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CAPITULO I:

1. RESUMEN

Introduccion

La infertilidad se define como la falla de una pareja para concebir posterior a 12
meses de relaciones sexuales sin el uso de anticoncepcién en mujeres menores

de 35 afios y posterior a 6 meses en mujeres mayores de 35 afios .

El principal tratamiento consiste en la utilizacién de técnicas de reproduccion
asistida (TRA). Sin embargo, las tasas de éxito de las TRA son del 30%, por lo
que no son consideradas de alta eficacia '. Por lo que teniendo en cuenta la baja
efectividad de los tratamientos y su creciente demanda, es fundamental mejorar
los tratamientos existentes, incluyendo innovaciones que ayuden a mejorar su

rendimiento 2.
Objetivos

1. Comparar el efecto que tiene la incubacion de espermatozoides a
temperatura elevada (40 °C) y la incubacion en temperatura fisioldgica

(37 °C) en los parametros de motilidad espermatica.

2. Evaluar si la temperatura de incubacion a la que se somete la muestra de
esperma (37 °C y 40 °C) afecta la tasa de fragmentacion del ADN

espermatico.
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Material y métodos

Se realizd un estudio prospectivo, comparativo y no aleatorizado, piloto. El
estudio incluyé pacientes masculinos con diagnoéstico de infertilidad primaria o
secundaria que acudieron al Centro Universitario de Medicina Reproductiva del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Auténoma
de Nuevo Ledn durante el 2020 y que se sometieron a técnicas de reproduccion
asistida de alta complejidad, incluyendo fertilizacion in vitro (FIV) e inyeccion

citoplasmatica del esperma (ICSlI).

La hiperactivacion espermatica se evalué mediante el sistema de analisis de
esperma asistido por computadora (CASA) con énfasis en los valores de
velocidad curvilinea (VCL), amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza
(ALH) y linealidad (LIN) que reflejan la motilidad hiperactivada. La fragmentacion
del ADN espermatico se realizé después de incubacién espermatica a 37 °C y 40

°C, con el kit diagnéstico in vitro Halosperm (HalotechDNA, Espafia).

Resultados

No se encontraron diferencias entre concentracion de espermas totales, moéviles
y progresivos respecto a temperatura de incubacién. Hubo una diferencia
estadisticamente significativa en la proporcion de espermatozoides con ADN

fragmentado con respecto a la temperatura de incubacion.
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Conclusiones

La incubacion post- capacitacién de espermas, a una temperatura de 40 °C, no
causo hiperactivacion espermatica. Adicionalmente, se observo diferencia en la

fragmentacion de ADN espermatico entre los espermas incubados a 37°C y 40°C.
Palabras Clave:

Temperatura, Hiperactivacion espermatica, Fragmentacion del ADN, CASA.
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CAPITULO II:

2. INTRODUCCION

2.1 INFERTILIDAD

La infertilidad se define como la falla de una pareja para concebir posterior a 12
meses de relaciones sexuales sin el uso de anticoncepcién en mujeres menores
de 35 afios y posterior a 6 meses en mujeres mayores de 35 afios .

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la infertilidad afecta a 48
millones de parejas y 186 millones de individuos a nivel mundial 3. Dado que las
consultas por infertilidad se han incrementado en los ultimos afos, la infertilidad
se puede considerar un problema creciente de salud publica, ocasionando en
aquellos que la padecen estrés fisico, emocional y social .

En México, se estima que entre 4 y 5 millones de parejas padecen infertilidad °.
En 2013, la Red Latinoamericana de Reproduccién Asistida (RedLara) reportd
que en México se llevaron a cabo mas de 7,000 ciclos de preparacion para
técnicas de reproduccion asistida . En el pais se documento el primer embarazo
logrado a través del uso de las tecnologias de reproduccion asistida y el uso de
donacion de ovulos en Monterrey, N.L. en 1987 mientras que en 1988, el primer
bebé concebido mediante fertilizacion in vitro (IVF) fue reportado en la Ciudad de

México ©.
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La reproduccion asistida en México ha tenido influencia de los Estados Unidos y
Espana mediante el entrenamiento de los médicos y bidlogos en clinicas de
dichos paises.

El tratamiento de la infertilidad consiste en la utilizacion de técnicas de
reproduccion asistida (TRA) para lograr el embarazo. Desde el nacimiento del
primer bebé en tubo de ensayo, Louise Joy Brown, en Julio 25 de 1978 7, se
estima que al menos 5 millones de nifilos han nacido mediante el uso de estas
técnicas 8. En los Estados Unidos, el uso de TRA se duplico en la ultima década,
estimando que aproximadamente el 1.7% de los niflos nacidos son concebidos
mediante su uso. En 2017, el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC), reporté 78,052 nacidos vivos de

284,385 ciclos de TRA, lo que correspondio a un 27% de éxito °.

2.2 TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA (TRA)

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) comprenden la manipulacion de
gametos o embriones in vitro con el objetivo de lograr un embarazo .

Entre las mas conocidas se incluyen: la inseminacién en sus variantes y la
fecundacion in vitro, la crioconservaciéon de gametos y embriones, la obtencién
de espermatozoides y Ovulos mediante donacion, el diagndstico
preimplantacional, la seleccidn de ovocitos y la gestacién subrogada .

Es importante destacar que las tasas de éxito de las TRA disponibles actualmente
se aproximan en conjunto al 30%, por lo que no son consideradas de alta eficacia

. Teniendo en cuenta la relativa baja efectividad en los tratamientos, aunado a
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la creciente demanda, es importante la mejora de los tratamientos existentes,
posibilitando a la vez innovaciones que ayuden a mejorar su rendimiento 2. Las
técnicas de reproduccion asistida pueden dividirse en baja y alta complejidad
basado en si la unién del évulo y espermatozoide ocurre dentro o fuera del cuerpo
de la mujer, respectivamente. En las TRA de baja complejidad, la union entre
ovulo y espermatozoide se realiza dentro de la trompa de Falopio y de alta
complejidad dicha uniéon ocurre en el laboratorio, por lo que los évulos son
extraidos. En cuanto a las técnicas de baja complejidad, se utiliza casi
exclusivamente la inseminacion intrauterina (1IlU). Mientras que las técnicas de
alta complejidad mas utilizadas en la actualidad son la denominada ICSI
(Inyeccion Intracitoplasmatica del Espermatozoide) y FIV (Fertilizacion in vitro).

Si bien la efectividad de los métodos de alta complejidad es mayor que la de los
meétodos de baja complejidad, los elevados costos dificultan el acceso para la
mayoria de los pacientes. Asimismo, los métodos de alta complejidad tienen
numerosas desventajas a nivel técnico ya que requieren un complejo
equipamiento, con infraestructura y personal calificado. Esto no es necesario en
los procedimientos de menor complejidad. No menos importante resulta el hecho
de que las técnicas de alta complejidad evitan todas las barreras naturales
presentes en el proceso natural de fecundacion que deben ser normalmente

superadas por el espermatozoide, cumpliendo esto un rol de seleccion natural.
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2.3 FECUNDACION

La fecundacién en un proceso biolégico en el cual el 6vulo y el espermatozoide
se deben reconocer y fusionar para formar un cigoto '2.

Los espermatozoides eyaculados ingresan en el tracto reproductor de la mujery,
a través de un proceso de seleccion, ascienden y forman un reservorio en la
trompa uterina.

Es durante su paso por el tracto femenino que los espermatozoides de mamifero
adquieren capacidad fecundante en un proceso denominado capacitacion

espermatica 23

2.4 CAPACITACION ESPERMATICA

Durante el proceso de capacitacion espermatica, el espermatozoide adquiere dos
propiedades fundamentales: la motilidad hiperactivada, '* la cual es esencial para
poder migrar a través del oviducto y penetrar las distintas capas celulares y
acelulares que rodean al ovocito y la capacidad de realizar exocitosis acrosomal
(EA) donde ante el estimulo adecuado la membrana acrosomal externa y la
membrana plasmatica del ovocito se fusionan en multiples puntos,
produciéndose la liberacion y dispersion de los contenidos acrosomales '°.

Para que el espermatozoide pueda adquirir estas dos capacidades, deben
producirse numerosos cambios moleculares incluyendo cambios de pH,
movimientos de iones, activacion de vias de sefializacion (en particular la via
AMPc/PKA), cambios en el citoesqueleto e hiperpolarizacion de membrana. Si

bien no esta claro cual es el momento preciso que da comienzo a los eventos
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relacionados con la capacitacion, se considera que, al entrar al tracto reproductor
femenino, se produce una salida de colesterol de la membrana plasmatica y una
entrada de HCOsz que activa la adenilato ciclasa soluble. Esto produce un
aumento de AMPc y una activaciéon de PKA (proteina quinasa A), lo cual se
traduce en un aumento importante en el numero de proteinas fosforiladas por
esta quinasa. Ademas, la activacion de PKA resulta en un aumento en la
fosforilacion de proteinas en tirosina, el cual es uno de los eventos mejor
caracterizados en espermatozoides de mamiferos '6. A nivel de la membrana
plasmatica, la salida de colesterol y el reordenamiento de ciertos lipidos producen
un aumento en la fluidez de membrana. Ademas, se observa que el
espermatozoide se hiperpolariza durante la capacitacion, evento en el cual el
canal de potasio especifico de espermatozoides SLO3 juega un rol fundamental
1718 Este cambio en el potencial es indispensable para que el espermatozoide
pueda realizar la EA. Otro fendmeno que acompafa al proceso de capacitacion
es el aumento del pH citoplasmatico mediado principalmente por los canales H1V
y NHE 1920 Esta alcalinizacién del citoplasma es fundamental para que se pueda

activar CatSper, el principal canal de Ca?* del espermatozoide 2.

2.5 CALCIO INTRACITOPLASMATICO

El calcio intracitoplasmatico de los espermatozoides juega un rol fundamental en
las vias de senalizacion anteriormente mencionadas y su ocurrencia activa
mecanismos que se encuentran debajo de las sefales de capacitacién. Se ha

demostrado que una breve exposicion a un ion6foro de calcio, especificamente
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al A23187, produce una fuerte estimulacion de la capacidad fértil de los
espermatozoides ?2. Si bien el efecto inicial que produce este compuesto es la
inmovilizacion de los espermatozoides, posterior al lavado de los mismos, el
calcio disminuye su concentracion y los espermatozoides recuperan su motilidad,
desarrollando una motilidad hiperactivada. Por lo que cuando se exponen
ovocitos, estos espermatozoides logran fecundarlos eficientemente, aun en
ausencia de estimulos que promuevan la capacitacion. Esto indicaria que, el
aumento de calcio promovido en este caso, por el uso de un iondforo de calcio,
activa sefiales esenciales para que ocurra la fecundacion de los gametos, las
cuales se encuentran por debajo de la cascada de mecanismos necesarios para
que el espermatozoide se capacite. Para comprobar esta hipotesis, se han
realizado experimentos utilizando ratones estériles en los cuales, mediante
modificacion genética, se elimind un componente clave para la capacitacion
espermatica (Canales CatSper, canal de potasio SLO3, entre otros). En estos
ratones, el tratamiento con ionéforo de calcio les permitioé recuperar la fertilidad
en una fertilizacion in vitro 23.

En humanos, no hay estudios al respecto, aunque dichos estudios podrian tener
una aplicacién terapéutica directa, en caso de replicarse lo observado en ratones,
en los que la manipulacion de los niveles de calcio potencio la capacidad fértil de
los espermatozoides. Ademas, el porcentaje de embriones que llegd a
blastocisto, fue significativamente mayor y con un mayor numero de crias vivas.
Lo que sugiere que los niveles de calcio espermatico tienen efectos beneficiosos

en el desarrollo embrionario preimplantacional. Si bien, los mecanismos
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involucrados aun no estan dilucidados, estos hallazgos pueden tener una
aplicacion terapéutica directa en los pacientes.

Especificamente, mediante la incubacion de los espermatozoides por cortos
periodos de tiempo a temperaturas sensiblemente superiores a los 37°C (~40°C),
se incrementan los porcentajes de hiperactivacion debido a la apertura de los
canales de calcio TRPV1 sensibles a la temperatura 24.

Este procedimiento aceleraria la apertura de canales de calcio relacionados con
la reaccion acrosomal, aunque de forma no sincronizada, ya que sucederia en
etapas tempranas de la capacitacion. De esta manera, el efecto obtenido no es
la reaccion acrosomal en si, sino la adquisicion de hiperactivacion de forma
analoga a lo producido por ionéforo de calcio, previamente mencionado. Sin
embargo, a diferencia de la estrategia del ionéforo de calcio, todas las etapas
tempranas de la capacitacion que preparan al espermatozoide para un posterior
aumento tardio del calcio intracelular sufriran activacion normal ante el shock
térmico, tal cual ocurre fisioldgicamente.

Esto potenciaria la capacidad fecundante de los espermatozoides mediante un
método indirecto (aumento de temperatura de incubacion) para aumentar el
calcio intracelular e incrementar la eficacia de los tratamientos de reproduccion

asistida de alta complejidad.

2.6 FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO

La integridad del ADN espermatico es esencial para una embriogénesis normal

25 El ADN espermatico esta compactado seis veces mas apretado que los
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cromosomas de células somaticas 2%, aproximadamente un 50% menor que el
de las células somaticas, para proteger el genoma del dafio externo. El ADN
espermatico esta organizado en dominios de bucles anclados en sus bases a la
matriz nuclear, el cual esta anclado a la base de la cola cuando estan
completamente relajados, lo que indica la presencia de una estructura similar a
un anulo nuclear, el cual no puede ser aislado de la cola del esperma debido a
su inestabilidad estructural ?”.

En el espermatozoide, durante el proceso de condensacion de la cromatina, las
histonas son reemplazadas por proteinas de transiciéon y son reconstruidas por
protaminas, que son las proteinas de unién al ADN espermatico 28, que tienen la
mitad del tamano de las histonas y que estan constituidas por residuos de
arginina 2°.

El esperma es altamente susceptible al estrés oxidativo por lo que se ha
determinado como una de las causas de infertilidad masculina espontanea . La
causa mas comun del dafio al ADN espermatico es el estrés oxidativo 2°. Las
principales fuentes de estrés oxidativo en el eyaculado son principalmente los
leucocitos seminales y los espermatozoides anormales 3!, entre los que destacan
los que tienen citoplasma residual o gota citoplasmatica 32 .

La susceptibilidad reside en que durante periodo de condensacion de la
cromatina es muy susceptible, las células espermaticas no poseen mecanismos
de reparacién del ADN, la membrana contiene altos niveles de acidos grasos
polinsaturados, el esperma produce especies reactivas de oxigeno (ERO)
especialmente durante su paso por el epididimo, los bajos niveles de enzimas

antioxidantes en el citoplasma del esperma, los largos periodos de tiempo que el
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esperma pasa como células aisladas en los tractos genitales masculino y
femenino. Sin embargo, existen antioxidantes seminales como el B-
mercaptoetanol, proteinas, vitaminas E y C, cisteamina, cicteina, taurina e
hipotaurina que contrarrestan los niveles de ERO en el semen.

La deficiencia de protaminas, las especies reactivas de oxigeno y la falta de
reparacion del dafio del ADN se han asociado con una mayor fragmentacion del
ADN espermatico, mientras que los antioxidantes dietéticos y la reparacion del
varicocele pueden mejorar la fragmentacion del ADN espermatico. La
fragmentacion de ADN puede provocar un desarrollo embrionario anormal
después de la activacion del genoma paterno.

Sin embargo, aunque esta se asocia con infertilidad masculina, no se han
establecido puntos de corte especificos para cada ensayo 23, entre los que se
incluyen: el ensayo de electroforesis en gel de una sola célula (COMET), Ensayo
de estructura de cromatina (SCSA), Prueba de Naranja de Acridina (AOT),
Marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinulceotidil transferasa

(TUNEL) y la prueba de dispersion de cromatina espermatica (SCD) .
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

Con el objetivo de incrementar la eficiencia de las TRA, el aumento de los niveles
de calcio intracelular espermatico mediante un método indirecto tal como el
aumento de temperatura de incubacion por cortos periodos de tiempo,
incrementaria el potencial fecundante de los espermatozoides. Sin embargo, es
necesario garantizar que este tratamiento no causa degradacién del ADN
espermatico, y corroborar que este tratamiento consigue la motilidad

hiperactivada del esperma.

Por lo que las preguntas de investigacion que se tratd de responder en el
presente trabajo fueron:
1. ¢Los espermatozoides incubados a 40°C adquieren caracteristicas de
motilidad hiperactivada con respecto a los incubados a 37°C?
2. ¢Existe diferencia en el porcentaje de fragmentacion de ADN espermatico

entre las muestras incubadas a 37°C y las incubadas a 40°C?

23



CAPITULO Iil: HIPOTESIS

3.1 HIPOTESIS NULA

El aumento de la temperatura durante la incubacion espermatica produce una

motilidad hiperactivada de los espermatozoides sin ocasionar dafo en el ADN.

3.2 HIPOTESIS ALTERNA

El aumento de la temperatura durante la incubacion espermatica no produce una
motilidad hiperactivada de los espermatozoides y puede ocasionar dafio en el

ADN.
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CAPITULO IV:

4, OBJETIVOS

1. Comparar el efecto que tiene la incubacién de espermatozoides a
temperatura elevada (40°C) y la incubacidon en temperatura fisiologica

(37°C) en los parametros de motilidad espermatica.

2. Evaluar si la temperatura de incubacion a la que se somete la muestra de
esperma (37°C y 40°C) afecta la tasa de fragmentacién del ADN

espermatico.
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CAPITULO V:

5. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo, comparativo, no aleatorizado. Ya que no
encontramos reportes previos con respecto a este tema, se llevé a cabo un

estudio a nivel piloto, con un tamafio de muestra de 20 pacientes.

Especificamente, se incluyeron pacientes masculinos de entre 20 y 45 anos,
con diagndstico de infertilidad primaria o secundaria que acudieron al Centro
Universitario de Medicina Reproductiva del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzélez” de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn durante el
ano 2020 y que se sometieron a técnicas de reproduccion asistida de alta

complejidad (FIV e ICSI).

Se consideraron como candidatos a participar en el presente estudio a

aquellos pacientes que cumplieran con los siguientes criterios de inclusion y

exclusion.
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Criterios de inclusion

Hombres que consultaron por infertilidad:
a) Varones de 20 a 45 afios; b) con motilidad espermatica mayor al 15%; c)

cuenta espermatica mayor a 10 millones por mililitro.

Criterios de exclusion

Hombres sin diagnéstico de infertilidad:

a) Varones menores de 20 anos o mayores de 45 anos; b) con motilidad
espermatica menor al 15%; c) cuenta espermatica menor a 10 millones
por mililitro, o pacientes que no aceptaron participar en el estudio

posteriormente a la explicacién detallada del consentimiento informado.

Procedimiento

Antes de iniciar con el estudio de investigacion se le explico al paciente con
lenguaje coloquial el objetivo, asi como el procedimiento a realizar y se
comprobo si el paciente entendié la informacién, posterior a lo cual se
procedio a la firma del formato de consentimiento informado. Posteriormente,
el sujeto de investigacion proporciono la muestra de esperma.

Para proteger la confidencialidad se recabd y registrd la informacion personal
confidencial acerca de la salud y del tratamiento mediante la revisién del
expediente clinico, dicha informacién no contiene nombre completo ni

domicilio de los participantes.
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Se le proporciond al paciente un recipiente plastico estéril, donde mediante
masturbacion con abstinencia sexual minima de 3 dias depositd la muestra.

Las muestras de semen provenientes de pacientes infértiles fueron
procesadas de manera habitual, donde se registraron los parametros
espermaticos basicos: concentracion, motilidad y morfologia mediante
espermograma convencional siguiendo las recomendaciones del manual de

la OMS para y ademas mediante el sistema CASA.

Con el objetivo de recuperar las formas moviles, la muestra fue procesada por
el método de capacitacion espermatica de swim-up o gradiente.

El swim-up es una técnica de procesamiento de esperma muy comun para la
FIV y se usa con mayor frecuencia para muestras con una concentracion de
esperma promedio o buena y motilidad (13). Mediante ésta, los
espermatozoides moviles pueden seleccionarse aun mas por su capacidad
de migrar fuera del plasma seminal y al medio de cultivo. Brevemente, el
método consiste en lavar la muestra de semen con medio de cultivo HHTF,
luego agregar de 0.5 a 1 mL de medio de cultivo. Después de 1 hora de
incubaciéon (tiempo de migracion), se toma el sobrenadante cercano a la
interfase con la muestra, el cual contendra espermatozoides altamente
moviles. Finalmente, es resuspendido en un volumen de aproximadamente

0.5 mL.

El gradiente de densidad es el método mas utilizado para el procesamiento

de esperma después de la masturbacion o electro-eyaculacion en laboratorios
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de FIV (13). Este se fundamenta en que los espermatozoides
morfolégicamente normales, los anormales y los desechos tienen diferentes
densidades. Como resultado de las diferencias de densidad, los
espermatozoides moviles normales penetran en las densidades mas altas en
la direccién de la fuerza de centrifugacion, mientras que los espermatozoides
morfolégicos inmoviles o anormales se retienen en los limites de las
interfaces. Esta técnica aisla la subpoblacion de espermatozoides con la
mejor motilidad, morfologia y presuntivamente con mejor calidad de ADN
nuclear y mitocondrial. ElI gradiente mas comun utilizado para el
procesamiento de espermatozoides en la FIV es discontinuo. En el cual se
coloca un volumen de una suspension de alta densidad (80% a 90%) seguido
de uno de menor densidad (40% a 45%). La muestra de semen se coloca
encima de la preparacion antes descrita y se centrifuga. En el presente estudio

se centrifugd a 1300 fuerza centrifuga relativa (RCF) durante 10 minutos.

Posterior a la capacitacion, los espermatozoides recuperados fueron
separados en 2 fracciones de 50 uL en un tubo eppendorf de 0.6 ml. Uno de
ellos incubado a 37°C y el otro a 40°C durante 1 hora en un bafo de agua.

Después del tiempo de incubacién, se registré la motilidad de los espermas
por el sistema CASA IVOS versién 12.3 (Hamilton Thorne Biosciences, USA).
Con un énfasis en los valores de VCL (Velocidad Curvilinea), ALH (amplitud
de desplazamiento lateral de la cabeza) y LIN (indice de linealidad) ya que

son reflejo de la motilidad hiperactivada.
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En las muestras post-incubacién ademas se estudio la fragmentacién del ADN
espermatico utilizando el kit comercial Halosperm (HalotechDNA, Madrid,
Espafia) el cual se basa en la técnica SCD. Se siguieron las recomendaciones
del fabricante, el procedimiento tiene una duracién de 1.5 horas, consta de 3
etapas en las que los espermatozoides son inmersos en un microgel de
agarosa Yy distribuidos en una laminilla, posteriormente la muestra es tratada
con una solucion acida desnaturalizante y una solucion de lisis, y finalmente
se deshidrata, tifie y se visualiza por microscopia de campo claro®. Las
laminillas fueron tenidas con el kit de tincion de campo claro HT-BFS

(HalotechDNA, Madrid, Espaia).

5.1 Analisis estadistico

Se cred una base de datos en Microsoft Excel con los parametros obtenidos del
espermograma, los datos de los parametros de motilidad obtenidos mediante el
sistema CASA, y los resultados de la fragmentacion de ADN espermatico. Para el
analisis de los datos las variables continuas, fueron expresadas como medias con
desviacion estandar (SD) y las variables categdricas como frecuencias y/o
proporciones relativas.

Se compararon los valores obtenidos de las muestras espermaticas incubadas a
37°C y 40°C mediante una prueba de T Multiple corregida con el método Holm-
Sidak. La comparacion de la fragmentacidén espermatica a las dos condiciones de

incubacion fue evaluada mediante la prueba exacta de Fisher.
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Los analisis fueron realizados con el software GraphPad Prism 8 y se consider6

estadisticamente significativo el valor de p < 0.05

5.2 Tamaino de muestra
Dado a que no existen estudios previos con respecto al tema abordado. Se

realizé un estudio piloto que incluyé muestras de semen de 20 pacientes.

5.3 Comité de ética

El proyecto fue sometido para aprobacion por el comité de ética de esta

institucion. Se registro con la clave: GI119-00018
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas de los pacientes

El presente estudio incluy6é un total de 20 pacientes que acudieron al Centro
Universitario de Medicina Reproductiva del Hospital Universitario UANL, durante
el ano 2020. Los pacientes tuvieron en promedio 36.9 + 5.3 afios, un peso de
77.3 £ 9.46 kg, un indice de masa corporal (IMC) de 26.1 + 2.64 kg/m?, y 3.44 +
1.04 dias de abstinencia sexual al momento de la recoleccion de la muestra

espermatica (Tabla 1).

Tabla 1.- Descripcion de participantes

Media + DS Min-max.

Edad 36.9+5.3 28-47
Peso (Kg) 77.3 £9.46 70-85
IMC 26.1+2.64  24.4-30.1
Abstinencia (Dias) 3.44 £1.04 2-5
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En cuanto a la descripcion clinica de los pacientes, el 5% (n= 1) refiri6 consumo
de alcohol ocasional, y el 15% (n=3) refirieron consumo de alcohol y tabaco sin
especificar en cuanta cantidad. Ningun paciente refiri6 diagndstico de

hipertension arterial sistémica y/o diabetes mellitus.

Se realizé un espermograma inicial, siguiendo las recomendaciones del manual
de la Organizacién Mundial de la Salud en su 102 edicién. En cuanto al volumen
las muestras tuvieron entre 0.6-5.5 ml con un promedio de 2.19 £ 1.29 ml. En
cuanto a concentracion, esta fue de 30 -337 millones por mililitro con un valor
promedio de 153 £ 87.5 M/ml. Las muestras analizadas reportaron una vitalidad
desde 39-98%, con un promedio de 72.1 £ 16.9 y una morfologia normal de 7.78

+ 2.51 (Tabla 2).

Tabla 2.- Descripcion inicial de los parametros espermaticos de las

muestras incluidas en este estudio.

Media = DS Min-max.
Volumen (ml) 219+1.29 0.6-5.5
Concentracion [M/ml] 153 £ 87.5 30-337
Vitalidad [%] 721 £16.9 39-98
Morfologia normal [%] 7.78 £ 2.51 4-14
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A continuacion, se compararon las concentraciones totales, de formas moviles y
con motilidad progresiva inicial y posterior a la incubacion a 37°C y 40°C (Figura
1). Se observd una disminucion no significativa con respecto a los valores
iniciales, lo cual es propio de la capacitacion espermatica, mediante la cual se
eliminé una proporcion de células, lo que es el objetivo de ese procedimiento, sin

embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 1).
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Figura 1.- Concentraciones inicial y post incubacion de espermatozoides

totales, moéviles y progresivos.

Al comparar con respecto a la comparacion de las concentraciones inicial y post
incubacion a 37°C de espermatozoides totales, moviles y progresivos. No se
encontraron diferencias significativas, por lo que el tratamiento de una hora de

incubacion, no disminuyd el numero de espermatozoides viables en la muestra

(Tabla 3).
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Tabla 3.- Comparacion de las concentraciones inicial y post incubacién de

espermatozoides totales, méviles y progresivos.

Post-
Inicial
incubacion
p-valor
37°C 37°C p-valor
ajustado*
Total [M/ml] 133+90.2 7281813 0.033 0.095
Progresivos
104+916 61.6+61.6 0.089 0.169

[M/mil]
Moviles [M/ml] 56.1 £61.2 38.8 £30.7 0.266 0.266

* Prueba de T Mdltiple corregida con el método Holm-Sidak

Ademas, no hubo diferencias entre la incubacion a 37 °C y 40 °C con respecto a

la concentracion total, moviles y progresivos (Figura 1y Tabla 4).
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Tabla 4.- Comparacion de las concentraciones post incubacion de

espermatozoides totales, moviles y progresivos.

Post - incubacion

37°C 40 °C

Total [M/ml] 728 +81.3 70.8+55.5

Progresivos [M/ml] 61.6+61.6 60.6+51.4

Méviles [M/ml] 38.8+30.7 40.6 £33.9

* Prueba de T Mdltiple corregida con el método Holm-Sidak
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6.2 Comparacion de los parametros de hipermotilidad espermatica

El CASA subdivide las células contabilizadas con respecto a su velocidad. Al
utilizar esta clasificacion para comparar segun la temperatura de incubacién, no
se encontré una diferencia estadisticamente significativa en ninguna de estas
categorias usando una prueba multiple de T con una correccion con el método

Holm-Sidak (Figura 2 y Tabla 5).

Figura 2.- Velocidad espermatica inicial y post capacitacion.
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Tabla 5.- Comparaciéon de las concentraciones post incubacion de

espermatozoides clasificados segun su velocidad por el sistema CASA.

Velocidad 37°C 40 °C p-valor p-valor ajustado*
Rapido 50.0+43.2 50.8+455 0.956 0.992
Medio 3.33+6.16 2.10+3.23 0.446 0.906
Lento 849+17.3 7.35+9.43 0.802 0.992
Estatico 124 +£259 10.8 £28.1 0.856 0.992

*Prueba de T Mdltiple corregida con el método Holm-Sidak
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En la Figura 3, se presenta un QQ plot en el que se observa que los datos
obtenidos de los parametros de motilidad obtenidos mediante el analisis de las
muestras post incubacion mediante el sistema CASA, presentaron una
distribucion normal, ademas la prueba de Kolmogorov-Smirnov indicé normalidad
de los datos. Por lo cual fue valido hacer comparaciones estadisticas usando una

prueba de T para comparar medias de dichos parametros.

Figura 3.- QQ plot de los parametros de motilidad espermatica obtenidos

mediante el CASA.
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Los parametros de motilidad (VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR & LIN) fueron
comparados a ambas temperaturas con una prueba de T-test multiple y se

ajustaron los valores de p con el método Holm-Sidak.
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En la figura 4 se observa que hubo una tendencia a un incremento en los
parametros de motilidad VAP, VSL, VCL y BSF. Mientras que los valores de ALH,
STR, LIN fueron similares en ambas temperaturas de incubacion.
Interesantemente, la elongacién fue menor en los espermas incubados a 40°C.
Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (Tabla

6).

Figura 4.- Comparacion de los parametros de motilidad espermatica post

incubacion a 37°C y 40°C.
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Tabla 6.- Comparacion de los parametros de motilidad post - incubacion.

VAP (um/s)

VSL (um/s)

VCL (pm/s)

ALH (um)

BCF (Hz)

STR

LIN

ELONG

37°C

65.7 + 9.63

58.4 +10.2

94.1+13

3.72+0.785

23.2+3.83

87.5+4.33

62.7 £ 8.83

77.3+8.25

40°C

69.5 +8.72

61.9+9.71

102 £ 12.6

4.05+0.85

26.2+£5.48

87.4 +4.52

61.5+7.21

744 +8.6

Prueba de T Multiple corregida con el método Holm-Sidak
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0.273

0.058
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0.047

0.943

0.641

0.283

0.670

0.670

0.303

0.670

0.287
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Mediante la prueba exacta de Fisher se encontr6 que hubo una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.001) en la proporcion de espermatozoides

con ADN fragmentado con respecto a la temperatura de incubacion (Tabla 7).

Tabla 7.- Nomero de espermatozoides con ADN fragmentado o ADN no-

fragmentado a las diferentes temperaturas de incubacién.

ADN fragmentado ADN no-fragmentado Total

37 °C 449 5560 6009
40 °C 543 5459 6002
Total 992 11019 12011

Sin embargo, la prueba exacta de Fisher solo permite saber que existe diferencia

entre los grupos de las diferentes categorias.
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CAPITULO ViII:

DISCUSION

El concepto de hiperactivaciéon espermatica surgid de las observaciones de
Yanagimachi a finales de los 60’s, del cambio del patrén de motilidad de
espermatozoides de hamster previo y posterior a la capacitacion. Este fenédmeno,
consistia en un movimiento vigoroso que se sugirié conferia poder de propela
mediante el cual el esperma alcanzaria la zona de fertilizacion, y ayudaria a
atravesar la zona del cumulo del ovocito y la zona pelicida 2°. De ahi que la
hiperactividad espermatica se ha correlacionado con la fertilidad. Este fendmeno

ha sido observado en multiples especies animales incluida la humana.

En humanos, se identific6 que solo una proporciéon del esperma es capaz de
hiperactivarse sincronamente después de una incubacién en condiciones
capacitantes 3637, Mas recientemente, el uso de los sistemas de analisis
computarizado del semen (CASA) aunado al analisis multivariado han
evidenciado la existencia de subpoblaciones de parametros cinéticos vy
morfométricos en eyaculados de diferentes especies, en otras palabras, los

eyaculados no son homogéneos .

Este es el primer estudio en humanos que se realiza a nuestro conocimiento,
para evaluar la motilidad hiperactivada de los espermatozoides por medio de la

incubacion a una temperatura de 40°C.
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Una de las ventajas del presente estudio radica en la utilizacién de la técnica
computarizada es que se minimiza el factor subjetivo del analisis de examen
rutinario de semen. Entre las ventajas del uso de estos sistemas se encuentran
la rapidez de analisis, la baja variacion técnica y la capacidad de cuantificar
parametros y subclasificar las células por su patron de movimiento como rapido,

rapido progresivo, normal y estatico 3.

En estos sistemas, el analisis de motilidad refleja una serie de medidas derivadas
del analisis del desplazamiento de la cabeza del espermatozoide a través del
tiempo mediante el procesamiento de imagenes consecutivas de la muestra. Una
de las desventajas de su uso es que estos sistemas se basan en la medicion de
los movimientos de la cabeza del espermatozoide, lo cual indirectamente mide el

movimiento flagelar 3°.

En la figura 5 se presenta una adaptacion de la representacion esquematica de

los parametros de motilidad medidos por el CASA de Boyer et al. 1989 4°.
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Figura 5. Esquema de los parametros de motilidad medidos por CASA “0.

La captura inicial de la imagen proporciona un centroide para cada
espermatozoide, posteriormente se deduce la localizacion de la célula. La
conexion entre los centroides proporciona su trayectoria real o trayectoria
curvilinea. La velocidad promedio con respecto al tiempo a lo largo de dicha
trayectoria se denomina velocidad curvilinea (VCL, pm/s). La trayectoria
promedio es calculada, y la velocidad promedio en el tiempo a lo largo de la
trayectoria se denomina velocidad de trayectoria media (VAP; pm/s). La
velocidad a lo largo del trazo de una trayectoria recta desde la primera hasta la
ultima posicion de una cabeza de esperma, se denomina velocidad de linea recta
(VSL; um/s). A la desviacion en la posicion del centroide hay una desviacion de

la trayectoria media, y esto se denomina amplitud del desplazamiento lateral de

45



la cabeza (ALH; um). Los puntos en los que la trayectoria curvilinea intercepta la
trayectoria promedio, se denomina frecuencia de cruzamientos (BCF, Hz) 3538,

En el presente trabajo se observé que hubo una tendencia a un incremento en
los parametros de motilidad VAP, VSL, VCL y BSF cuando las muestras de
esperma se incubaron a 40°C. Sin embargo, estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas. Mientras que los valores de ALH, STR, LIN fueron
similares en ambas temperaturas de incubacion. Interesantemente, la elongacion
fue menor en los espermas incubados a 40°C en comparacion con los incubados
a 37°C, esto es importante ya que una cabeza mas elongada incrementa la
velocidad de movimiento de los espermatozoides 4!, contrario a lo esperado. Sin

embargo, dicha diferencia no fue estadisticamente significativa.

Kay y Robertson, realizaron una recopilacion de las definiciones de los
parametros de motilidad para identificar la hiperactivacion del esperma humano
35 En ella se incluyen, los puntos de corte de 7 estudios realizados entre 1988-
1995. Interesantemente, nuestros datos de VCL a ambas temperaturas de
incubacion fueron consistentes con la motilidad hiperactivada.

En contraste con los estudios iniciales, donde los tiempos de incubacion in vitro
reportados fueron de 3-4 horas, en el presente estudio empleamos tiempos de
incubacion de 1 hora. Esta seleccion se baso en observaciones recientes donde
el tiempo minimo para evidenciar la motilidad hiperactivada a 40°C fue de 60
minutos (comunicacion personal con Dr. Mariano Buffone).

El método utilizado en el presente estudio, donde se comparan los parametros

de movimiento espermatico mediante el sistema CASA del esperma que se
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incuba en condiciones capacitantes con aquellos que no son incubados en estas
condiciones, ya ha sido empleado por otros investigadores, con el objetivo de
definir la hiperactivacién de esperma de diferentes especies .

Boryshpolets reporto que un cambio de 31-37°C, incremento la velocidad y
disminuyo la frecuencia de eventos de giro de los espermas siendo capaces de
observar la hiperactivacion en un lapso de 3-10 minutos 4?. Sin embargo,
nuestros hallazgos indican que la incubacién a 40°C no confirié ninguna ventaja
con respecto a la incubacién a 37°C. Mas recientemente, Thijssen reporto que
los espermas incubados a temperatura ambiente (23°C) presentaron una
motilidad progresiva y morfologia superior con respecto a los incubados a la
temperatura fisioldgica de los testiculos (35°C), sin embargo la evaluacion se

realiz6 a las 24 horas 3.

La morfologia espermatica es otro de los parametros que han sido empleados
como herramienta clinica para evaluar la infertilidad masculina. La cual es
considerada como normal si la muestra posee > 4% de formas normales. Las
muestras analizadas en el presente estudio presentaron de 4-14% de formas
morfolégicamente normales. Sin embargo, evidencia reciente ha eliminado el
valor prondstico de la morfologia ligado a bajas tasas de embarazo, cuando se
usan las TRA 44,

Adicionalmente, la integridad del ADN influye en la calidad seminal con potencial
predictivo de la fertilidad. Valverde reporté que, aunque un espermatozoide con
material genético aberrante fecunde un ovocito, el embrion resultante sufriria un

proceso apoptético durante el periodo de division de cuatro a ocho células 3. En
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otras palabras, la integridad del ADN es necesaria para una embriogénesis
normal. Se considera que valores de fragmentacion superiores al 30%, estan
asociados con una disminucion de la probabilidad de éxito de las TRA. En el
presente trabajo se evalud si el tratamiento de temperatura al que se expusieron
las muestras de esperma no fue perjudicial en cuanto a la integridad del ADN
espermatico. Se encontr6 una diferencia significativa en cuanto a la
fragmentacion del ADN espermatico en los grupos comparados. Los valores de
SDF fueron de 7.49 y 9.05 % para los espermas incubados a 37°C y 40°C

respectivamente, por debajo de lo que es considerado como perjudicial.

Como perspectiva del presente trabajo realizaremos las mediciones descritas en

las secciones anteriores de muestras de semen adicionales para lograr un mayor

poder estadistico y corroborar nuestros hallazgos.
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CAPITULO VIII:

CONCLUSIONES

Si bien el procedimiento realizado en este estudio ha sido empleado para estudiar
la hiperactividad en semen de diferentes especies, en nuestro conocimiento, este
es el primer estudio en humanos donde se evalua la motilidad hiperactivada de
los espermatozoides posterior a su incubacion a una temperatura de 40 °C.
Aunque no hubo una diferencia estadisticamente significativa, en los parametros
de motilidad espermaticos medidos por el sistema CASA, se observé que hay
una tendencia al aumento en algunos de estos parametros en las muestras
incubadas a una temperatura de 40°C, en comparacién con aquellas incubadas
a 37°C. Desafortunadamente, en las muestras expuestas a esta temperatura se
encontré una mayor fragmentaciéon del ADN espermatico, sin embargo por debajo

del umbral asociado con una probabilidad de éxito disminuido de las TRA.

La principal limitante del estudio fue la obtencion de muestras que cumplieran
con los criterios de inclusion, dado que una gran proporcién de los pacientes
tienen alterados algunos de los parametros espermaticos, principalmente la
concentracién y motilidad. Como perspectiva de este trabajo se procesaran
muestras de semen adicionales para incrementar el poder estadistico de nuestro
analisis y corroborar nuestros hallazgos o evidenciar una diferencia significativa

en los valores con tendencia.
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CAPITULO XI

SUMMARY

Introduction

Infertility is defined as the failure of a couple to conceive after 12 months of sexual
intercourse without the use of contraception in women under 35 years of age and
after 6 months in women over 35 years of age.

The main treatment consists of the use of assisted reproductive techniques
(ART). However, the success rates of ART are 30%, so they are not considered
highly effective. Therefore, taking into account the low effectiveness of treatments
and their growing demand, it is essential to improve existing treatments, including

innovations that help improve performance.

Aims

1. Compare the effect of sperm incubation at elevated temperature (40°C) and

incubation at physiological temperature (37°C) on sperm motility parameters.

2. Evaluate whether the incubation temperature to which the sperm sample is

subjected (37°C and 40°C) affects the rate of sperm DNA fragmentation.
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Material and methods

A prospective, comparative and non-randomized study was carried out at the pilot
level. The study included male patients with a diagnosis of primary or secondary
infertility who attended the University Center for Reproductive Medicine of the
University Hospital “Dr. José Eleuterio Gonzalez” during 2020 and who underwent
assisted reproduction techniques, including in vitro fertilization (IVF) and
cytoplasmic sperm injection (ICSI).

Sperm hyperactivation was assessed by measuring post-incubation sperm
samples using the computer-aided sperm analysis system (CASA) with emphasis
on curvilinear velocity (VCL), head lateral displacement amplitude (ALH) and
linearity (LIN) reflecting hyperactivated motility. While the evaluation of sperm
DNA fragmentation was performed after sperm incubation at 37°C and 40°C, with

the in vitro diagnostic kit Halosperm (HalotechDNA, Spain).

Results

No differences were found with respect to the concentration of total, motile and
progressive sperm with respect to the incubation temperature. Although there was
a trend towards an increase in the mobility parameters VAP, VSL, VCL and BSF,
these differences were not statistically significant.

In contrast, there was a statistically significant difference in the proportion of

sperm with fragmented DNA with respect to the incubation temperature.
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Conclusions
Post-capacitation incubation of sperm, at a temperature of 40°C, did not cause an
effect of sperm hyperarousal. Additionally, a difference in sperm DNA

fragmentation was observed between sperm incubated at 37°C and 40°C.

Keywords:

Temperature, Sperm hyperactivation, DNA fragmentation, CASA.
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CAPITULO XII

ANEXOS

12.1 Aprobacién del Comité de Etica en Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE

DR. MED. LUIS HUMBERTO SORDIA HERNANDEZ
Investigador principal

Departamento de Ginecologia y Obstetricia
Presente.-

Estimado Dr. Sordia:

Les informo que nuestro Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario *Or. Jose
Eleuterio Gonzalez", ha evaluado y aprobado el proyecto de investigacion titulado: “Efecto de
la incubacién de esperma a alta temperatura sobre la motilidad espermatica y la
fragmentacion del ADN", registrado con la clave GI19-00018, participando ademas el Dr.
Marco David del Cueto Aguilera, Dr. Felipe Arturo Morales Martinez, M.C. Martha Merino Ruiz y
la Est. Brianda Enriquez Saenz como Co-Investigadores. Ademas del siguientes documentos.

o Protocolo en extenso 2.0 de fecha 15 de Noviembre del 2019.
o Formato de Consentimiento Informado, version 2.0 de fecha 15 de Noviembre del 2019

Le pedimos mantenernos informados del avance o terminacion de su proyecto.

Sin més por el momento, me despido de ustedes.

Atentamente, S,
“Alere Flammam Veritatis” , ol

ahas
FSTICACION

DR. med. JOSE GERARDO GARZA LEAL
Presidente del Comité de Etica en Investigacion

-
i\
Full ")
N \§ Acorcdination’ §
Comité de Etica en Investigacion W /)
Av. Francisco 1. Madero y Av. Gonzaltos sin, Col. Miras Centro, C P. 64460, Monterrey, N.L México Q:\,h__‘,- 4
Tedéonos. 818329 4050, Ext. 2870 a 2874. Correo Electronico; imvestigacioncinica@meduanl com S4a0000% 10,3017
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12.2 Aprobacion del Comité de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO

DR. LUIS HUMBERTO SORDIA HERNANDEZ
Invessgador principal

Departamento de Ginecologia y Cbstetricia
Presente -

Estmado Or. Sordia:

En respuesta a su sokatud con nimero de Ingreso PHS-00329 con fecha del 18 de Septiembre del 2019,
recibida en las Oficinas de la Secretaria de Investigacion Clinica de |a Subdireccidn de Investigacion, se extende
la siguiente DICTAMEN FAVORABLE con fundamento en los articulos 4* parrafo cuarto y 16 de la Constitucidn
Politica de los Estados Unidos Mexicanos; asi como los articules 14-16, 99 parafo tercero, 102, 106 del
Reglamento de la Ley General de Salud en Maleria de Investigacion para la salud; asi como de los articulos
111,112 y 11§ del Decreto que modifica a Ia Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud
publcado el ¢ia 2 de abril del 2014; Ademas Punto 4.4, 4.7, 6 2 8de la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-
2012, que establece los criterios para la ejecucion de proyecios de investigacion para la salud en seres humanos,
asi como por el Reglamento interno de Investigacion de Nuestra Institucion.

Se ke informa que el Comité a mi cargo ha determinado que su Protocolo de Investigacion dinica abajo
mencionado cuenta con la calidad %écnica y ménto centifico que la Scciedad Mexicana demanda.

“Efecto de la incubacion de esperma a alta temperatura sobre la motilidad espermatica y la fragmentacion
del ADN", registrado con la clave GI19-00018,

A conlinuacion se enlstan los documentos aprebados:
e Prolocolo en extenso 2.0 de fecha 15 de Noviembre del 2019

Le reitero que es obigacidn del Invesigador principal presentar a este Comité de Investigacitn un informe técnico
final.

Sera nuestra cbiigacidn realizar visitas de sequimiento a su sitio de investigacion para que todo lo anterior este
debidamente consignado, en caso de no apegarse, este Comité tiene 1a aukridad de suspender lemporal o
definitivamente ka investigacion en curso, 10do esto con la finalidad de resguardar e beneficio y seguridad de todo
el personal y sujelos en investigacion.

Alentamente.-
*Alere Flammam Veritatis®
Monterrey, Nuevo Ledn 19 de Dicie

WESTIGAS

TEDE ["' A E" ACIG
DR.C. cunuenmo ELIZONDO ﬁsom, e o INVESTIGAT
Presidente del Comité de Investigacion

Comiti do Invostigaclén
YA mcaumc«mcvweommmmmo
nmmmamwso Ext 2870 a 2874, Correo E 2 com
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