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RESUMEN

Actualmente los laboratorios de reproduccién asistida cuentan con diversos analisis
que ayudan a diagnosticar la infertilidad del paciente. El espermatograma es la
evaluacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las muestras
seminales, no obstante, a partir de este andlisis no se puede obtener una vision de la
integridad del material genético del espermatozoide, siendo este un importante
indicador de la fertilidad masculina.

Por el contrario, existe un analisis que evalla la integridad del material genético del
espermatozoide: test de fragmentacion del ADN espermaético. Es un examen que
determina el porcentaje de roturas y dafios que existe en el ADN, ademas de la
severidad del deterioro. El dafio al material genético es importante ya que esta
relacionado a abortos espontaneos, bajo porcentaje de fecundacién y mala calidad
embrionaria.

A lo largo de los afios se ha estado estudiando la relacion existente entre el indice de
fragmentacion del ADN espermatico (IFA) con el espermatograma, habiendo
controversia en los resultados. El presente estudio se basé en pacientes que residen en
el Perl y que se han realizado estos analisis en una clinica de fertilidad donde se
plantea encontrar la relacion existente entre los pardmetros seminales y la
fragmentacion del ADN espermatico, basandonos en los factores mas influyentes que
pueden alterar la calidad seminal, como por ejemplo el estrés, la contaminacién
ambiental, el trabajo sedentario, el consumo excesivo de sustancias dafiinas para el

organismo como el alcohol y el tabaco.



El estudio se realiz6 a partir de una base de datos, siendo las variables: la edad, los
dias de abstinencia sexual, el IFA del paciente y tres parametros del espermatograma:
motilidad, concentracion y morfologia espermatica.

Como resultado, se obtuvo una correlacion inversa y significativa entre el IFA y los

pardmetros seminales estudiados.

Palabras claves: Espermatograma, Fragmentacion del ADN, Motilidad

Espermética, Concentracion Espermatica, Morfologia espermética.



ABSTRACT

Currently, assisted reproduction laboratories have various tests that help diagnose
infertility in the patient. The spermatogram is the evaluation of the macroscopic and
microscopic characteristics of the seminal samples, however, from this analysis it is
not possible to obtain a vision of the integrity of the genetic material of the sperm, this
being an important indicator of male fertility.

On the contrary, there is an analysis that evaluates the integrity of the genetic material
of the sperm: sperm DNA fragmentation test. It is an exam that determines the
percentage of breaks and damage that exists in the DNA, as well as the severity of the
deterioration. Damage to the genetic material is important since it is related to
spontaneous abortions, low fertilization percentage and poor embryonic quality.

Over the years the relationship between the sperm DNA fragmentation index (IFA)
and the spermatogram has been studied, with controversy regarding the results. The
present study was based on patients who reside in Peru and who have carried out these
analyzes in a fertility clinic where it is proposed to find the relationship between
seminal parameters and sperm DNA fragmentation, based on the most influential
factors that can alter seminal quality, such as stress, environmental pollution, sedentary
work, excessive consumption of substances harmful to the body such as alcohol and
tobacco.

The study was carried out from a database, the variables being: age, days of sexual
abstinence, the patient's IFA and three parameters of the spermatogram: motility,

concentration and sperm morphology.



As a result, an inverse and significant correlation was obtained between the IFA and

the seminal parameters studied.

Key words: Spermatogram, DNA Fragmentation, Sperm Motility, Sperm

Concentration, Sperm Morphology
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I INTRODUCCION

1.1 PROBLEMA

El material genético del espermatozoide se encuentra fuertemente compactado en su
cabeza y protegido, esto sucede gracias a enzimas especificas que son adquiridas en su
maduracion, sin embargo; cuando hay una mala compactacion de esta, deja al material
genético expuesto a radicales libres, nucleasas, mutagenos, etc. (Dos Santos et al., 2020)
Al transcurrir el tiempo, se evidencid que el material genético también podria ser dafiado
0 roto por razones que no solo incluian una mala compactacion, sino también un
deficiente desarrollo desde la formacién del espermatozoide y factores ambientales.
(Quintero et al., 2015). La importancia del estudio del material genético del
espermatozoide es debido a su indudable impacto en el éxito reproductivo.

Las causas de la fragmentacion del ADN son diversas, incluso hay causas hipotéticas.
Se ha comprobado que la fragmentacion de ADN espermatico es un importante indicador
de la fertilidad masculina (Sakkas et al., 1999) cuando se realizaron estudios en pacientes
alrededor del mundo y se evidencid que existia una correlacion significativa con la
cantidad de ovocitos fecundados, el numero de embriones de buena calidad y el
porcentaje de abortos espontaneos. (Xue et al., 2016)

El ADN del espermatozoide tanto como su impacto en la fertilidad se ha venido
estudiando desde mas de veinte afios (Rex et al., 2017). En la clinica de fertilidad ademas
de evaluar el porcentaje de fragmentacion de ADN que tiene una muestra seminal,
tambien evaluamos otros indicadores de infertilidad detallados por la Organizacion

Mundial de la Salud como parametros seminales (OMS, 2021). Este examen a diferencia



del test de fragmentacion de ADN, es un analisis de rutina que nos confirma la existencia
de espermatozoides en la muestra eyaculada, la concentracion, si estos se mueven, si estan
vivos, etc. No obstante, no indica la integridad del material genético. (Portella et al., 2016)

A pesar de las investigaciones sobre la fragmentacion del ADN espermatico sigue
habiendo una gran controversia si este guarda relacion con los pardmetros seminales que
se analiza rutinariamente en el laboratorio de andrologia debido a los distintos resultados
que se han venido obteniendo en el curso de los afios. (Minh et al., 2019) En el presente
estudio también se considero el tiempo de abstinencia sexual que tuvo cada paciente
previo a la emision de la muestra seminal.

Las causas de la fragmentacion del ADN ademéas de lo ya descrito también estan
relacionado con edad, especies reactivas de oxigeno, tabaquismo y contaminacion

ambiental (Rubes et al., 2021), y su efecto varia dependiendo la poblacion estudiada.



1.2 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Por estas razones mencionadas, es importante realizar un estudio en la poblacion
peruana. Porque somos un pais muy diverso, sujetos a una rutina de estrés, en una
cotidiana congestion vehicular, con un estilo de vida diferente a otros paises donde se ha
realizado este estudio y expuestos a distintas enfermedades, por ejemplo.

Previo al test de fragmentacion de ADN vy al analisis de los pardmetros seminales, es
importante indicar cuantos dias de abstinencia sexual tiene el paciente ya que se ha
demostrado que el incremento de dias de abstinencia sexual en hombres afecta
negativamente la calidad seminal, especificamente cambiando la estructura de su material
genético, (Comar et al., 2017) es por esta razon que los dias de abstinencia sexual sera
una de las variables del presente estudio que también es un dato fundamental previo al
analisis de los pardmetros seminales rutinariamente estudiados en los centros de

fertilidad. (Hanson et al., 2018)



1.3 ANTECEDENTES

Se conoce como infertilidad a la incapacidad de concebir después de mantener
relaciones sexuales en el periodo de 1 a 12 meses calendario. (Agarwal et al., 2015)

La infertilidad en el Perd no es tratada como una enfermedad cuando deberia serlo.
Las mujeres de nuestra sociedad moderna que buscan superarse, ponen como prioridad
sus estudios y trabajos postergando la maternidad pensando equivocadamente que no
habra repercusiones a futuro, sin embargo, a medida que uno va envejeciendo, la reserva
ovarica va disminuyendo y consigo también la produccion de dvulos. (Ascenso, 2018)

Por otro lado, la fertilidad masculina también se est4 viendo gravemente afectada y la
infertilidad va en aumento desde hace mas de 40 afios. Por consiguiente, la Organizacion
Mundial de la Salud ha creado un manual para la examinacion, preparacién y control de
calidad de la muestra seminal, en donde estandariza cada cierto tiempo los parametros
seminales segun los estudios que se vayan realizando y verificando a medida del tiempo.
(OMS, 2021)

Llamamaos espermatogenesis a la etapa donde se da la formacidn de espermatozoides
en los testiculos (Nussbaum et al., 2015), consiste de divisiones mitoticas y meiéticas de
la célula madre espermatogonia especializada hasta obtener un espermatozoide maduro
con el citoplasma reducido. (Turek, 2021) Durante este proceso puede haber distintos
factores intrinsecos y extrinsecos que afectan al espermatozoide, produciéndose la
fragmentacion de ADN, es decir un disturbio en la estructura sana del material genético
del espermatozoide. (OMS, 2021) Para evaluar la proporcion de espermatozoides con el
material genético dafiado en una muestra seminal se realiza un test que tiene diversas
técnicas y formas de realizarse. Mas adelante se explicara algunas importantes y el que

se utilizara en el presente estudio.



Tabla 1.
Valores de referencia limites para las caracteristicas seminales segin el Manual de la

Organizacién Mundial de la Salud - 2010.

Paradmetro Valor minimo de referencia
pH 7.2

VVolumen (ml) 1.5

Concentracion espermatica (108 por ml) 15

Concentracion total (10° por eyaculado) 39

Motilidad progresiva (PR, %) 32

Motilidad total (PR + NP, %) 40

Vitalidad (espermatozoides vivos, %) 58

Morfologia espermatica (normales, %) 4

Fuente: Organizacién Mundial de la Salud

Los pardmetros seminales se analizan mediante un examen seminal llamado
espermatograma. El espermatograma es una evaluacion diagnoéstica de la infertilidad del
hombre. Es el analisis macroscdpico y microscépico del semen, donde los parametros
mas importantes que se mide es volumen, pH, concentracién, motilidad, vitalidad y
morfologia espermatica (Tabla 1). En la actualidad, se ha comprobado que esta
evaluacion no es suficiente, por lo que también se le hacen preguntas personales al
paciente. Estas preguntas incluyen si es que ha sufrido infecciones recientes, exposiciones
arayos X, etc. (Magalh&es et al., 2021)

En el presente estudio se analizaron 3 parametros importantes del espermatograma:
motilidad, concentracion y morfologia espermatica. La concentracion espermatica en el

eyaculado no solo es importante en los humanos, también en los animales ya que
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representa el éxito reproductivo y también es considerado como predictor de concepcion
(OMS, 2021). Con el término “concentracion espermatica’ nos referimos a la cantidad de
espermatozoides que existe en el liquido seminal. Esta se obtiene mediante el conteo de
un minimo de 200 espermatozoides, asi como la aplicacion de una formula especifica
para definir el nimero de espermatozoides/ml. Actualmente el manual para la
examinacion y procesamiento del semen humano de la Organizacion Mundial de la Salud
definié que el valor minimo normal de concentracion espermética en humanos es 15
millones de espermatozoides/ml, mientras que en el manual de la OMS de 1999 era 20
millones de espermatozoides/ml. Esto confirma que la infertilidad del ser humano va en
aumento y que los estandares deben acomodarse a ello. No obstante, puede suceder que
el ser humano tenga valores de concentracion por debajo de 15 millones/ml, es decir fuera
del rango normal, a esta condicion se le llama oligozoospermia.

La oligozoospermia es una condicion que se puede clasificar en leve cuando la
concentracion es de 11 a 14 millones de espermatozoides/ml. Es moderada cuando la
concentracion esta en un rango de 6 a 10 millones de espermatozoides/ml, y finalmente
es severa cuando la concentracion espermatica es muy deficiente y esta entre 0.1 a 5
millones de espermatozoides/ml. (Choy et al., 2020)

También existe una alteracién ain mas grave que la oligozoospermia llamada
criptozoospermia. Es una condicion cuando la cantidad de espermatozoides es menor a
0.1 millones de espermatozoides/ml y las probabilidades de lograr un embarazo son muy
bajas. Es una condicién que en este estudio ningln paciente la padecio, sin embargo, es
importante mencionar su existencia para que no sea confundida con azoospermia
(ausencia de espermatozoides en el eyaculado).

La motilidad se refiere a la movilidad espermatica. Es una importante caracteristica en

el espermatozoide. Marca un importante hito en lo que concierne a fertilidad, con ayuda



de un solo flagelo, el espermatozoide necesita una buena energia para superar los
obstaculos de la capacitacion espermaética que acontece en el cuello uterino en la vagina
y asi poder lograr la fecundacion, esto es superar ambientes dificiles, necesita no solo que
es flagelo se mueva rapido, sino también que se adapte a las condiciones donde se
encuentre. (Freitas et al., 2017) En el analisis seminal se evalla 3 tipos de motilidad: la
motilidad progresiva, la motilidad no progresiva y la inmotilidad del espermatozoide.

La motilidad progresiva se refiere a los espermatozoides caracteristicos de un
movimiento que les permite avanzar. La motilidad no progresiva se refiere a los
espermatozoides que tienen movilidad, sin embargo, carecen de un avance en su
movimiento, por lo tanto, se mueven en su propio eje o en circulos. Los espermatozoides
inmotiles son los espermatozoides que no se mueven, pero esto no significa que estén
muertos. (Freitas et al., 2017).

El valor limite de referencia segun la Organizacién Mundial de La Salud en el manual
de examinacion y procesamiento del semen humano de 1999 fue de 50% de
espermatozoides motiles progresivos, mientras que en el manual del 2010 el valor limite
se redujo a un 32%. (OMS, 2021) Esto coincide con los datos de concentracion
espermatica, confirmandonos que la infertilidad en el hombre sigue aumentando
alrededor del mundo.

Existe la condicion, donde el hombre puede tener menos del 32% de espermatozoides
motiles progresivos, a esta condicidn se le llama astenozoospermia. La astenozoospermia
puede ser leve si la afeccion va de 22 a 31% de espermatozoides progresivos, puede ser
moderada si el rango es entre 11 a 21% de espermatozoides progresivos, y severa, donde
la motilidad progresiva puede ir de 0 a un 10%. (OMS, 2021)

La morfologia del espermatozoide se refiere a la evaluacion de la forma, tamafio en

general de su cabeza, pieza intermedia y cola. Cada edicidn del manual de la Organizacién



Mundial de la Salud va incrementando su descripcion de “anormalidades”. Es por esto
que en la Gltima edicién se Ilegd un acuerdo que un espermatozoide normal deberia tener
una cabeza ovalada con un acrosoma, una pieza intermedia respetando el término de la
cabeza y una cola sin gotas citoplasmaticas ni curvaturas fuera de lo normal. Se debe
analizar 200 espermatozoides por muestra. El valor minimo segun el manual de la OMS
actualmente es 4% de espermatozoides normales. Un valor inferior segin estudios,
tendria implicancias negativas en el embarazo. (Danis et al., 2019) La condicion del
hombre cuando tiene menos del 4% de espermatozoides normales se llama
teratozoospermia.

La fragmentacion del ADN se refiere a los dafios o rupturas que puede existir en el
material genético condensado situado en el nucleo de la cabeza del espermatozoide,
debido a causas intrinsecas como por ejemplo defectos en la maduracion espermatica,
estrés oxidativo, edad, alguna infeccion, trastornos hormonales. También se puede deber
a factores ambientales como son la dieta, exposicion a toxinas, exposicion al calor,
radiacion, abuso de sustancias toxicas. (Agarwal et al., 2020)

La fragmentacion del material genético puede ser de distintos tipos: por pérdida de una
base, bases desajustadas entre si por no ser complementarias, dimeros de pirimidina,
incluso el rompimiento de una hebra o ambas. (Agarwal et al., 2020) Este dafio puede ser
reparable dependiendo la magnitud, el grado de exposicion a la toxina, y la capacidad de
reparacion del 6vulo al momento que sucede la fecundacion. (Sadeghi, 2021)

La gran mayoria de estudios publicados todavia genera mucha controversia. Uno de
ellos es la relacion que guarda los dafios y rupturas en la estructura del ADN del
espermatozoide con los pardmetros seminales rutinariamente estudiados. Se ha
mencionado que la fragmentacién de ADN espermatico es un importante indicador de la

fertilidad masculina, como se ha comentado, guarda una relacion significativa con



variables importantes como son la fecundacion y abortos espontaneos. (Xue et al., 2016)
Una muestra seminal de buena calidad: buena concentracion, buen movimiento
progresivo del espermatozoide, buena forma de cabeza, pieza y cola, tiende a tener bajo
porcentaje de dafio en el ADN. (Alwan etal., 2020) Mientras otros estudios sugieren que
esto no siempre se cumple, que un espermatozoide aparentemente normal, puede tener el
material genético con dafios internos leves o severos. (Guo et al., 2020) Lo mas critico de
este Ultimo enunciado es que un espermatozoide con el material genético
dafiado/fragmentado aun asi puede fecundar un évulo, causando problemas gestacionales
a futuro. (Minh et al., 2019)

Hace algunos afios se publicd un importante estudio, donde concluian que la
fragmentacion del ADN espermaético y los parametros seminales estaban inversamente
relacionados y que implementar el test de fragmentacion de ADN espermatico en los
laboratorios de reproduccion asistida es de vital importancia. (Ganzer et at., 2017)

Para el analisis del test de fragmentacién de ADN espermatico existe varias técnicas
(Javed et al., 2019) una de las més utilizadas es la técnica TUNEL (Terminal dUTP Nick-
End Labeling).

El TUNEL es una técnica sensible que mide la fragmentacion de ADN ubicando las
zonas donde hay roturas del ADN ya sea en la cadena simple o doble mediante un
indicador fluorescente (Quintero et al., 2015). Esta técnica a pesar de ser muy utilizada
en grandes laboratorios, no es un examen que en realidad se pueda aplicar en muchos
centros en Per( dado a su alto costo. También se evallo la concentracién y motilidad
mediante un sistema de analizador de esperma automatico. El fin de estos sistemas
computarizados, es disminuir el margen de error en el conteo de espermatozoides métiles
porque podria haber confusidon en el conteo con los espermatozoides inmétiles o con

algunas células sueltas. (OMS, 2021)



Actualmente en los centros de fertilidad en el Per(, para realizar conteo de
espermatozoides, asi como su movilidad, lo realizamos mediante el microscopio optico.
Esto no tendria que ocasionar grandes errores si los miembros del equipo del laboratorio
de andrologia cuentan con la experiencia suficiente, ademas si estos estan siendo
constantemente evaluados para no perder el estandar del trabajo. Al seguir capacitando
personal para realizar estos analisis, no solo estamos mejorando nuestras técnicas, al
realizarlo de manera manual, seguimos manteniendo el costo de nuestros analisis.

Otro estudio, concluyé que no se encontrd una correlacién tan importante ni
significativa entre la fragmentacion del ADN espermatico y los pardmetros seminales.
(Minh et al., 2019)

Como se detalld, existen varias técnicas para medir el dafio en el material genético del
espermatozoide, cada una con sus ventajas y desventajas (Tabla 2). Para el presente
estudio necesitamos utilizar una técnica que se adecue al paciente. La técnica TUNEL al
ser una técnica costosa, el acceso a ella es limitado; no es directa y hay pruebas que son
mas rapidas, de bajo costo y ademas brinda la facilidad de realizar el test a varias muestras
seminales al mismo tiempo, acortando el tiempo que el bidlogo invierte en el andlisis, sin
alterar los resultados. La técnica mas utilizada alrededor del mundo y de la que podemos
obtener estas ventajas es llamada la técnica de dispersién por cromatina espermatica
(SCD). Consta de varios procesos al que se le somete el material genético, entre ellos
procesos de desnaturalizacion del ADN para tener mejor acceso al material genético, y el
proceso de lisis para la extraccién de sus proteinas nucleares. Finalmente, si el
espermatozoide tiene el ADN integro se observa un halo alrededor de la cabeza del
espermatozoide, que viene a ser la cromatina expandida. Si el ADN presenta el halo muy
pequefio, el ADN se encuentra fragmentado. (Gosalvez et al., 2011) El procedimiento

sera explicado detalladamente en METODOLOGIA.
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de las técnicas para evaluar el dafio en el ADN del

espermatozoide humano.

TEST EQUIPAMIENTO

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Microscopio de fluorescencia
Citometria de flujo
TUNEL

Microscopio de fluorescencia
ISNT Citometria de flujo

Citometria de flujo

SCSA
Microscopio de campo claro
SCD Microscopio de fluorescencia
Microscopio de fluorescencia
Electroforesis de ADN
COMETA
Microscopio de fluorescencia
DBD - FISH

Realiza pardmetros de control de
calidad

Detecta dafio de una o dos hebras.

Marcaje directo
Baja variabilidad entre observadores

Punto de corte: 30% que diferencia
los fértiles de los infértiles

Tecnologia sencilla

Econdmico
Disponibilidad del Kit comercial

Bajo costo
Detecta varios tipos de dafio en el
ADN

Se puede analizar todo el ADN o
alguna secuencia especifica de
interés

Equipo de alto costo
Requiere
estandarizacion
Consume tiempo

Equipo de alto costo

Equipo de alto costo
Requiere técnicos
altamente calificados

Evaluacion
microscopica intensa
Subjetividad
Consume tiempo

Ejecucion tardia
Requiere cierta
experiencia

Procedimiento
complejo
Procedimiento de alto
costo

Consume tiempo

Fuente: Adaptacion con algunas modificaciones del cuadro original de Cortés et al.,

2007.
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TUNEL: terminal dUTP Nick-End Labeling; ISNT: Traduccion de Nick in situ; SCSA:
analisis de la estructura de la cromatina espermatica; SCD: dispersion de la cromatina

espermatica; DBD-FISH: roturas del ADN-hibridizacion fluoresecente in situ.
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Il OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la relacion existente entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico
con los parametros seminales rutinariamente estudiados en pacientes con problemas de

fertilidad que residen en el Perd.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la relacion entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico
con la morfologia espermatica.

e Determinar la relacion entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico
con la concentracion espermatica.

e Determinar la relacion entre el indice de fragmentacion del ADN espermatico

con la motilidad espermatica.
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Il METODOLOGIA

3.1 POBLACION DE ESTUDIO

El presente estudio se justifica en el analisis de base de datos donde fueron incluidos
333 hombres adultos entre la edad de 23 a 71 afios que han asistido a una clinica de
fertilidad situada en el distrito de San Isidro en Lima Metropolitana - Lima, Perd; con el
fin de realizarse un espermatograma para el analisis de sus parametros seminales y el test
de fragmentacion de ADN espermatico entre enero 2017 y agosto 2021. En la Tabla 7 se
evalué una poblacién de n=333 (edad, concentracién y motilidad), excepto en morfologia
que se evalu6 n=332 ya que hubo un paciente al que no se encontro registro de los datos
de morfologia espermatica en la base de datos Microsoft Excel, sin embargo, se encontrd
registro de todos los demas parametros, incluyendo fragmentacion del ADN espermatico.

Los pacientes azoospérmicos fueron excluidos del estudio, es decir, los que presentan
una condicion cuando en el eyaculado no se observa espermatozoides, también se
excluyeron pacientes que presentaban fiebre o malestar general en el momento de la
emision de la muestra o dias previos. Se incluyeron pacientes con infertilidad, a los que
se les detectd alguna infeccién meses previos, a los que solo pasaron consulta y a los que

fueron diagnosticados previamente con alguna enfermedad crénica como el cancer.
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3.2 OBTENCION DE MUESTRA Y ESPERMATOGRAMA

Para determinar los parametros seminales, tuvimos como referencia el “Manual para
la examinacion y el procesamiento del semen humano” de la Organizaciéon Mundial de la
Salud. El paciente realiz6 la emision de muestra en un ambiente con las comodidades
respectivas, se le brind6 un frasco estéril de boca ancha donde rotulé su nombre completo
y fecha. Previo al examen del espermatograma, los pacientes tuvieron un tiempo de
abstinencia sexual entre 2 a 5 dias por relaciones sexuales o masturbacion.

Una vez emitida la muestra, esta se dejo reposando a temperatura ambiente de 15 a 30
minutos; tiempo necesario para que las enzimas de la secrecion prostatica actten sobre la
muestra seminal coagulada, haciendo que el semen adquiera un aspecto mas liquido.
(Proceso de licuefaccion) (Lilja et al., 1984)

Luego de 30 minutos, el grado de alcalinidad fue calculado utilizando una tira
indicadora de pH. El volumen, viscosidad y homogeneidad de la muestra fueron
evaluados utilizando una pipeta volumétrica estéril de plastico de 3ml. Se colocé 10 uL
de muestra con una micropipeta sobre una ldmina porta objetos y para observarla en el
microscopio Optico binocular Greetmed, se coloc6 una ldmina cubre objetos.

La motilidad espermaética se realiza mediante la contabilidad de espermatozoides
progresivos, no progresivos e inmotiles. Su observacion es a 40x. La concentracion
espermatica fue calculada utilizando una cdmara de Neubauer. La vitalidad espermatica
fue obtenida mediante la visualizacion de 5 uL de muestra seminal nativa homogenizada
con 5 uL de eosina diluida con agua destilada. La morfologia espermatica se realizd
colocando 10 uL de muestra en un extremo de la lamina porta objetos, en un angulo de
45° se barrid lentamente la muestra con otra lamina porta objetos para dar como resultado

el frotis. Se dejo secar.
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Una vez seca toda la lamina, se cubri6 todo con etanol de 96° durante 2 minutos. Una
vez cumplido esos minutos desechamos el exceso y esperamos que seque el sobrante de
la laminilla. Cuando secado se haya completado en su totalidad, con una pipeta
volumeétrica de 3ml se coloco el diluyente de eosina con agua destilada por todo el frotis
durante 8 minutos; cumplido el tiempo, se deseché el exceso para colocar la tincién
Wright durante otros 8 minutos. Se esperd que se cumpla el tiempo para desechar el
exceso y esta vez enjuagamos con agua destilada. Dejamos secar. Se observo en el
microscopio optico binocular Greetmed a 100x con ayuda del aceite de inmersion (OMS,

2021).
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3.3 TEST DE FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

A los pacientes que se les realizaron este andlisis, tuvieron entre 2 a 5 dias de
abstinencia sexual por relaciones sexuales 0 masturbacion. La muestra se colect6 en un
frasco estéril de boca ancha, se le indicé al paciente que, al momento de colectar la
muestra, esta debe estar completa sin fracciones perdidas. Se puede realizar el test ese
mismo dia o también se puede guardar a una temperatura de -20°C por los siguientes dias.

El test de fragmentacion de ADN espermatico fue realizado por distintos bidlogos al
pasar de los afios mediante la técnica de la dispersion por cromatica espermatica (SCD).
Se utilizo6 el Kit SpermFunc® (Bred Life Science Technology, Inc, Shenzhen, China). El
Kit se mantuvo a una temperatura alrededor de 2 a 8°C para evitar su rapido vencimiento.
Todos los implementos del kit deben ubicarse refrigerados y solo deben emplearse al
momento de realizar el test, ademés las I&minas del kit son sensibles a la humedad del
ambiente.

Se realiza el test a partir de la muestra nativa, sin preparaciones anticipadas. Primero
se realizd la concentracion espermatica (ESPERMATOGRAMA, OMS), se diluyd la
muestra en caso se tuvo una concentracion considerablemente alta de espermatozoides
(mas de 10 millones por mililitro) esto se realiz6 con el fin de obtener una mejor
visualizacion de los halos posteriormente a la tincion de la muestra.

La dilucion se realizd utilizando el buffer Wright. La muestra diluida fue mezclada
con agarosa derretida, la agarosa proporciona un darea para poder fijar los
espermatozoides. (Fernandez et al., 2018)

La muestra con la agarosa fue homogenizada y pipeteada a una ldmina porta objetos y

cubierta con una 22 x 22mm lamina cubre objetos.
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Los siguientes pasos a seguir son los recomendados por el protocolo de SpermFunc®
y los que sugiere la Organizacién Mundial de la Salud, adecuados para el procesamiento
de muestras en el IMR-CRP.

La lamina fue colocada en reposo durante 10 minutos en una temperatura de 4°C
aproximadamente, en este caso lo dejamos en la parte baja de la refrigeradora. Esto se
realiz6 con el fin de que la agarosa se establezca en la ldmina y pueda tolerar los préximos
pasos. Una vez cumplido el tiempo, se colocd la ld&mina porta objetos nuevamente a
temperatura ambiente y se desliz6 suavemente la ldmina cubre objeto a un lado, sin dafiar
la agarosa.

Posteriormente, se coloc6 300 uL de “Solucion A” que viene a ser la solucion acida,
durante 7 minutos. La solucién &cida es una solucion no tan agresiva cuya funcion es
desnaturar el material genético del espermatozoide. Sus “puntos de comienzo” son las
pequefias roturas en el ADN, y asi va desnaturando todas las hélices; en este paso, los
espermatozoides con el ADN sin fragmentacion quedan integros, aunque la solucion
acida también los puede afectar, es por esto que llevar un tiempo adecuado es importante.
(Fernandez et al., 2018) Una vez cumplido el tiempo de la “Solucion A”, se retird el
exceso y se coloco la “Solucion B”. La solucion B es la solucion de lisis, encargada de la
extraccion de proteinas nucleares y protaminas del espermatozoide. Se coloc6 300uL
durante 25 minutos. Las protaminas son proteinas muy pequefias encargadas del
empaquetamiento del ADN en el nicleo del espermatozoide maduro. (Roque et al., 2011)

Hasta este punto, los espermatozoides que presentan protaminas (los que tienen el
ADN integro), en este procedimiento de lisis van a sufrir la extraccion de estas, los bucles
de ADN se relajan, experimentando la formaciéon de halos alrededor del ndcleo del

espermatozoide. Sin embargo, los espermatozoides con el ADN fragmentado que han
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sido desnaturalizados en el paso anterior, no presentan compactacién ni protaminas, por
lo que dependiendo del dafio en el ADN sus halos pueden ser pequefios o nulos.

Luego de estos importantes pasos, se lavo la ldmina porta objetos cuidadosamente con
agua destilada durante unos segundos. En seguida, se deshidratd la muestra en
concentraciones crecientes de etanol (70°, 90° y 96°). Cada uno durante 2 minutos, sin
lavar.

Finalmente, como Gltimo paso, para la observacién de los halos se afiadié 300 uL del
colorante Wright durante 9 minutos. Cumplido el tiempo, se desecho el colorante, se lavo
con agua destilada y se dejo secar. La observacién se realizé6 mediante el microscopio
Optico binocular Greetmed a 40x y se contaron 500 espermatozoides con halo o sin halo
(o muy pequefio), el resultado que se colocé en el examen de fragmentacion de ADN fue

el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado que se estimaba de la muestra.
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331 MAPA CONCEPTUAL DE LA TECNICA DE DISPERSION DE LA

CROMATINA ESPERMATICA (SCD)

Diluir muestra seminal

Homogenizar con agarosa

Colocar homogenizado en
lamina SCD y colocar lamina
cubre objeto

| J

'4 3\

Dejar reposar lamina SCD a
4°C por 10 minutos

| J

Incubar en solucién &cida por
7 minutos

Incubar en solucion de lisis
por 25 minutos

Lavar con agua destilada

| J

Aplicar etanol al 70%, 90% y
96% por 2 minutos

| J

'4 3\

Tincion Wright por 9 minutos

Lavar con agua destilada

Fuente: METODOLOGIA
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3.4 DEFINICION DE VARIABLES

Tabla 3. Descripcion de las variables del estudio a realizar.

VARIABLE TIPO DESCRIPCION UNIDAD DE MEDIDA
Varl_abl_e Especifica la edad del ~
Edad cuantitativa ) . Afos.
. paciente estudiado.
continua
Tiempo en el que los
Tiempo de Variable pacientes se abstienen
abstinencia cuantitativa  de mantener relaciones Dias.
sexual continua sexuales o realizar acto
de masturbacion.
Variable . . . .
. o Evalta el nimero de  Millones/ml. Recuento minimo de 200
Concentracion  cuantitativa . . .
. espermatozoides. espermatozoides analizados.
continua
Variable . - . .
- o Evalta el movimiento Porcentaje (%). Se analizan 200
Motilidad cuantitativa o )
. espermatico. espermatozoides.
continua
. Evalua las anomalias
Variable - . .
. - morfologicas del Porcentaje (%). Se analizan 100
Morfologia cuantitativa . .
. espermatozoide en la espermatozoides.
continua
cabeza, cuello y cola.
Fragmentacion Varl_abl_e Evalia Ia_ mtequ_ad Porcentaje (%). Se analizan 500
cuantitativa del material genético .
del ADN . . espermatozoides.
continua del espermatozoide.
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VARIABLE TIPO DESCRIPCION

UNIDAD DE MEDIDA

Alteracion que causa
Variable  disminucion en la
Oligozoospermia cualitativa cantidad de
ordinal espermatozoides.
Puede ser leve,
moderada o severa.

Alteracién que causa
disminucién de

Variable ,
) o ndmero de
Astenozoospermia cualitativa :
ordinal espermatozoides

moétiles. Puede ser
leve, moderada o
severa.

Alteracién que causa
Variable aumento de
Teratozoospermia cualitativa espermatozoides con
ordinal  morfologia anormal.
Puede ser leve,
moderada o severa.

Millones/ml. Recuento minimo de 200
espermatozoides analizados.

Porcentaje (%) de espermatozoides
progresivos motiles. Se analizan 200
espermatozoides.

Porcentaje (%) de espermatozoides
normales. Se analizan 100 espermatozoides.

Fuente: Tabla de elaboracion propia con datos extraidos de la bibliografia.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de los pacientes fueron exportados desde una base de datos en Microsoft®
Excel® para ser analizados estadisticamente en el programa STATA version 12.

En el andlisis descriptivo y presentacion de datos se aplico la media y desviacion
estandar para las variables cuantitativas, mientras que la frecuencia y el porcentaje se
aplico a las variables cualitativas. Las variables cuantitativas concentracion, motilidad y
morfologia fueron categorizadas segun los parametros establecidos por la OMS
(oligozoospermia, astenozoospermia, teratozoospermia y normal). (OMS, 2021) En lo
que respecta a la edad, fue categorizada en rangos de 10. (Pino et al., 2020)

Antes de realizar el analisis inferencial se realiz6 la prueba de Kolmogorov-Smirnov
para determinar la distribucion normal de las variables. Se determiné que las variables
estudiadas no seguian una distribucién normal, por ello se realiz6 la prueba de Mann-
Whitney. Con la prueba no paramétrica de Mann-Whitney se va a determinar la
significancia estadistica entre dos muestras independientes. (Eddington, 2015)

Para la comparacion de variables cualitativas se realizé la prueba de chi cuadrado.

Para determinar la asociacion entre la fragmentacion del ADN espermaético y las
variables estudiadas se determin6 por medio del andlisis de correlacion Spearman.

La significancia estadistica se determiné con valores de p<0.05.
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Figura 1. Andlisis descriptivo segun el tipo de variable a utilizar.

Figura 2. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion normal de

las variables cuantitativas.
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Variables sin
distribucion ———
normal

Figura 3. Anadlisis de correlacion para determinar la asociacion entre la fragmentacion

del ADN espermaético y las variables estudiadas.
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36  ASPECTOSETICOS DE LA INVESTIGACION
1. Para la realizacion e investigacion de este estudio, se respeté la privacidad de
los pacientes, codificando sus nombres y apellidos con el fin de que se su perfil
se mantuviera en total anonimato.
2. Se contd con la aprobacion del centro de fertilidad para la utilizacion de los

datos y su empleabilidad en el presente trabajo de suficiencia profesional.
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IV RESULTADOS

El presente estudio se basé en el analisis de una base de datos conteniendo 333 datos
de pacientes a los cuales se les realizé un andlisis de espermatograma y a su vez un analisis
de fragmentacion de ADN espermético. La edad promedio fue de 40.6 + 0.4 afios
(minimo: 23 afios y maximo 71 afios). En la Tabla 4, estamos situados frente a un analisis
descriptivo de las evaluaciones cuantitativas. EI promedio de los dias de abstinencia
sexual contabilizando toda la poblacién estudiada es de 3.7 dias.

Ademaés, el promedio de la concentracion espermatica de todos los pacientes del
presente estudio tiene un valor de 54.5 millones de espermatozoides/ml. Tambiéen el
promedio de la motilidad espermatica progresiva de la poblacion estudiada es 36.1%. Con
respecto a la morfologia espermaética, el promedio de pacientes tiene un valor de 7.3% de
espermatozoides normales y un valor de 92.7% de espermatozoides anormales. También
se calcul6 el promedio de los datos del indice de fragmentacion del ADN espermatico
(IFA), resultando este de 22.1%.

En la Tabla 5 se realiz6 el anélisis de Kolmogérov-Smirnov para determinar si las
variables cuantitativas ya descritas seguian una distribucion normal.

Los resultados estadisticos indican que todas las variables no siguieron una

distribucién normal.
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Tabla 4. Analisis descriptivo de las variables cuantitativas empleando media y
desviacion estandar (n = 333).

Valor de
Variable Valor min.  Valor mdx. Media+SD referencia
OMS

Edad (afios) 23.00 71.00 40.6 £0.40 -
Tiempo de abstinencia sexual (dias) 0.00 35.00 3.70£2.50 -
Concentracion espermatica

Millones/mL 0.50 524.00 54.50 + 63.70 15.00

Millones/eyaculado 0.75 914.00 123.60 +136.50 39.00
Motilidad espermaética (%)

Progresivo 0.00 72.00 36.10 + 15.20 32.00

No progresivo 0.00 38.00 12.20 + 4.80 --

Inmotiles 15.00 100.00 51.50 + 16.90 --
Morfologia espermatica (%)

Normal 1.00 16.00 7.30+£2.70 4.00

Anormal 84.00 99.00 92.7+2.70 --
IFA (%) 7.40 61.80 22.10 £ 7.60 --

Tabla 5. Analisis de Kolmogorov-Smirnov para determinar la distribucion normal de
las variables estudiadas.

Variable Valor p
Edad (afios) p <0.05
Tiempo de abstinencia sexual (dias) p <0.05
Concentracion espermatica
Millones/mL p <0.05
Millones/eyaculado p <0.05
Motilidad espermatica (%)
Progresivo p <0.05
No progresivo p <0.05
Inmotiles p <0.05
Morfologia espermatica (%)
Normal p<0.05
Anormal p <0.05
IFA (%) p <0.05
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Tabla 6. Analisis de Mann-Whitney para distinguir las diferencias entre los pacientes
con alto y bajo indice de fragmentacion de ADN espermatico IFA (*p< 0.05). IFA Bajo:
< 27% fragmentados. IFA Alto: >=27% fragmentados.

IFA %
Variable Bajo (Media + DS)  Alto (Media + DS)
n =269 n =064

Edad (afios) 39.80 + 6.70* 43.80 £ 8.40
Tiempo de abstinencia sexual (dias) 3.50 £ 1.60* 4,70 £4.70
Concentracion espermatica

Millones/mL 55.70 £ 62.90 49.60 £ 67.20

Millones/eyaculado 131.90 + 144.30* 88.50 = 90.20
Motilidad espermatica (%)

Progresivo 37.80 + 14.60* 28.90 + 15.70

No progresivo 12.50 £ 4.70* 10.70 £ 4.60

Inmotiles 49.40 £ 16.10* 60.40 £ 17.90
Morfologia espermatica (%)

Normal 7.60 £ 2.60* 6.30 £ 2.60

Anormal 92.40 £+ 2.60* 93.70 £ 2.60

*p<0.05, estadisticamente significativo.

En la Tabla 6 se observa una comparacion entre cada uno de los parametros seminales
estudiados incluyendo edad y dias de abstinencia sexual con el IFA segun sea alto o bajo.
Los resultados indican que aquellas personas con mayor IFA, tuvieron un considerable
incremento de edad, mayor nimero de dias de abstinencia sexual, un crecimiento en el
porcentaje de espermatozoides inmotiles y un mayor porcentaje de espermatozoides
anormales. Las personas con menor IFA tuvieron un mayor valor en la concentracién
espermatica por eyaculado, superior porcentaje de motilidad espermatica progresiva y un

aumento en el porcentaje de espermatozoides normales.
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Tabla 7. Analisis de Chi-cuadrado entre el indice de Fragmentacion del ADN (Alta o
Baja) con las variables del anlisis seminal. Se evidencia la frecuencia observada y el

porcentaje.

IFA % Chi -
Variable Bajo Alto C\l;gldorfrc)lo
Edad (afos) n: 269 n: 64
< 30 afios 18 (6.7%) 2 (3.1%)
16.2* 3.8*
31 a 40 afios 134(49.8%) 25(39.1%)
128.4* 30.6* 16.940,
41 a 50 afios 101(37.5%) 23(35.9%) p=0.001
100.2* 23.8*
> 50 aflos 16 (5.9%)  14(21.9%)
24.2* 5.8*
Concentracion espermatica n: 269 n: 64
Oligozoospermia leve 8 (3.0%) 2 (3.1%)
8.1* 1.9*
Oligozoospermia moderada 10 (3.7%) 6 (9.4%) 6.522,
12.9* 3.1* p =0.089
Oligozoospermia severa 9 (3.3%) 5 (7.8%)
11.3* 2.7*
Normal 242(90.0%) 51(79.7%)
236.7* 56.3*
Motilidad espermatica n: 269 n: 64
Astenozoospermia leve 43 (16.0%) 16 (25.0%)
47.7* 11.3*
Astenozoospermia moderada 27 (10.0%) 7 (10.9%) 20.299,
27.5*% 6.5* p <0.000
Astenozoospermia severa 13 (4.8%) 12 (18.8%)
20.2* 4.8*
Normal 186(69.1%) 29 (45.3%)
173.7* 41.3*
Morfologia espermatica n: 268 n: 64
Teratozoospermia 19 (7.1%) 8 (12.5%)
21.8* 5.2* 2.024,
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Normal 249(92.9%) 56(87.5%) p=0.199
246.2* 58-8*

*Representa el valor esperado

Para determinar la relacion del IFA y las variables de interés de manera cualitativa se
utilizé la prueba del chi cuadrado (Tabla 7). Se categoriz6 la edad entre cuatro grupos:
hombres menores de 30 afios, los de 31 a 40, de 41 a 50 y mayores de 50 afios (Pino et
al., 2020). Los resultados sefialan una relacion significativa entre el IFA y la edad de los
pacientes estudiados. Con respecto a la relacion con las variables del analisis seminal solo
se encontrd significancia entre la motilidad espermatica (Chi-cuadrado= 20.299;
p<0.000).

Las siguientes figuras muestran los resultados del analisis de correlacién de Spearman
que se aplica para variables que no siguen una distribucion normal. En la Figura 4 se
observa una correlacion directa y significativa entre el IFA y la edad de los pacientes (r:
0.301; p<0.0001). En la Figura 5 se observa una correlacion directa y significativa entre
el IFAy los dias de abstinencia sexual de los pacientes estudiados (r: 0.158; p<0.004). En
la Figura 6 se obtuvo una correlacion directa y significativa entre el IFA 'y el porcentaje
de espermatozoides inmotiles (r: 0.272; p<0.0001). En la Figura 7 se observa una
correlacion directa y significativa entre el IFA y el porcentaje de espermatozoides
anormales estudiados (r: 0.196; p<0.0001). En la Figura 8 se observa una correlacion
inversa y significativa entre el IFA y la concentracion espermatica por eyaculado (r: -
0.141; p<0.010). En la Figura 9 se observa una correlacion inversa y significativa entre
el IFA'y el porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva (espermatozoides con
capacidad de avanzar) (r: -0.281; p<0.0001). En la Figura 10 se observa una correlacion

inversa y significativa entre el IFA y el porcentaje de espermatozoides con morfologia
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normal (r: -0.206; p<0.0001). Finalmente, en la Figura 11 se observa una correlacion

inversay significativa entre el IFA 'y la concentracidn espermatica por mililitro (r: -0.114;

p<0.037).
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Figura 4. Andlisis de correlacion de Spearman entre el indice de fragmentacion del

ADN vy la edad de los pacientes estudiados.
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Figura 5. Anélisis de correlacion de Spearman entre el indice de fragmentacion del

ADN vy los dias de abstinencia sexual de los pacientes estudiados.
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V  DISCUSION

El espermatograma ha sido utilizado durante afios como el principal analisis para
determinar severidad de la calidad seminal del hombre, habiendo mejoras y
estandarizaciones para el correcto trabajo entre laboratorios. Sin embargo, su falta de
prediccion sobre la fertilidad masculina de este andlisis, nos hace buscar otras
alternativas, en este caso, el test de fragmentacion del ADN espermatico. (Portella et al.,
2016)

Se ha comprobado que el material genético es de alta relevancia en el momento de
realizar los procedimientos de reproduccion asistida. Ha habido estudios que relacionan
el test de fragmentacion de ADN con los parametros seminales y otros que no. (Alwan et
al., 2020) No obstante, en el presente estudio realizado en una poblacion peruana, se
encontr6 que hay una correlacion significativa con los pardmetros méas importantes del
espermatograma.

Actualmente las causas de la infertilidad de las que se tiene conocimiento son
limitadas, el presente estudio es de interés ya que al hallar una correlacién entre los
pardmetros seminales con el test de fragmentacion del ADN espermatico, se tendria
conocimiento de otra causa directamente relacionada con el factor masculino. (Pino et al.,
2020)

El test de fragmentacién de ADN se debe implementar previo a los procedimientos de
baja y alta complejidad. En la clinica de fertilidad nosotros basamos el punto de corte de
27% como el valor maximo de espermatozoides fragmentados que debe haber en una
muestra seminal, ya que se ha demostrado en 17 estudios con 2109 pacientes, que un
valor por encima de este, afecta negativamente el embarazo y el tratamiento de
reproduccion asistida. (Evenson et al., 2006)
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En la Tabla 4 se observa que los pacientes estudiados tuvieron una edad minima de
23 y un valor de edad mé&xima de 71 afios, algunos estudios suelen excluir los pacientes
de mucha edad para que no afecte el resultado del estudio, sin embargo, es importante
recalcarlo para las posteriores investigaciones que se deben realizar a futuro. Se indagd
el porcentaje de pacientes que eran adultos mayores, el resultado fue del 1.5%. Se
considero6 adulto mayor a todo paciente mayor de 60 afios. (OMS, 2021)

Debido al amplio rango de edad que se analizd, se agrupd por edades: menores de 30
afios, los que tienen entre 31 a 40, 41 a 50 y de 50 afios a mas. (Pino et al., 2020) Esto se
realizé con el fin de poder analizar mejor la relacion de cada grupo de edad con el IFA.

En la Tabla 6 donde se realizé la prueba de Mann-Whitney para variables cuantitativas
que no siguen una distribucion normal, se confirmé la relacion de las variables de interés
con el IFA segln sea alto o bajo. Se encontré una significancia en concentracion,
motilidad progresiva y morfologia espermética, se corrobora con una destacada
investigacion donde también se encontré un valor significativo en concentracién
espermatica con respecto al IFA alto o bajo. (Evgeni et al, 2015)

En los resultados se observa una correlacién directa y significativa entre el IFA y la
edad de los pacientes estudiados, aunque no es parte de los objetivos del presente estudio,
esto puede deberse principalmente a la concentracion de ROS acumulado que llega a
formarse en estrés oxidativo por un desbalance con la cantidad normal de antioxidantes
que necesita el organismo (volviéndose nocivo y afectando el material genético) (Petersen
et al., 2018), también puede deberse a un dafio mitocondrial, e incluso a la reduccion de
la madurez de la cromatina; no obstante, se requieren mas estudios sobre esta relacion.
(Rosiak-Gill et al., 2019)

En la Figura 5 se observa la correlacion positiva y significativa de los dias de abstinencia

sexual con el IFA. Este resultado concuerda con otro en el que su estudio se baso en el
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IFA con la abstinencia eyaculatoria, de manera que se concluyo que se obtiene una menor
fragmentacion del ADN espermético cuando los pacientes presentaban menos dias de
abstinencia sexual. (Agarwal et al., 2016)

Se encontrdé una correlacion inversa y significativa entre el IFA y la motilidad,
concentracion y morfologia espermatica (Figuras 6-11). Estos resultados coinciden con
una investigacion donde también se obtuvo una correlacion similar del IFA con la
motilidad progresiva, la concentracion espermatica y la morfologia normal de
espermatozoides. (Evgeni et al, 2015)

Existen varios métodos y técnicas para medir el dafio o fragmentacion del material
genético del espermatozoide humano. La técnica mas utilizada por los centros de
reproduccion asistida en la actualidad es la técnica por dispersion de la cromatina
espermatica (SCD) ya que los reactivos los venden de forma comercial listos para su
utilizacion, la metodologia no es complicada y se puede emplear un microscopio 6ptico
simple (Tabla 2). Esta técnica utilizada pudo ser una limitante en el estudio ya que a pesar
de todas estas ventajas no evalla directamente las roturas del ADN como lo hacen otras
técnicas mas costosas como el TUNEL o el SCSA. (Gill et al., 2019)

Otra posible limitante del estudio, fueron algunas variables importantes que pudieron
ser influyentes en el resultado, pero que no se pudieron obtener. Estas variables son, por
ejemplo: ocupacion, existencia de alguna enfermedad, lugar de procedencia, frecuencia
del consumo de sustancias toxicas. (Cortés, 2017)

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de encontrar y entender mejor la relacion
existente entre el IFA y los parametros seminales mas estudiados que son utilizados como
informacidn diagnostica sobre la fertilidad masculina en el laboratorio de reproduccion
asistida. Ademas, nos ha permitido darnos cuenta de la importancia del test de

fragmentacion del ADN espermatico, ya que se ha visto que, si bien tiene una relacién
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con la calidad seminal, esto no siempre se cumple en todos los casos y se requiere
incrementar los estudios posteriores con un mayor numero de variables directamente
relacionadas con el paciente.

En un estudio realizado en Argentina, analizar la integridad del ADN del
espermatozoide previo a algin procedimiento de reproduccién asistida es importante
porque se ha comprobado su relacion con bajas tasas de crecimiento embrionario y a su
vez con un bajo éxito de embarazos alrededor del mundo. (Alvarez et al., 2017) Por otro
lado, una reciente investigacion en Iran concluy6 que un alto dafio en el ADN espermatico
esta asociado con abortos espontaneos y una pobre calidad embrionaria. (Rashki et al.,
2021)

Dicho esto, en el presente estudio se ha encontrado que no todos los pacientes con IFA
alto tienen los pardmetros seminales alterados. Y ya que un material genético dafiado
puede tener fuertes implicancias en el desarrollo embrionario; se debe considerar la
evaluacion de la integridad del ADN como un andlisis individual a cada paciente ademas
del espermatograma. (Evgeni et al., 2015)

Un estudio realizado en Chiclayo asegura y recomienda que es necesario realizar el
test de fragmentacion de ADN espermatico como prueba de rutina ya que el
espermatograma no brinda la suficiente informacién necesaria sobre la infertilidad del
paciente. (Acosta et al., 2015) Segun un estudio realizado en Lima, implementar el IFA
en el andlisis seminal permite abordar con mejor certeza en la seleccion de
espermatozoides con menor fragmentacion del ADN previos a los procedimientos de
reproduccion asistida, de alli su importancia en implementarla en los centros de fertilidad.

(Portella et al., 2013)
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VI

CONCLUSIONES

1. Existe una relacién entre el IFA y los parametros rutinariamente estudiados en
pacientes con problemas de fertilidad que residen en el Perd.

2. Seencontrd una correlacion inversay significativa entre el IFA y la morfologia
normal.

3. Se encontr6 una correlacion inversa y significativa entre el IFA y la
concentracion espermatica.

4. Se encontr6 una correlacion inversa y significativa entre el IFA y la motilidad

progresiva.
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VII RECOMENDACIONES

1. Con mas informacion acerca del paciente, como por ejemplo su ocupacion,
frecuencia en el consumo de sustancias toxicas e incluso la existencia de
enfermedades previas, sera posible la realizacion de mayores estudios a futuro
y con una mayor exactitud en los resultados.

2. No se consider6 como variable la altura ya que no se tuvo registros de
procedencia de los pacientes. Se recomienda evaluarla para futuros estudios ya
que la hipoxia tiene notables repercusiones en la calidad seminal.

3. Esta investigacion puede servir como base para la implementacion de nuevos
estudios en dicho centro de fertilidad a futuro.

4. Es importante recalcar al médico tratante la importancia de la fragmentacion
del ADN en la calidad seminal. Asi como sabemos que la fragmentacion
espermatica es afectada al aumentar la edad del paciente, adultos mayores ain
siguen concurriendo a centros de fertilidad en el Perd, por lo que es
fundamental realizar estudios sobre el impacto que tiene este hallazgo en los
casos de nifios nacidos y las complicaciones genéticas que esto conlleva.

5. Se recomienda incluir en la malla curricular de la carrera de Biologia el curso
de reproduccidn asistida en los Gltimos afios de carrera, como un curso tedrico
- préctico que abarque conocimientos de genética reproductiva, fisiologia
reproductiva y embriologia como un todo, para un mejor entendimiento de esta

tan importante rama de la biologia.
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