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CAPITULO |

RESUMEN

La infertilidad masculina, definida como la alteracion de por lo menos uno de
los parametros del espermograma establecidos por la Organizacidon Mundial de la
Salud (OMS) ! ocupa hasta el 50% de las causas reconocibles de infertilidad. ? Los
avances en el campo han logrado identificar influencias ambientales, fisiolégicas y
genéticas a nivel molecular, que generan un estrés oxidativo derivado del
desequilibrio entre oxidantes y reductores que resulta nocivo para el
espermatozoide. 3 El sistema MIOXSYS ha surgido como una alternativa de
cuantificar el estrés oxidativo, el cual consiste en un analisis de semen mediante un
electrodo que monitorea el potencial de oxidacion-reduccién (SORP) en el semen
humano con alta especificidad. Lo que permite relacionar el estrés oxidativo con la
calidad espermatica, asi como con las tasas de fertilizacion o el desarrollo

embrionario.

Objetivo: Correlacionar los niveles de produccién de radicales libres y la

capacidad antioxidante celular en espermatozoides con las tasas de fertilizacién y



desarrollo embrionario en ciclos de Fertilizacion In Vitro (FIV) e Inyeccion

Intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI).

Material y Métodos: Se realizd un estudio prospectivo y comparativo, en el
Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” con pacientes sometidos a un
procedimiento de alta complejidad como FIV o ICSI. Se midi6é el SORP al momento
de la licuefaccion del semen y al momento de realizar la FIV/ICSI y se correlacion6

con los pardmetros espermaéticos, la tasa de fertilizacion y el desarrollo embrionario.

Resultados: No se encontré una relacion significativa entre el potencial de
oxidacion-reduccion (sORP) en el semen humano con la tasa de fertilizacion, ni con
el grado de desarrollo embrionario. Sin embargo, se corroboroé la relacion negativa
entre la concentracion y motilidad, no siendo asi para la morfologia de los

espermogramas realizados.

Conclusiones: El estrés oxidativo de los espermatozoides medido como el
potencial de oxidacién-reduccion mediante el sistema MiOXSYS no se relaciona con
las tasas de fertilizacion ni el desarrollo embrionario en técnicas de reproduccion
asistida. Por tanto, no es posible delimitar un valor de corte como parametro de
infertilidad. Se observé una relacion entre el nivel alto de SORP con una cuenta y

motilidad espermatica baja.

Palabras clave: Estrés oxidativo, MiOXSYS, infertilidad masculina, desarrollo

embrionario, fertilizacion.



CAPITULO Il

ANTECEDENTES

La infertilidad, definida como la incapacidad de concebir después de 12
meses de relaciones sexuales sin proteccién 4, afecta a 8 millones de parejas en los
Estados Unidos, de los cuales hasta el 50% tiene un factor contributivo masculino.
5> Globalmente, se estima que el 12% de los hombres en edad reproductiva en todo
el mundo sufren de infertilidad. ? La infertilidad en estos es cominmente causada
por problemas en la expulsion del semen, ausencia o bajos niveles de

espermatozoides, formas anormales, y problemas en su movimiento. ©

Recientemente los avances en el campo de la infertilidad han contribuido a
nuestro conocimiento sobre las circunstancias que atribuyen al factor masculino. Se
han reconocido influencias ambientales, fisiolégicas y genéticas, a nivel molecular,
sin embargo, el estrés oxidativo resultante del desequilibrio entre oxidantes y
reductores parece ser un denominador comun 3 que perjudica la funcién del

espermay no ha sido bien estudiado.



El estrés oxidativo se define como la alteracion en el equilibrio entre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (radicales libres) y las defensas
antioxidantes ’. Las especies de oxigeno reactivo (EOR) son agentes oxidantes
altamente reactivos que pueden, a niveles supra fisioldgicos, tener un efecto toxico
potencial en la calidad y funcién del esperma. 3 El estrés oxidativo ha surgido como
una de las principales causas de infertilidad inexplicable, ya que puede causar un
incremento en la fragmentacion de ADN espermético, disminucion de motilidad,

concentracion y morfologia anormal.®

Al igual que otros radicales libres, las EOR contienen electrones no pareados
dados por la incompleta reduccién del oxigeno molecular por lo cual exhiben una
fuerte reactividad con otros compuestos. ° Ademas, tipicamente incitan una reaccion

en cadena exponiendo un tipo de actividad de circulo vicioso.

En circunstancias fisiolégicas normales, como todas las demas células vivas,
los espermatozoides requieren oxigeno para sobrevivir, por lo tanto, éstas EOR se
forman como producto del metabolismo del oxigeno natural que actian como
moléculas de sefalizacion vitales, es decir, se requieren a niveles bajos para llevar
a cabo la capacitacion de los espermatozoides, la hiperactivacion, la reaccion
acrosémica y la fusiéon con los ovocitos 1°. Sin embargo, una variedad de
exposiciones ambientales y procesos patologicos pueden dar niveles excesivos de

EOR y se han asociado con entidades patologicas como la enfermedad



neurodegenerativa, la enfermedad vascular, el cancer ! y la que es motivo de

nuestro estudio, la infertilidad.8

Se ha observado que los espermatozoides son especialmente susceptibles
al dafio causado por un exceso de EOR, ya que sus membranas plasméticas
contienen grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados, *? lo que favorece
la peroxidacion lipidica de las membranas plasméticas, produciendo una alteracion
de la funcién de los espermatozoides y su capacidad de fertilizacion 3, ademas su
citoplasma contiene concentraciones muy bajas de enzimas antioxidantes, las
cuales no pueden proteger a la membrana plasmatica que rodea el acrosomay la
cola, lo que obliga a los espermatozoides a depender solo de la proteccion
proporcionada por el plasma seminal, 2 en base a esta fisiopatologia general se cree
gue los niveles excesivos de EOR alteran la funcion normal del esperma y su

vitalidad.

Agarwal y col. * en el 2006 con el objetivo de determinar los patrones
anormales de produccion de EOR en pacientes con factor de infertilidad masculino
y de definir valores de referencia de EOR en dichos pacientes, realizaron un estudio
retrospectivo, donde analizaron pacientes con infertilidad con parametros normales
y anormales del semen, asi como en donadores sanos. Encontraron que los
donadores sanos presentaron una concentracion espermatica, motilidad y
morfologia significativamente mas elevada en comparacién con los pacientes con
infertilidad. El andlisis indicé una asociacién significativa entre la infertilidad y las

EOR. Los valores de corte de EOR fueron de 1.2 a 1.4, por lo tanto, concluyen que
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las EOR son un marcador independiente de infertilidad, sin importar si estos

pacientes tienen o no parametros de semen normales.

De manera anéaloga, el Acido Desoxirribonucléico (ADN) espermatico, es

esencial para la fertilizacién exitosa y el desarrollo del embrién. 13, 15

A través del tiempo se ha demostrado que los espermatozoides de hombres
infértiles contienen varias alteraciones nucleares. En 1998, Aitken RJ y col.
evaluaron espermatozoides humanos expuestos a niveles crecientes de estrés
oxidativo mediante la generacion de oxidantes enddgenos con Nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) para la generacion de oxidantes endogenos,
0 mediante la exposicion directa al peroxido de hidrégeno. Encontrando a bajos
niveles de estrés oxidativo una reduccion significativa en la fragmentacion del ADN
espermatico, en cambio a medida que aumentaba el estrés oxidativo, los
espermatozoides exhibieron niveles significativamente elevados de dafio al ADN.
Las tasas de fecundacion aumentaron a medida que aumenté el nivel de estrés
oxidativo; solo en los niveles mas elevados de estrés, se observaron tasas
extremadamente altas de fragmentacion del ADN, pérdida de la capacidad de

movimiento del espermatozoide y en la fusién con el ovocito.*®

En el 2001, Zini y cols. correlacionaron de manera prospectiva los niveles de
desnaturalizacion y fragmentacion del ADN espermatico con los parametros
estandar del semen en pacientes con infertilidad conocida y en pacientes sanos;

Reportando que los niveles de desnaturalizacion y fragmentacion del ADN
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espermatico fueron significativamente mas altos en los sujetos infértiles en
comparacion con los controles féertiles. Se documentd una correlacion negativa de
los valores de desnaturalizacion y fragmentacién con los pardmetros espermaticos
estandar, siendo la mas fuerte con la motilidad espermatica. Los autores
concluyeron que la infertilidad est4 asociada con una mala integridad del ADN

espermatico. 1’

En el 2004, Mohamed y cols, examinaron el papel de la apoptosis y las EOR
en la induccién de dafios en el ADN en espermatozoides eyaculados, compararon
un grupo de pacientes con infertilidad conocida contra un grupo de donantes de
semen sano, encontrando mayor tasa de apoptosis y niveles de EOR en los
pacientes con infertilidad, asi mismo lograron correlacionar las EOR con la
apoptosis y el indice de fragmentacion del ADN, lo que sugiere fuertemente que el
dafo al ADN puede ser inducido por el asalto oxidativo, posiblemente causado por

las altas frecuencias de roturas de ADN de cadena simple y doble.3

Aunque la evidencia presentada sugiere que las EOR y la extension del dafio
al ADN estan estrechamente relacionadas con la funcion del espermatozoide y por
ende con la infertilidad masculina, los estudios realizados hasta ahora contienen
una alta variabilidad intraindividual e inter observador, ademas se han realizado de
forma inconsistente entre laboratorios. Por lo anterior, existe la necesidad de
pruebas méas avanzadas que puedan evaluar con precision la calidad del
espermatozoide y determinar la etiologia del varon infértil. Los métodos utilizados

hasta ahora abarcan ensayos de uso comun para medir estrés oxidativo solo con

7



biomarcadores. Ejemplos de tales ensayos incluyen quimioluminiscencia para EOR,
capacidad antioxidante total (TAC) para antioxidantes y la determinacion de
malondialdehido (MDA) para dafios post hoc debido a la peroxidacion lipidica. ° Sin
embargo, estas pruebas son laboriosas, requieren mucho tiempo, son costosas y
requieren instrumentos sofisticados y grandes volimenes de muestra. La prueba
ideal debe ser simple y ser capaz de medir todos los oxidantes y antioxidantes que

contribuyen al estrés oxidativo en una muestra de semen.

La falta de precision de las pruebas directas e indirectas, generan una
discrepancia en la medicion del estrés oxidativo, lo que ha obstaculizado su uso
clinico como indicador de calidad para el semen. Algunas pruebas midieron
marcadores unicos de oxidantes o solo de reductores, lo que lleva a la falta de
estandarizacion de los resultados '8, de ahi nace el potencial del proceso de
reduccion/oxidacion estéatico (SORP), el cual trata del balance redox actual en las
muestras de semen, es decir la relacién entre oxidantes y antioxidantes y se ha
descrito como una medida integrada del equilibrio entre la actividad oxidante total
(es decir, las especies oxigeno reactivas, tioles oxidados, radicales superoxido,
radicales hidroxilo, peréxidos de hidrégeno, 6xidos nitricos, peroxinitritos, iones de
metal de transicidn, etc.) y la actividad total del agente reductor (es decir, tioles

libres, ascorbatos, tocoferoles a, carotenos 3, acidos uricos, entre otros).

Medir el sORP en muestras de semen se ha convertido en un método

novedoso en el campo de la andrologia, el cual se ha mostrado prometedor para



predecir parametros de semen anormales y diferenciar muestras de semen fértiles

de infértiles. 10

En dos estudios realizados por Arfa y Agarwal, se determiné que los valores
de sORP del semen, son independientes a la edad y al indice de masa corporal
(IMC), por lo que reflejan el estado de estrés oxidativo en el sistema reproductor

masculino y no se trata de una medida sistémica indirecta. & 1°,

El sistema MiIOXSYS ha surgido como una alternativa a los problemas antes
planteados, el cual consiste en una prueba de analisis de semen mediante un
electrodo que monitorea el SORP in vitro, utilizando una tecnologia electroquimica
para la medicidon cualitativa (milivoltios) del potencial de oxidacion-reduccion
estatica en el semen humano con alta especificidad. El ensayo de MIOXSYS
proporciona una medida rapida y holistica, una vez que el sensor con la muestra del
semen se inserta correctamente en el sistema, la medida de sORP se completa en
3 minutos con la visualizacion de los resultados a diferencia de la utilizacion de
guimioluminiscencia donde se requiere de 60 min para procesar los resultados, y 70

para métodos que utilizan fluorescencia.

El sistema MiIOXSYS esta disefiado para usarse junto con los parametros
estdndar de analisis de semen (volumen de eyaculacion, esperma total,
concentracion de esperma, motilidad total, motilidad progresiva y morfologia) como
una ayuda para evaluar la calidad del semen, hasta ahora su uso se ha limitado a

laboratorios y en hombres adultos de 21 a 45 afios de edad. °

9



A la fecha, existen 2 publicaciones que utilizaron el sistema MIOXYS para
evaluar la calidad del semen, Agarwal y col. establecieron en el 2017 un valor de
corte de sORP de 1.42 mV / 10% ml para diferenciar grupos de semen fértiles de
infértiles, '8 Posteriormente, en el mismo afio, Arafa y col. establecieron el valor de
1.38 mV / 108 ml para diferenciar entre las muestras de semen anormales y las
normales y un valor de corte de 1.41 mV / 10 ml, para poder diferenciar entre

muestras de semen infértiles y fértiles. 9
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CAPITULO 1lI

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En general, los parametros espermaticos (concentracion, motilidad y
morfologia) son malos predictores de infertilidad. Dado que el SORP es una medida
del estrés oxidativo que afecta el numero de espermatozoides, su motilidad y
morfologia, el SORP promete ser un mejor parametro predictor en la identificacion
de semen de pacientes infértiles '° asi como del éxito en técnicas de reproduccién

asistida de alta complejidad.

11



CAPITULO IV

JUSTIFICACION

El valor de sORP no se ha establecido como un indicador clinico de la calidad
del semen, debido a que los valores de corte establecidos provienen de estudios
realizados en un numero limitado de centros de fertilidad. Por lo tanto, su
reproducibilidad debe ser comprobada mediante resultados obtenidos en otros
centros con el potencial de posicionarse como un método adicional de analisis al
abordar a la pareja infértil con la finalidad de ofrecer un pronostico que va mas alla

de la interpretacion del espermograma.

Ademas, en nuestro conocimiento no existen estudios donde el SORP haya
sido evaluado al momento en que la muestra de semen se utilice en una técnica de
reproduccion asistida de alta complejidad (FIV o ICSI), por lo que su valor prondstico
en la tasa de éxito de estas es novedoso y significativo en nuestra area de

conocimiento.

12



CAPITULO V

HIPOTESIS

5.1. Hipotesis de trabajo o alterna (Ha)

Los niveles de sORP del semen son indicadores de la calidad espermatica,

y a su vez son predictores de éxito en técnicas de reproduccion asistida de alta

complejidad (FIV e ICSI).

5.2. Hipotesis nula (HO)

Los niveles de sORP no son indicativos de la calidad esperméatica y no

predicen los resultados reproductivos de las técnicas de reproduccion asistida de

alta complejidad (FIV e ICSI).

13



6.1.

6.2

CAPITULO VI

OBJETIVOS

Objetivo General
Correlacionar los niveles de produccion de radicales libres y la capacidad
antioxidante celular en espermatozoides con las tasas de fertilizacion en FIV

e ICSI

Objetivos Especificos

Comparar el nivel de sORP del esperma posterior a la eyaculacion,
especificamente al momento de la licuefaccion y al momento de realizar la
FIV/ICSI, donde ya no cuenta con los antioxidantes naturales presentes en
el plasma seminal.

Correlacionar el grado de desarrollo embrionario con el nivel de sORP
Correlacionar el nivel de sORP con los parametros espermaticos:

Concentracioén, motilidad y morfologia.

14



CAPITULO VII

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio prospectivo y comparativo. Este trabajo se llevo a cabo
en el Centro Universitario de Medicina Reproductiva (CeUMER), del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Auténoma de Nuevo
Ledn en un periodo de 1 afio, comprendido entre septiembre a noviembre del 2020.
Se incluyeron pacientes entre 20 a 47 afios, que se sometieron a alguna técnica de
reproduccion asistida de alta complejidad como FIV/ICSI y que contaron por lo
menos con un embrion de buena calidad para su transferencia. Se excluyeron de
este estudio a los pacientes azoospérmicos. En cuanto a las parejas, se incluyeron
mujeres de 20-40 afios que consultaron por infertilidad, incluyendo ovodonadoras,
y que tenian por lo menos un embrion de buena calidad para transferencia. Se
excluyeron mujeres de >40 afios, con factor ovarico claramente diagnosticado, que
no respondieron adecuadamente a los protocolos de estimulacién ovarica, con baja
reserva ovarica, o de las que se obtuvieron ovocitos de mala calidad. Se eliminaron

aquellas pacientes en los que no hubo transferencia de embriones en fresco.

15



Método

Una vez que se identificé que la pareja cumpliera con los criterios de
inclusion, se le invito a participar en este estudio. Una vez obtenido el
consentimiento por parte de los participantes se procedio a la firma del formato de

consentimiento informado.

A continuacion, el sujeto de investigacién proporcion6 la muestra de
esperma. Brevemente, se le proporcion6 al paciente un recipiente plastico esteéril,
donde mediante masturbacion con abstinencia sexual minima de 3 dias colecto la

muestra.

Posterior a la coleccion de la muestra, se esperd de 10 a 30 minutos para
permitir la licuefaccion de la muestra. Con el objetivo corroborar la presencia de
espermatozoides en la muestra, se coloco una alicuota de 10 pL en la camara de
conteo de Makler para su visualizacion directa mediante microscopia de campo
claro. Una vez que se corroboré que la muestra cumplia con los criterios de
inclusion, se tomo una alicuota de 30 pL para la medicion del SORP mediante el
sistema MiOXSIS. Brevemente, se insertd un sensor en el equipo MiOXSYS, al que
se aplicaron 30 pl de la muestra de semen. En el sensor, la muestra fluye
internamente a través del electrodo de trabajo y llena la celda de referencia,
completando el circuito electroquimico. La lectura de sORP obtenida refleja el

promedio de los 10 ultimos segundos (o lo equivalente a 20 lecturas) del proceso.
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Esta medicion del sORP al tiempo de la licuefaccion del semen, se registr

como el sORP inicial (SORPI).

Simultdneamente, una alicuota de ~100 pl de la muestra fue analizada
mediante un espermograma convencional siguiendo las recomendaciones descritas
en el manual de la OMS 2!, registrando la concentraciéon, motilidad y morfologia.
Ademas, la concentracién y motilidad espermatica se obtuvieron mediante el
analisis de semen asistido por computadora (CASA) con el equipo IVOS version

12.3 (Hamilton Thorne Biosciences, USA).

El resto de la muestra fue procesado por las embridlogas para su uso en la
TRA de alta complejidad a la que se sometio la pareja. Brevemente, dependiendo
de las caracteristicas de la muestra, esta fue capacitada mediante gradiente de
densidad) o lavada. Una vez que se completo este proceso, la muestra fue incubada
a 37°C en un bloque térmico, hasta el momento de su utilizacion en la ICSI o FIV.
En ese momento se tomo otra alicuota de 30 pl de la muestra con la que se realizo
una nueva medicion del SORP, definida como el sORP final (SORPT). En la medicién
final, la muestra no contenia plasma seminal ya que fue eliminado durante la

capacitacion espermatica o lavado de la muestra.
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Concentracion: Movilidad: Morfologia:

Muestra para
medicién de SORP por

Swi Gradient el sistema MiOXYS
i0 i wim up, Gradiente
Sglaergfaloiﬂfg?tilla Rec:lll?g‘s:;roan o de concentracién o
lavado Muestra destinada
l para realizar el

procedimiento de alta
complejidad

1era medicion de

sORP por el
sistema MiOXYS

Figura 1. Estrategia general del estudio.

Por lo que, la primera mediciéon brindd informacion acerca del nivel de
produccién / defensa de los espermatozoides tal como originalmente son
eyaculados. Mientras que la segunda medicion proporcioné informacion dinamica
de como se desarroll6 el proceso de oxidacion durante la incubacion en condiciones
donde el espermatozoide no cuenta con los antioxidantes naturales presentes en el

plasma seminal.

Por ultimo, se registr6 la cantidad de Ovulos inyectados, la tasa de
fertilizacion, el nimero de células y calidad embrionaria en el dia 2, 3y 5, asi como
el dia en que se llevo a cabo la transferencia embrionaria ademas del resultado de
la fraccidén Beta de Gonadotropina Coriénica Humana (3-HGC), a las 2 semanas de

la transferencia embrionaria.
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Se cred una base de datos en Microsoft Excel con las siguientes variables:
Edad, enfermedades cronicas, indice de masa corporal (IMC), consumo de tabaco,
consumo de alcohol, dias de abstinencia, tiempo en minutos transcurrido desde el
eyaculado hasta la medicién del sORPi, valor de sORPi, tiempo en minutos
transcurrido desde el eyaculado hasta la medicion del sORPf, el valor de sORPf, los
parametros espermaticos basicos: concentracion, motilidad y morfologia.
espermatica, 6vulos inyectados, Ovulos fertilizados, nimero de embriones top
quality (se defini6 como top quality, aquellos embriones que en dia 2 tenian de 4 a
5 células calidad 1y 1-2 y que en dia 3 tenian de 7-8 células calidad 1y 1-2 en base
a la clasificacion de la Asociacion para Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR), el numero de embriones transferidos y finalmente el resultado de la R3-

HGC.

Tamanio muestral

En esta primera etapa del estudio se utilizé el método de regresion lineal
mediante minimos cuadrados con un calculo en una poblacion infinita con una
precision del 5%, confianza del 95% y prevalencia del 50%. Obteniendo una N de

15 pacientes.

Andlisis estadistico:

Se cre6 una base de datos en Microsoft Excel con las variables demograficas
de los pacientes incluidos y los parametros obtenidos del espermograma. Los niveles

de sORP inicial y final, fueron normalizados mediante una fraccion establecida por el
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manual operativo del sistema MIOXSYS (nivel de sORP/ concentracion
espermatica). La tasa de fertilizacion se obtuvo en base a los 6vulos inyectados y los
que lograron su fertilizacion, (nimero de embriones inyectados / numero de
fertilizaciones normales). El grado de desarrollo embrionario se expres6 como una

variable ordinaria.

Para el andlisis de las variables continuas, éstas fueron expresadas como
medias con desviacién estandar (SD) y las variables categoricas como frecuencias
y/o proporciones relativas. Los andlisis fueron realizados con el software RStudio y

se considero estadisticamente significativo el valor de p < 0.05.

La relacion entre los niveles de sORP y la tasa de fecundacion se establecio
mediante una correlacion de Pearson y los niveles de sORP con el numero de
embriones Top Quality, con un coeficiente de correlacion de Spearman por tratarse

de variables ordinales.

En cuanto al estudio de los niveles de sORP con los parametros

espermaticos, solo se analizo el inicial mediante correlacién de Spearman.

Consideraciones éticas:

El presente protocolo fue sometido para su autorizacion al Comité de Etica,
Comité de Investigacion y Comité de Bioseguridad de la Facultad de Medicina y

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la U.A.N.L. El cual fue
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registrado con la clave GI20-00005. El presente protocolo no proveyd ningun tipo
de ganancia financiera o comercial por su realizacion, por lo que los autores

declararon no tener ningun tipo de conflicto de interés por su realizacion.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron un total de 15 parejas con diagnostico
de infertilidad primaria y/o secundaria, que acudieron al Centro Universitario de
Medicina Reproductiva del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”,
para someterse a alguna TRA de alta complejidad como FIV o ICSI, en quienes se

descarto el factor ovarico como causa de la infertilidad.

La poblacidon masculina que se incluyé en este estudio (n=15) tuvo un
promedio 36.9 + 6.4 afios, un peso de 85.3 + 26.4 kg, un indice de masa corporal
(IMC) de 29.6 + 8.44 kg/m?, y en promedio 3.3 dias de abstinencia sexual al

momento de la medicién del SORP mediante el sistema MiOXSIS (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion en estudio

Minimo Maximo Promedio

Edad 26 47 36.9
Y 22.6 56.8 29.5
Talla 1.59 1.78 169
Abstinencia 2 6 3.3

El cuanto a la descripcion clinica de los pacientes, 13.3% refirié tabaquismo
activo (n=2) y el 66.6% (n=10) consumo de alcohol ocasional, el 6.6% (n=1) de la
poblacion presentd arritmia cardiaca (n=1), 6.6% resistencia a la insulina (n=1) y

6.6% (n=1) diabetes mellitus con hipertension.

Sobre las muestras de semen estudiadas, se analiz6 pH, volumen,
concentracion, motilidad, morfologia y presencia de leucocitos siguiendo las
recomendaciones del manual de la Organizacion Mundial de la Salud en su 102

edicion. 22,

En cuanto a los parametros espermaticos, el pH de las muestras siempre
estuvo dentro del rango de 7-8, con un promedio de 7.7. El volumen minimo
obtenido fue de 0.6 ml y el maximo de 5.3 ml con un valor promedio de 2.37 + 1.28
ml. En cuanto a la concentracion, la muestra con menor concentracion de

espermatozoides incluida en el estudio fue de 0.8 M/ml y la méas elevada tuvo 337
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M/ml con un promedio de 87.8 £ 88 M/ml. La motilidad varié encontrando de 20 —
81% de formas con movimiento progresivo (a+b) y un promedio de 46%. Respecto
a la morfologia, se encontrd que las muestras contenian de 3 - 14% de células con

morfologia normal, con un promedio de 6.9% (Tabla 2).

Tabla 2.- Descripcion de los pardmetros espermaticos de las muestras

incluidas en este estudio

Media + DE Min-Max

7.7 7-8

Volumen 2.3 0.6 - 5,3ml

Concentracion 87.7 M/ml 0.8 — 337 M/ml

Motilidad 46% 20 - 81%

Morfologia 6.9% 3% - 14%

Referente a la medicion inicial del sORP, el tiempo promedio transcurrido de
la recoleccion de la muestra a la medicion del sORPi, fue de 20 min, con un
promedio de 19.6mV sORPI, y para la segunda medicion se presentd mayor
heterogeneidad del tiempo trascurrido de la recoleccidon de la muestra al momento
de la inyeccion intracitoplasmatica o FIV, con un promedio de 2.8 horas y un valor

de 12.10mV de sORPf, lo cual se observa representado en la Figura 2, donde la
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linea de la medicion final muestra una mayor diferencia entre los minutos

transcurridos con respecto a la medicion inicial.

300

=@=MinsORPi MinsORPf
250
200

150

100

Minutos

50

N\-\/o——o—o—._/‘\o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Paciente

Figura 2.- Relacion de tiempo en la medicion del sORP.

MinsORPi (minutos a la toma del Potencial de Oxidacion-Reduccion Estatico inicial)

MinsORPf (minutos a la toma del Potencial de Oxidacién-Reduccién Estatico final)

Para responder al objetivo general y estudiar si el nivel entre el valor de SORP
inicial y final esta ligado con la tasa de fertilizacion se utilizd una correlacion de

Pearson con cada uno de los valores de sORP inicial y final.

La correlacion entre el nivel de sORPi y la tasa de fecundacidén, no mostro
una correlacion significativa, con un valor de p= 0.157 y un intervalo de confianza al
95% (-0.15 a 0.74). Sin embargo, se presentaron dos valores extremos, los cuales

se encuentran representados en la Figura 3.
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Figura 3.- Relacion de sORPi con tasa de fertilizacion
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Estos valores fueron condicionados por la concentracion espermatica, de

pacientes con oligoazoospermia severa, por lo que se realizd un analisis de

sensibilidad, excluyendo estos valores extremos.

En la Figura 4 podemos observar el analisis de sensibilidad, sin embargo,

aunque se observa una tendencia de a mayor nivel de sORPi, mayor tasa de

fertilizacion, la correlacion no llego a ser significativa con p=0.118, IC al 95% (-0.12

a 0.8).
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Figura 4.- Analisis de sensibilidad entre el nivel del SORPi y la tasa de

fertilizacion
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La correlacion entre el nivel de sORPf y la tasa de fecundacion, tampoco
reflej6 una correlacion significativa, con un valor de p=0.14 y un intervalo de
confianza al 95% (-0.14 a 0.75), de la misma forma se realiz6 un analisis de
sensibilidad extrayendo los valores extremos, en la cual se observa aun mas la
independencia entre los valores, con un p mayor de p= 0.46, y un intervalo de

confianza al 95% (-0.09 a 0.79). (Figuras 5y 6)
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Figura 5.- Relacién de sORPf con tasa de fertilizacion.
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Figura 6.- Analisis de sensibilidad entre el nivel del sORPf y la tasa de

fertilizacion
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Continuando con los objetivos secundarios, se estudio el nivel entre el valor
de sORP inicial y final con el nimero de embriones Top Quality desarrollados por
cada paciente, en este caso se utilizd un coeficiente de correlacion de Spearman
por tratarse de variables ordinales, se obtuvo una r = -0.6, que indica que no existe

una correlacion lineal entre las variables, con una p= 0.80. (Figura 7).

Figura 7.- Relacién de sORPi con niumero de embriones Top Quality
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Del mismo modo, se estudid el nivel entre el valor de sORP final con el
numero de embriones Top Quality desarrollados por cada paciente, encontrando
una r = -0.13, lo cual se interpreta como falta de relacion lineal entre las variables,

con una p= 0.62. (Figura 8)
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Figura 8.- Relacién de sORPf con numero de embriones Top Quality
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En cuanto a la relacion del nivel de sORP con los parametros espermaticos
(concentracion, motilidad y morfologia) se realizé una correlacion de Spearman, ya
gue, aunque los valores espermaticos registraron una distribuciéon normal, los
valores de sORP no, por lo que se recategorizaron a variables ordinales. Se obtuvo
una correlacion negativa significativa entre la concentracion y motilidad espermatica
con el nivel del sORPI, (concentracion r = -0.61 y una p= 0.01), (motilidad r=-0.55 y
una p= 0.03), es decir que a mayor estrés oxidativo menor fue la concentracién y

motilidad espermatica, no siendo asi para morfologia (r= 0.05, p=0.86). (Tabla 3)
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Tabla 3.- Comparacion de los valores estadisticos en cada uno de los

parametros espermaticos

Parametro IC 95%

Motilidad -0.55 (-0.83 a-0.04) 0.03
Morfologia 0.05 (-0.54 a 0.62) 0.86

En la Figura 9, se presenta un QQ plot en el que se observa que los datos de

los parametros espermaticos con la correlaciébn de Spearman presentaron una
distribucién normal, ademas la prueba de Kolmogorov-Smirnov indic6 normalidad

de los datos. Por lo cual fue valido hacer comparaciones estadisticas.

Figura 9.- QQ plot de los parametros espermaticos
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CAPITULO IX

DISCUSION

En los ultimos afos, el desbalance entre los radicales libres y la capacidad
antioxidante del esperamatozoide, se ha considerado una de las principales causas
de infertilidad masculina idiopatica. 22 De hecho, se han propuesto como mecanismo
fisiopatolégico la alteracion de 4 vias, la primera de ellas conformada por la
capacitacion espermatica, donde la produccion controlada de radicales libres
aumenta la adenosina ciclica 3 ', 5'-monofosfato (CAMP), la cual activa enzimas y
regula la expresion génica.?® La segunda, la hiperactivacion del espermatozoide.
Makker y col. Demostraron que al incubar los espermatozoides a bajas
concentraciones de iones hidroxilo, se produce la hiperactivacién, lo cual se traduce
a un mejor desplazamiento del espermatozoide. ?* La tercera, la reaccion
acrosomica, Bansal y col observaron su activacion in vitro al agregar dosis
fisiolégicas de 6xido nitrico, 2° y por Ultimo la unién évulo-esperma, para llevar a
cabo la fertilizacion, los radicales libres inhiben la actividad de la proteina tirosina
fosfatasa y previene la desfosforilacién y desactivacion de la fosfolipasa A2 (PLA2),
necesaria para aumentar la fluidez de la membrana 2°.
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Actualmente existe literatura que sustenta que el nivel de sORP se relaciona
directamente con los parametros espermaticos, 8 ° y sobre el dafio en el ADN
nuclear y mitocondral que causa el estrés oxidativo con afectacion del epigenoma,
con un posible resultado en infertilidad, pérdida gestacional recurrente, pobres
resultados de embarazo y un incremento en la carga de enfermedad de la

descendencia ?’, sin embargo no se ha estudiado su relacion directa.

Este estudio es el primero en correlacionar la tasa de fertilizacion y el
desarrollo embrionario con el SORP. Iniciando con la tasa de fertilizacion, nuestra
evidencia no muestra una relacion clara, aunque despleg6 una tendencia a la mayor
tasa de fertilizacion con la mayor cantidad de sORP inicial, esta relacion se acentuo
en el andlisis de sensibilidad cuando se eliminaron los valores extremos, mostrando
una probabilidad aun mas baja, sin llegar a ser significativa, lo que pudo verse
afectado por el nimero de pacientes incluidos. Una posible explicacion a ésta
tendencia en una situacion donde el nivel de sORP elevado representa una causa
importante de infertilidad masculina, es que el nivel alto de sORP altera solo los
mecanismos fisiopatolégicos antes mencionados de capacitacion, motilidad,
reaccion acrosomica y unién de gametos, los cuales se corrigen con las técnicas de

reproduccion asistida, resultando en una mayor tasa de fertilizacion.

La relaciéon no persistio con la medicion del sORP final, observando solo un
incremento de los niveles de sORP respecto a los iniciales sin llegar a ser

proporcionales. Esto sugiere que el desarrollo del proceso de oxidacion aumenta
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durante la incubacién en condiciones donde el espermatozoide no cuenta con los
antioxidantes naturales presentes en el plasma seminal e incluso el mismo proceso
de centrifugacion es causa conocida de estrés oxidativo y consecuentemente de
dafio celular 8, lo que nos demuestra cuan susceptibles son las gametos a ser
afectadas por la produccion endégena de radicales libres y mecanismos externos.
No obstante, estos niveles no mostraron ninguna tendencia con la tasa de

fertilizacion, incluso realizando el analisis de sensibilidad.

En el presente trabajo no fue posible realizar una prediccion del desarrollo
embrionario y concepcion (prueba de embarazo positiva) basado en el nivel de
SORP del semen al momento de la eyaculacion (sORPi) o al momento de la TRA
(sORPY). Similarmente, con el objetivo de determinar la relacion entre los niveles de
EOR con la condicion del cigoto, la calidad embrionariay la tasa de embarazo clinico
de pacientes sometidos a FIV o ICSI, Lan y cols en 2019, midieron los niveles de
EOR alos dias 1, 3, y 5 del medio de cultivo de embriones mediante un ensayo de
guimioluminiscencia con luminol. Sin embargo, no se encontré una asociacion
significativa de los niveles de EOR del medio de cultivo con la calidad embrionaria,
formacion del blastocisto o su viabilidad (arresto), tampoco con la probabilidad de
concepcion. Los niveles de EOR en el dia 1 fueron similares en cigotos fertilizados
normalmente, ovocitos sin fertilizar, y cigotos poliespérmicos, y no se asociaron con
un desarrollo embrionario retardado, alta fragmentacion, formacién de blastocistos
o arresto. 2° En contraste con el estudio de Lan y cols. donde se evaluaron 101
pacientes sometidos a FIV y 60 sometidos a ICSI, prevemos que el incremento en

el nUmero de muestras en nuestro estudio (n=15) podria incrementar el poder
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estadistico y permitirnos realizar asociaciones o inferencias con respecto a la
calidad embrionaria o la tasa de embarazo basados en los valores de sORP del

semen.

Respecto a los pardmetros del seminograma, se encontré una relacién
significativa entre la concentracion y motilidad espermética con los niveles de sORP
inicial. A mayor nivel de estrés oxidativo menor concentracion y motilidad, lo que
confirma los hallazgos de estudios previos realizados. Tal es el caso de Arafa y col.
gue lograron diferenciar muestras de semen anormales de las normales, en base al
nivel del SORP ° y de Agarwal y col. quienes ademas lograron diferenciar grupos
de semen fértiles de infértiles.® En cuanto a la morfologia no se encontré relacion

con el estrés oxidativo.

El cambio en la motilidad espermatica ligado al nivel del sORP refuerza la
teoria previamente descrita sobre como el estrés oxidativo afecta al espermatozoide
desde su proceso de capacitacion, y no permite la hiperactivacion. Se sabe que las
principales fuentes de estrés oxidativo en el eyaculado con leucocitos seminales y
espermatozoides anormales, especialmente los que presentan gotas
citoplasmaticas, 3° por lo que se esperaba que los niveles de sORP inicial se
correlacionaran inversamente con la morfologia de las muestra, sin embrago

nuestros resultados no lo evidenciaron.

Nuestro estudio cuenta con una limitante muy importante que es el nimero

de pacientes incluidos, el poder estadistico se calculé con 15 pacientes, sin
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embargo, al analizar los resultados, creemos que al incrementar la muestra,
nuestras deducciones pudieran adquirir significancia estadistica. Otro aspecto a
considerar es que, al tomar el factor ovarico como criterio de exclusion, la mayoria
de pacientes presentaban un espermograma alterado, por lo que no fue posible
conformar grupos de seminogramas normales para compararlos con los anormales,
y estudiar si existia alguna diferencia entre los niveles de sORP. Una tercera
limitante fue el tiempo transcurrido entre la recoleccion de la muestra y la medicion
del sORP final, ya que existi6 diferencia de hasta 2 horas entre las tomas, esto
dependioé del momento en que se llevé acabo la inyeccion intracitoplasmatica o la
FIV, por lo que pudo haber sido un sesgo importante que incrementara el nivel de
estrés oxidativo en ciertas muestras. Por otro lado, 3 muestras presentaron valores
extremos de sORP en 2 se reportd un valor “Hi” y en 1 “Low” por el sistema
MiOXSYS, por lo que se tomd como referencia el valor minimo -1 y maximo + 1
detectado por el sistema para registrarlo en la base de datos, condicién que puede
limitar su interpretacion en el analisis estadistico. Por ultimo, entre las causas que
pueden influir en el estrés oxidativo se encuentran el consumo de alcohol,
tabaquismo, varicocele, obesidad, diabetes, infecciones, ejercicio fisico, estrés
psicoldgico, la edad y factores ambientales 2°, sin embargo en nuestro estudio no
se logro realizar un sub-analisis de factores que pudieran influenciar los niveles de
sORP como el tabaco, enfermedades cronicas, IMC debido al nUmero pequefio de

muestras con las variables deaseadas a analizar.

Las fortalezas de este estudio son, primero, su naturaleza prospectiva,

segundo, que es el primero que relaciona el SORP al momento de la inyeccién
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intracitoplasmética o FIV, con la tasa de fertilizacion y desarrollo embrionario,
aungue no encontramos una dependencia entre las variables, la distribucién de los
valores marca una tendencia, por lo que la perspectiva de este trabajo sera
aumentar el nUmero de pacientes incluidos para incrementar el poder estadistico de
este andlisis. Y tercero, los criterios de inclusion y exclusion fueron muy estrictos,
se eliminé todo factor ovérico conocido, para tratar de no sumar otra causa que
pudiera influir sobre el nivel de estrés oxidativo y poder relacionar los resultados

directamente al factor masculino.

En relacion al sistema MIOXSYS, los autores Agarwal y col. junto con Arafa
y col. establecieron un valor de corte de ORP de 1.42 mV /10° mly 1.41 mV / 10°
respectivamente para diferenciar grupos de semen fértiles de infértiles. 8 19 sj
tomamos estos valores como referencia y los comparamos con nuestra base de
datos, lo esperado seria encontrar el 26.6% de los espermogramas alterados, sin
embargo el 40% de las muestras presentaban alteracion en alguno de los
parametros. (Figura 10) Por tanto, los hallazgos previos deberan ser tomados con

cautela.
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Figura 10.- Comparacion de sORPi con el valor corte de SORP reportado
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CAPITULO X

CONCLUSION

Aunque hoy en dia existe evidencia de que el nivel de SORP se relaciona con
la calidad espermatica y se infiere su concomitancia con el proceso de fertilizacion,
no se encontré una relacion significativa, entre la produccion de radicales libres y la
capacidad antioxidante celular en espermatozoides, medida a través de los niveles
de sORP inicial y final con las tasas de fertilizaciéon en FIV e ICSI. Sin embargo,
existe una tendencia de que a mayor sORP inicial, mayor tasa de fertilizacion. Sobre
el grado de desarrollo embrionario, este pareciera ser una variable independiente

del nivel de sORP.

Acerca de los parametros espermaticos, se corroboro la relacion del sORP
inicial con la concentracion y motilidad espermatica. No se encontro relacion con la

morfologia.

Finalmente, debido a la evidencia limitada, aun no es posible asegurar la
relacion del sORP con la tasa de fertilizacion, sin embargo, probablemente juegue
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un papel importante y son necesarios mas estudios prospectivos, controlados y con
poblaciones mas grandes para establecer si el estrés oxidativo influye en las tasas

de fertilizacion.
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CAPITULO XIV

ABSTRACT

Male infertility, defined as the alteration of at least one of the spermogram
parameters established by the World Health Organization (WHO) [1], occupies up to
50% of the recognizable causes of infertility. [2] Advances in the field have managed
to identify environmental, physiological and genetic influences at the molecular level,
which generate oxidative stress resulting from the imbalance between oxidants and
reducers that is harmful to the sperm. [3] The MiOXSYS system has emerged as an
alternative to quantify oxidative stress, which consists of an analysis of semen using
an electrode that monitors the oxidation-reduction potential (SORP) in human semen
with high specificity. Which allows to relate oxidative stress with sperm quality, as

well as with fertilization rates or embryonic development.

Objective: Correlate the levels of free radical production and the cellular antioxidant
capacity in spermatozoa with the rates of fertilization and embryonic development in

In Vitro Fertilization (IVF) and Intracytoplasmic Sperm Injection (ICSI) cycles.
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Material and Methods: A prospective and comparative study was carried out. At

“‘Dr. José E. Gonzalez ” hospital with patients undergoing a highly complex
procedure such as IVF or ICSI. SORP was measured at the time of semen
liquefaction and at the time of IVF / ICSI and was correlated with sperm parameters,

fertilization rate, and embryonic development.

Results: No significant relationship was found between the oxidation-reduction
potential (SORP) in human semen with the fertilization rate, nor the degree of
embryonic development. However, the negative relationship between concentration
and motility was corroborated, not being the case for the morphology of the

spermograms performed.

Conclusions: The oxidative stress of sperm, measured as the oxidation-
reduction potential by the MiIOXSYS system, is not related to fertilization rates or
embryonic development in assisted reproductive techniques. Therefore, it is not
possible to define a cut-off value as an infertility parameter. A relationship between

high sORP level and low sperm count and motility was observed.

Key words: Oxidative stress, MiOXSYS, male infertility, embryonic development,

fertilization.
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