumentar el
dafio en el ADN espermético y disminuir la tasa de implantacion embrionaria,
comparados con los de los hombres con IMC normal (Dupont et al., 2013; Jensen et
al., 2004). En este estudio no se obtuvieron asociaciones entre el IMC y los parametros
anteriores, esto podia deberse a que casi el 90% de los participantes no estan en un
rango de peso normal, por lo cual no es una variable discriminatoria en esta poblacion.
Ademas, el 56.5% reportd el consumo frecuente de antioxidantes (> 3 veces a la
semana), lo cual podria ser una atenuante al dafio que podria generarse por el estrés

oxidante debido a la obesidad.
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4.2 Calidad de semen de acuerdo con los parametros de la OMS y su

asociacion con la fertilidad

La espermatobioscopia es actualmente la herramienta basica utilizada en todos los
laboratorios de andrologia para proporcionar informacion acerca del potencial fértil
masculino; ésta se basa en el “Manual de laboratorio de la OMS para el examen y
procesamiento del semen humano” que sirve de guia para evaluar la calidad seminal,
en el cual se incluye la evaluacion de la licuefaccién, volumen, color, pH,
concentracion, motilidad, viabilidad y morfologia de los espermatozoides vy
concentracion de leucocitos. En este estudio, la mayoria de los participantes se
clasificaron como normospérmicos (66.7%), el 26.1% con morfologia mala
(teratospermia), el 5.8% con motilidad y morfologia bajas (astenoteratospermia), y el
1.4% con volumen bajo (hipospermia); sin embargo, este diagnostico solo refleja
aspectos externos de la calidad de semen baja que en la mayoria de los casos no se

puede asociar con el potencial fértil masculino.

Varios estudios han demostrado que los parametros de la OMS no pueden discriminar
entre hombres fértiles y aquellos con problemas de fertilidad. Nallella y colaboradores
encontraron en un grupo de 91 donantes normales y 166 hombres con problemas de
infertilidad, que la motilidad y la concentracidbn espermatica no son capaces de
determinar el potencial fértil masculino, ya que el 54% de los hombres fértiles tenian
motilidad baja, mientras que la concentracibn era muy similar en ambos grupos
(Nallella et al., 2006). De manera similar, en un estudio de 430 parejas de la poblacion
general se demostré que niveles altos de volumen, concentracién y motilidad no se
asociaron con mejores tasas de embarazo (Bonde et al., 1998). En el presente estudio,
Gnicamente se observl una asociacion positiva entre la morfologia espermaética y la
tasa de fertilizacion (p = 0.05). Esto concuerda con lo reportado en la literatura, en
donde se ha observado que, entre los parametros de la OMS, la evaluacion de la
morfologia puede ser buen predictor de la fertilidad; Coetzee y colaboradores
analizaron 10 articulos, y haciendo un punto de corte minimo de > 4% de formas
normales, este parametro tuvo valores predictivos positivos de FIV (77.6%) y de

embarazo (26%) (Coetzee et al., 1998). Otro estudio con 120 parejas en tratamiento
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de FIV revel6 que la morfologia fue el Unico predictor significativo de fertilizacion (p =
0.0006, r? = 0.09), > 4% de formas normales podia predecir 40% de fertilizacion, la
cual incrementaba hasta el 97% con > 12% de formas normales (Vawda et al., 1996).
En otros estudios también se demostré que el porcentaje de formas espermaticas
normales permite discriminar entre hombres fértiles y subfértiles, sin factor femenino
de infertilidad (Guzick et al., 2001; Menkveld et al., 2011; Zinaman et al., 2000). En el
presente estudio, la media de formas normales fue de 3.7 £ 1.5% que junto con el

ARIC permitié predecir > 60% de fertilizacion.

4.3 Reaccién acrosomal y su asociaciéon con la fertilidad

La RA es un evento mediado por vias de sefializacion complejas que incluyen al Ca?*
intracelular y otros iones, el aumento en la fluidez de la membrana plasmatica asociada
con el contenido de colesterol y la formacién de complejos de proteinas SNARE, entre
otros, que causa la fusién de la membrana plasméatica con la membrana acrosémica
externa y la liberacion de enzimas liticas (Darszon et al., 2005; Tomes et al., 2002). A
inicios de los afios 90, la RA se comenzé a perfilar como un posible marcador de
funcién espermatica en hombres (Henkel et al., 1993; Ohashi et al., 1992; Parinaud et
al., 1995) y en estudios en modelos animales (Hossain et al., 2011; Lybaert et al.,
2009). En estudios mas recientes, el porcentaje de prediccion de la fertilizacion que se
alcanza es bajo (30-50%), y depende de la especificidad en la técnica usada para la
evaluacion de la RA (uso de sondas de fluorescencia especificas vs la morfologia
acrosomal) (Soderlund y Lundin, 2001; Wiser et al., 2014).

En el presente estudio utilizamos la deteccion del estado del acrosoma mediante el
anticuerpo CD46 por citometria de flujo, este anticuerpo reconoce a la proteina CD46
localizada exclusivamente en la membrana acrosomal interna del espermatozoide, por
lo que solo se detecta cuando se ha perdido el contenido acrosomal, lo cual lo hace
altamente especifico (Carver-Ward et al., 1996a); ademas, se utilizd la induccion de la
RA con el ionéforo de Ca?* A23187, el cual es el mas reportado en la literatura. El valor
de la media de la RAI del presente estudio fue muy cercano al obtenido por Jaiswal y
colaboradores (13.4 = 4.2% vs 11.6 = 2.1%) en muestras de donantes sanos
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normospérmicos, utilizando la misma técnica (Jaiswal et al., 1999). Ademas en un
estudio realizado en 26 hombres subfértiles, los valores de la RAe (7.5 £ 6.12 %), RAI
(19.0 £11.80 %) y ARIC (11.5 £ 11.53 %) fueron ligeramente mayores (Cummis et al.,
1991) a las del presente estudio (3.16 = 1.78, 13.42 + 4.25 y 10.26 = 4.98,
respectivamente), detectando el estado del acrosoma por la técnica de microscopia
FITC-PSA. Esta diferencia puede deberse posiblemente al tiempo de incubacion con
el medio capacitante (1 h vs 2 h en el presente estudio) y la precisién de la citometria
de flujo comparada con la microscopia; se puede considerar que los valores de RA de
este estudio se encuentran dentro del rango obtenido en la literatura para

espermatozoides humanos.

4.4  Integridad de la cromatina espermatica y su asociacién con la fertilidad

El dafio genético es una de las causas de la infertilidad masculina inexplicable cuando
los parametros de calidad de semen son normales (Oleszczuk et al., 2013). En los
participantes de este estudio, la media de la fragmentacion del ADN (%DFI) fue de
21.8 + 6.3 y la media de la compactacién de la cromatina (%HDS) fue de 7.1 + 3.5
evaluados por la técnica de SCSA. Esta técnica esta validada para diagnosticar el
potencial fértil, con un punto de corte de > 25 para %DFIl y %HDS, tanto para un
embarazo natural o por inseminacion intrauterina (Evenson, 2013). De acuerdo con
estos puntos de corte, ninguno de los participantes en este estudio tuvo valores
superiores a 25 de %HDS, es decir, no presentaron alteraciones en la compactacion
de la cromatina, mientras que el 33% de los participantes tuvo un %DFI > 25, por lo
cual serian diagnosticados con calidad espermatica pobre y, por lo tanto, potencial
fértil bajo, lo que se vio reflejado en una tasa de blastocistos viables menor del 42%
en este subgrupo. En este trabajo observamos una asociacién negativa entre el
pardmetro de %DFI y la tasa de blastocistos viables, mientras que no hubo asociacién
con la fertilizacion; esto era de esperarse, ya que un espermatozoide con dafio
genético es capaz de fertilizar al 6vulo y formar los dos pronucleos, sin embargo, el
dafio puede manifestarse hasta la formacién del blastocisto y arrestar su desarrollo,
comprometiendo la viabilidad del embrién, o generar un embarazo fallido (Borini et al.,
2006; Henkel et al., 2003; Tesarik et al., 2002).
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La evaluacion de la fragmentacion del ADN espermatico y su asociacion con la
fertilidad, principalmente en ART, es uno de los parametros de calidad espermatica
mas estudiados, y se ha asociado principalmente con una disminucién de la calidad o
viabilidad embrionaria (Benchaib et al., 2003; Simon et al., 2010; Virro et al., 2004),
falla en la implantacion (Boe-Hansen et al., 2006; Frydman et al., 2008) y falla en el
embarazo (Garolla et al., 2015; Kennedy et al., 2011; Spano et al., 2000). Sin embargo,
su aplicacion como predictor del potencial fértii masculino en un resultado
personalizado no se habia reportado hasta ahora; como se discutira mas adelante, la
asociacion entre el %DFI y la tasa de blastocistos viables encontrada en este estudio
nos permitid desarrollar una prediccion individualizada para la tasa de blastocistos

viables.

El dafio genético en espermatozoides humanos se genera principalmente por estrés
oxidante durante la espermatogénesis, maduracion epididimal y durante el transporte
en el liquido seminal, causando la generacion de bases oxidadas como la 8-OHdG y
rupturas de cadena del ADN, debido a la baja capacidad de reparacion que tiene el
espermatozoide (Badouard et al., 2008; Jeng et al., 2015). Ademas, la exposicion a la
radiacion o agentes toéxicos genera dafio en el ADN, lo que induce la expresion de
proteinas como p53 que son sensores celulares que activan las proteinas pro-

apoptoticas (Aitken et al., 2013)

4.5 Niveles de EROS en los espermatozoides

Las EROS tienen un papel crucial en varios pasos reproductivos: en el desarrollo
normal y la maduracion de los espermatozoides, la capacitacion, la RA 'y la fertilizacion,
por lo que son una de las principales causas de los problemas de fertilidad masculina.
Las fuentes enddgenas de EROS incluyen la presencia de leucocitos y
espermatozoides inmaduros en el semen y la actividad mitocondrial en los
espermatozoides. Las fuentes exdgenas incluyen: reacciones inflamatorias y
enfermedades del tracto genital masculino (Ford, 2004), asi como diversos habitos

Nnocivos 0 negativos y contaminantes ambientales. En este estudio, los niveles de
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EROS se determinaron por la fluorescencia de la DCF, la cual es sensible
principalmente al perdxido de hidrégeno (H2032), y se encontraron asociaciones entre
los niveles de EROS con la motilidad (p = 0.009) y fragmentacion del ADN
espermaticos. La asociacion negativa con la motilidad espermatica se ha observado
en varios estudios, como el de Agarwal y colaboradores en hombres con problemas
de fertilidad (n = 318) en quienes se encontré una correlacidbn negativa entre la
produccion de EROS vy el porcentaje de espermatozoides motiles (r = -0.265; p <
0.001) (Agarwal et al., 2014). Otro estudio evaluo los niveles de dafio oxidante en los
espermatozoides en 40 hombres con problemas de fertilidad, encontrando
correlaciones negativas entre la motilidad y niveles de lipoperoxidos (r = -0.823, p <
0.0001) y la presencia del aducto 8-OHdG (r = -0.703, p < 0.0001) (Kao et al., 2008),

ambos tipos de dafio son consecuencia de altos niveles de EROS.

En el presente estudio, los niveles de EROS también se asociaron con el incremento
en la fragmentacién del ADN (%DFI, p = 0.02). Un estudio realizado in vitro con
espermatozoides expuestos a agentes oxidantes (12.5-200 uM de H202 y 1.25-20 mM
de NADPH), la produccion de EROS se asocié con un aumento dependiente de la
dosis en la ruptura del ADN (p < 0.001), evaluado por el ensayo cometa; mientras que
en un ensayo de fertilizacion con ovocitos de hamster chino disminuyé la capacidad
de fusion (Aitken et al., 1998). Otro hallazgo en el presente estudio fue la asociacion
entre las EROS y una mayor compactacion de la cromatina espermatica (%HDS, p =

0.01), sin embargo, ninguno de los participantes rebaso el limite maximo de 25%.

Consideramos que las asociaciones observadas con las EROS pueden sugerir una
participacion en la alteracidon de los parametros de funcion y calidad espermaticas, sin
embargo, las EROS no se asociaron directamente con los eventos de fertilizacion o
blastocistos viables, por lo cual no resultaron significativos para obtener el modelo para

las ecuaciones de prediccion.
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4.6 Factores ambientales asociados con la alteracion en la fertilidad

En relacién con los factores ambientales de riesgo, se encontraron pocas asociaciones
con lafertilidad masculina, y la mayoria fueron asociaciones con significancia marginal,
la cual se perdié en los modelos multivariados y en el modelo de prediccion final;
Unicamente la tasa de fertilizacion se asocio positivamente con la residencia dentro de
la ZMVM (p = 0.01), lo cual no se puede considerar plausible desde el punto de vista

de la exposicion a contaminantes ambientales en esta zona, o calidad de vida.

Las asociaciones mas relevantes se observaron entre la cercania de la vivienda o
trabajo del participante a herrerias y la RA (RAe, p = 0.04; ARIC, p = 0.03) y el %DFI
(p = 0.06); estos establecimientos generan emisiones contaminantes a la atmdésfera,
dentro de ellos se incluyen a los metales pesados, conocidos por tener un alto potencial
oxidante (Aitken et al., 2014). Como se mencioné en la seccidn anterior, el incremento
en el %DFI se asoci6é con las EROS, por lo cual podriamos proponer que las herrerias
son una de las fuentes relevantes de emision de contaminantes que incrementaron las

EROS, sin embargo, es necesario disefiar un estudio para probar esta hipétesis.

Por otra parte, la exposicion al humo del cigarro se asoci6 con las EROS (p = 0.03);
esta asociacion se ha observado que afecta la calidad espermatica, altera la
membrana de los espermatozoides y disminuye los niveles de actividad antioxidante
en el liquido seminal (Pasqualotto et al., 2008; Saleh et al., 2002), ademas de dafiar al
ADN que en el presente estudio también se observé asociado con las EROS (p = 0.02).
Adicionalmente, el consumo de antioxidantes se asocié con una disminucion en las
EROS (p = 0.01), lo cual esta bien reportado, el uso de suplementos orales
antioxidantes y la adiciobn de antioxidantes en el medio de preparacién de los
espermatozoides como la vitamina E, vitamina C, N-acetil-I-cisteina, carnitina, selenio,
etc. en ART mejora la fertilidad masculina (Lombardo et al., 2011). En el presente

estudio no se pudo definir cuéles antioxidantes consumian los participantes.
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4.7 Modelo de prediccion para la tasa de fertilizacion in vitro

Para obtener la ecuacion de prediccion individual de la fertilizacion se realizo el andlisis
de regresion logistica, incluyendo en el modelo las variables predictoras de morfologia
y el ARIC, y se utilizd6 como punto de corte = 60% de fertilizacion. La eleccién de la
dicotomizacion en 60% se baso en la media de la tasa de fertilizacion observada en
este estudio (60.3 + 20.2%) y las tasas de fertilizaciébn que son consideradas exitosas
en tratamientos de reproduccion asistida. Ademas, utilizando esta dicotomizacion y el
punto de corte en la curva ROC de 0.65 para clasificar como positivo (= 60%) o
negativo (< 60%) el resultado de la ecuacion de prediccion, se pudo obtener la mejor
sensibilidad y especificidad para el modelo. En un meta-analisis reciente de 15
articulos sobre el uso de la RA como predictor de la fertilidad, se incluyeron los datos
de 1033 parejas infértiles bajo FIV y se encontr6é que la RAI correlacionaba con la tasa
de fertilizacién (B = 0.40, CI95%: 0.24—-0.57, p < 0.001). Posteriormente, para obtener
el valor predictivo de la RA en la fertilizacidn, los datos se estratificaron dependiendo
de la preparacion de la muestra (espermatozoides criopreservados, frescos,
separacién en gradiente o swim-up), el tipo de inductor de la RA (manosa, ZP, ion6foro
de Ca?") y la técnica de detecciéon (inmunoflurescencia o microscopia 6ptica), sin
embargo, el desempefio diagnostico era muy variable, encontrando que el principal
inconveniente fue no lograr una buena sensibilidad y especificidad al mismo tiempo
(Xu et al., 2018).

En este estudio, la inclusion de ARIC y la morfologia espermética nos permitié obtener
una prediccion de fertilizacion individual para el paciente de al menos 60%, con una
buena sensibilidad y especificidad (63.2 y 80.6 %, respectivamente). En otros estudios
empleando la RA solo se pudo predecir de 30 a 50% de fertilizacién (Calvo et al., 1994;
Carver-Ward et al., 1996b; Soderlund y Lundin, 2001; Wiser et al., 2014), por lo que
nuestra ecuacion de prediccion es mas completa, ya que tiene buena sensibilidad y
especificidad y predice una fertilizacion mayor a los modelos publicados. Si nuestra
ecuaciéon se aplica de manera rutinaria a cada paciente se podria predecir, al menos
en el 80.6% de los casos (especificidad del modelo), que la muestra esperméatica

inducira una fertilizacion > 60%. En caso contrario, se podria sugerir un tratamiento
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para mejorar la fertilizacion del gameto masculino, como el cambio de habitos y el
consumo de suplementos alimenticios, o un tratamiento de fertilidad, como FIV o
incluso ICSI que ha mostrado tasas de fertilizacion mayores (Johnson et al., 2013;
Morozumi y Yanagimachi, 2005), o sugerir la donacion de gametos masculinos en

aquellos hombres que no tengan un prondstico positivo en la prediccion.

La RA puede alterarse por diversos factores, internos y externos; por ejemplo, se sabe
gue el plomo causa una RA prematura (Benoff et al., 2003) y una RAi disminuida, este
metal altera la homeostasis del Ca?*, provoca dafio en el ADN y estrés oxidante
alterando multiples eventos de la RA, incluyendo una regulaciéon negativa de la
actividad de la acrosina, disminucién de la concentracion de Ca?* intracelular y
concentracion elevada de calmodulina (Li et al., 2017). La obesidad es otro factor que
deteriora la RA, debido a la alteracion de los niveles circulantes de estradiol y la
respuesta baja a la progesterona, ambos inductores de la RA (Samavat et al., 2014).
En el presente estudio, casi el 90% de los participantes tenian obesidad o sobrepeso,
lo que no permitié que fuera una variable distintiva en la poblacion y no se observé una
asociacion con la RA. En la mayoria de los casos, el factor determinante para una
funcion acrosomal defectuosa es el estrés oxidante proveniente de multiples fuentes,
qgue resulta en alteraciones moleculares como la carbonilacion de proteinas y la
lipoperoxidacién, por lo tanto, en el dafio a la membrana celular de los
espermatozoides o proteinas implicadas en las vias que regulan la exocitosis
acrosomal (Abou-haila y Tulsiani, 2009; Aitken et al., 2014).

4.8 Modelo de prediccion para la tasa de blastocistos viables

En el presente estudio se observd una asociacion entre el %DFl y la tasa de
blastocistos viables, lo cual se utilizé para el modelo de prediccion; el punto de corte
para el analisis de regresion logistica se establecio en > 40% para obtener blastocistos
viables, esto con base en la experiencia de un laboratorio de reproduccién asistida en
el que obtener un 40% de blastocistos viables se considera clinicamente aceptable.
Nuestro modelo de prediccion tuvo una buena sensibilidad (72.3%) y especificidad

(68.2%), utilizando el punto de corte de 0.7 en la curva ROC para clasificar como
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positivo el resultado de la ecuacioén predictiva. Como previamente se discutid (ver
seccidn 4.4), los reportes del uso del %DFI para pronosticar la calidad espermatica se
basan en clasificar a un paciente con %DFI > 25 como de potencial fértil bajo y se
asocia con baja tasa de embarazo natural o por ART (Evenson, 2013). Sin embargo,
su utilidad como un parametro que puede dar una prediccion personalizada no se ha

reportado.

La ventaja de utilizar nuestra ecuacion de prediccion utilizando el %DFI es que permite
conocer individualmente la probabilidad de éxito o fracaso en la obtencion de
blastocistos viables de un hombre, por lo tanto, disminuye la probabilidad de fallo en
el desarrollo embrionario y permite ampliar el perfil de diagnéstico del potencial fértil
masculino. Adicionalmente, la ventaja del andlisis con la técnica de SCSA es que se
puede realizar anticipadamente con poca variacion entre muestras (Evenson, 2013),
lo que permite conocer la calidad de una muestra espermatica para un embarazo
natural o un tratamiento de reproduccion asistida, asi como decidir sobre el tratamiento
clinico para mejorar la calidad del ADN del paciente en funcién de evitar los factores

externos que pudieran influir en el dafio genético.

4.9 Modelo de prediccidon en pacientes normospérmicos

Esta reportado en la literatura la falta de eficacia en los parametros de la OMS para
diagnosticar los problemas de fertilidad y se estima que 40-50% de los casos de
infertilidad masculina se caracterizan como "idiopaticos" (Cooper et al., 2010; Hamada
et al., 2011), por lo tanto, se realizaron modelos de prediccidon Unicamente con los
pacientes normospérmicos para conocer si nuestros modelos de prediccion eran utiles
en este subgrupo de participantes. Los resultados fueron muy similares a los obtenidos
con todos los participantes, tanto para el modelo de fertilizacion como para el de
blastocistos viables, lo que indica que estos modelos permiten hacer un mejor
diagnéstico en este subgrupo de pacientes, basandose en la calidad y funcién

espermaticas.

66



4.10 Limitaciones del estudio

Dentro de las limitaciones de este estudio se pueden consideran las siguientes: i) la
validacion de las ecuaciones de prediccion se realizo retrospectivamente empleando
la base de datos del estudio, obteniendo un 73.9% y 72.5% de coincidencia con el
resultado de la tasa de fertilizacion y de blastocistos viables, respectivamente; por lo
tanto, es necesario realizar la validacion en otras poblaciones. ii) Un niumero reducido
de participantes, incrementando el tamafio de la muestra podria aumentar la
sensibilidad y especificidad de la prediccion. Adicionalmente, iii) seria 6ptimo conocer
la variacion de la evaluacion de la RA y %DFI en muestras de un mismo participante

para saber la validez con respecto al tiempo de la prediccion sobre el potencial fértil.
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5. CONCLUSIONES

1. LaRA, principalmente el ARIC se asoci6 con la tasa de fertilizacion, mientras

gue el %DFI y la morfologia se asociaron con la tasa de blastocistos viables.

2. La presencia de EROS se asocio significativamente con la fragmentacion
del ADN (%DFI).

3. Ninguna variable ambiental de riesgo oxidante se asoci6 con la fertilizacion

o la viabilidad de los blastocistos.

4. Se logré proponer ecuaciones predictivas del potencial fértil masculino de
forma personalizada, incorporando la determinacion de la RA (ARIC) y la
fragmentacion del ADN (%DFI) al andlisis de la calidad del espermatozoide,

adicional a la evaluacion de la morfologia espermaética.

5. Las asociaciones observadas entre la RA y la tasa de fertilizacion y entre el
%DFI y la tasa de blastocistos viables se mantuvieron en los modelos con
pacientes considerados normospérmicos, lo que sugiere que estos
pardmetros son herramientas que pueden predecir exitosamente la fertilidad
masculina de manera individual, incluso en pacientes con infertilidad

inexplicable.

6. La predicciéon individual del potencial fértil facilitara la toma de decisiones
con respecto al abordaje del problema de fertilidad masculina, lo cual
disminuiria los costos y el tiempo de tratamiento en las parejas, y sera una
herramienta en investigacion para valorar los riesgos potenciales para la

fertilidad masculina.
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PERSPECTIVAS

Realizar la validacién de las ecuaciones predictivas en otras poblaciones y

antes del procedimiento de FIV, asi corroborar la efectividad de la prediccion.

Una vez validadas las ecuaciones, evaluar la variacion de las predicciones de
un mismo paciente en muestras espermaticas de diferentes dias, lo que

permitira saber el periodo de validez de una prediccion.
Incorporar el uso de estas evaluaciones y nuestros modelos de prediccion de

manera rutinaria en los Laboratorios de Andrologia, ya sea para lograr un

embarazo natural, por FIV o para uso en investigacion.
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Anexo 1: Carta de aprobacion del estudio del comité de ética de Ingenes

Resolucion y recomendaciones del Comité de Bioética Ingenes

correspondientes a la solicitud realizada en Mayo de 2014.

En base a la solicitud realizada en Mayo de 2014 por la Dra. Esther Lopez-
Bayghen, el comité de bioética ha resuelto aprobar el proyecto de investigacion
“Identificacion de marcadores proteicos de calidad espermatica implicados en el
proceso de fertilizacion en hombres sometidos a técnicas de reproduccion
asistida” la cual se llevara a cabo por la M en C Mayra Pamela Tello Mora, bajo la
direccion cientifica de la Dra. Esther Lopez-Bayghen Patifio y la Dra. Maria
Betzabet Quintanilla Vega al considerar que no se comprometen los principios de
ética en la investigacion para los sujetos participantes del estudio al tratarse

muestras biolégicas donadas altruistamente previa autorizacion y firma de un

consentimiento informado.
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Anexo 2: Productos generados de este trabajo

Participaciones en congresos:

1. Tello-Mora, Pamela, L. Hernandez-Cadena, LoOpez-Bayghen. E., B.
Quintanilla-Vega. Acrosome reaction and sperm DNA fragmentation as
predictors of male fertility and the relationship with environmental factors. XIV
International Congress of Toxicology 2016, Merida, Yuc, Mexico. Toxicology
Letters, p. S234.

2. Lopez-Bayghen, E., P. Tello-Mora, B. Quintanilla-Vega. Biomarkers for sperm

guality are associated with fertility rates and embryo viability. American Society
for Reproductive Medicine 2016. Salt Lake City, USA. p. 529.
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