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RESUMEN

La presente investigacion, planteé como proposito la evaluacion de la calidad seminal
en pacientes con problemas de fertilidad que fueron atendidos en una clinica privada de
Chimbote SAC en el afio 2021 mediante metodologia de investigacion basica,
descriptiva y no experimental que incluy6 a 65 pacientes con indicacién médica de
estudio de seminograma e indice de Fragmentacion de ADN espermatico. Para el
seminograma se aplico la observacion macroscopica y microscopica de la muestra de
semen y para el estudio de fragmentacién de ADN espermatico, se utilizé parte de la
biotecnologia, que gracias al uso de herramientas tecnologicas permitio llevar a cabo el
estudio del material genético del espermatozoide, en donde se aplico el método de
Dispersion de la Cromatina de ADN espermatico (SCD), obteniendo como resultados:
segun edad 86,2% entre 30 y 60 afios; segin seminograma 32,5% presentaron
alteraciones de vitalidad y morfologia espermatica y en el 67,5% presentaron un
seminograma normal, en relaciéon al estudio de fragmentacion de ADN el 69,2%
presentaron segun método de dispersion de la cromatina (SCD) alteraciéon de la
integridad de ADN espermatico. Conclusion: se evidencio que existen casos de varones
con problemas de fertilidad incluso con seminograma normal y confirmados con

estudio de fragmentacion de ADN espermatico.

Palabras claves: Seminograma, indice de fragmentacion ADN espermatico



ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate seminal quality in patients with fertility
problems who were treated in a private clinic in Chimbote SAC in 2021 using basic,
descriptive and non-experimental research methodology that included 65 patients with
indication medical study of seminogram and sperm DNA Fragmentation Index. For the
seminogram, macroscopic and microscopic observation of the semen sample was
applied and for the study of sperm DNA fragmentation, part of biotechnology was used,
which thanks to the use of technological tools allowed the study of the genetic material
of the sperm to be carried out. , where the Sperm DNA Chromatin Dispersion (SCD)
method was applied, obtaining the results: according to age, 86.2% between 30 and 60
years; According to the sperm analysis, 32.5% presented alterations in vitality and
sperm morphology and in 67.5% they presented a normal sperm analysis. In relation to
the DNA fragmentation study, 69.2% presented alterations according to the chromatin
dispersion method (SCD). of sperm DNA integrity. Conclusion: it was evident that
there are cases of men with fertility problems even with a normal seminogram and

confirmed with a sperm DNA fragmentation study.

Keywords: Seminogram, sperm DNA fragmentation index
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I. INTRODUCCION
1.1. Descripcién y formulacién del problema

La infertilidad es un problema de salud que puede afectar la pareja cuando existe el
deseo de procrear, a la mujer se le atribuye el 50% de las causas de infertilidad y al
varon 20%. Los factores de la infertilidad masculina se asocian a enfermedades como
la diabetes, obesidad, hipertension arterial, endocrinos, habitos nocivos, estilos de vida
no saludables, historia de infertilidad familiar oncologica, y genéticos (Palma &
Vantman, 2021).

El impacto de la infertilidad en el mundo involucra 48 millones de parejas sexualmente
activas y 186 millones entre hombres y mujeres que en un periodo de 12 meses de vida
sexual regular no logran un embarazo, las causa pueden clasificarse como primarias
que son atribuidas al sujeto (hombre o mujer) y secundarias producto de una nota

externa (lesién, trauma) o interna (adquirida) (OMS, 2021).

Las estadisticas de infertilidad pueden variar segun tipo de sociedad y calidad de vida
de las personas, en Oceania, Africa y Medio oriente alcanzando una tasa de infertilidad
del 8% de la poblacion sexualmente activa. En Inglaterra 1 de cada 7 parejas no pueden
concebir, en Estados Unidos la tasa de infertilidad varia del 10% al 15% y esta
relacionado a la maternidad o paternidad tardia teniendo en cuenta que la fecundacion
tiene un éxito > al 70% antes de los 30 afios, y los mayores de 35 afios alcanza el 40%
(llaya, 2019).

Para el diagnostico especifico de infertilidad masculina tenemos que considerar los
siguientes aspectos: a) elaboracion de una exhaustiva historia clinica con revision de
antecedentes familiares de infertilidad; b) examen fisico, y c) pruebas de laboratorio
como el seminograma y fragmentacion de ADN, pruebas que tienen una eficacia,

sensibilidad y especificidad comprobada (Lindsay & Vitrikas, 2015).

A nivel nacional alrededor del 15% de las parejas no pueden procrear, 40% de las
causas se atribuyen al varon y el 20% a ambos (Escudero, 2021). A nivel local
informacion referente al problema de investigacion es muy restringida por cuanto los
examenes de seminografia y fragmentacion de ADN espermatico no se realizan en

establecimiento de salud publico, razén por la cual planteamos el siguiente problema



de investigacion.

¢Cuales son las caracteristicas del Seminograma e indice de fragmentacion del ADN
espermatico en pacientes con problemas de fertilidad atendidos en una Clinica Privada
de Chimbote SAC 2021?

1.2. Objetivos
1.2.1. General:

Determinar las caracteristicas del seminograma e indice de fragmentacion del ADN
espermatico en pacientes con problemas de fertilidad atendidos en una Clinica
Privada de Chimbote SAC 2021.

1.2.2. Especificos:

v Analizar los resultados del seminograma en pacientes con problemas de
fertilidad atendidos en una Clinica Privada de Chimbote SAC durante el afio
2021, incluyendo los parametros macroscopicos y microscopicos de la
muestra seminal del paciente.

v Determinar el indice de fragmentacion del ADN espermatico en la
poblacion de estudio y compararlo con valores de referencia establecidos
para evaluar la integridad del material genético en los espermatozoides.

v’ Evaluar la correlacién entre los parametros del seminograma y el indice de
fragmentacion del ADN espermatico, con el fin de determinar si existen
relaciones significativas entre la calidad seminal y la integridad genética de
los espermatozoides en esta poblacion.

v’ Proponer recomendaciones para la practica clinica basadas en los hallazgos
obtenidos, con el objetivo de mejorar la evaluacion y el manejo de la
infertilidad masculina en el contexto de la Clinica Privada de Chimbote SAC

y otras instituciones de salud similares.



1.3. Hipotesis.

Teniendo en cuenta que el planteamiento del problema, se identifico las variables

planteando las siguientes hipotesis de investigacion:

HO: No hay diferencias significativas en las caracteristicas del seminograma y el
indice de fragmentacion del ADN espermatico entre los pacientes con problemas de
fertilidad atendidos en una Clinica Privada de Chimbote SAC durante 2021.

H1: Existen diferencias significativas en las caracteristicas del seminograma vy el
indice de fragmentacion del ADN espermatico entre los pacientes con problemas de
fertilidad atendidos en una Clinica Privada de Chimbote SAC durante 2021.

1.4. Justificacion e importancia
1.4.1. Justificacion de la investigacion

1.4.1.1.Cientifica: El presente trabajo de investigacion aport6 informacion
relevante sobre los casos de infertilidad masculina diagnosticada en los
servicios de salud privados y no forman parte de la estadistica oficial del
ministerio de salud (MINSA).

1.4.1.2.Metodoldgica: como métodos de abordaje de la poblacion de estudio se
aplicd la observacion directa que permitié entrevistar al paciente y segln los
métodos de estudio de laboratorio se utilizd el seminograma para conocer las
caracteristicas microscépica y macroscopica de una muestra de semen y su
contenido y para evaluar lesion de la informacion genética se utilizo el indice

de fragmentacion de ADN espermatico.

1.4.1.3.Social. Los resultados oportunos y con calidad permitio a los pacientes
recibir de parte de su tratante el tratamiento adecuado que beneficié también a

la pareja y entorno social y familiar.



1.4.2. Importancia de la investigacion

A través de esta investigacion, se dio a conocer a la familia y sociedad que
existen dos valiosos examenes que permitieron identificar los problemas de
fertilidad asociados a la poblacion de varones de Chimbote, uno de los
examenes aplicados fue el seminograma, que no tiene valor predictivo, pero que
informa la fertilidad del varon mediante las caracteristicas fisicas y
morfoldgicas del espermatozoide. Asimismo, puede ocurrir que en pacientes
con resultados de seminograma normal han presentado problemas de fertilidad,
por lo que la ciencia de la mano con la biotecnologia desarrollaron nuevas
tecnologias como el estudio de fragmentacion de ADN espermatico, que
permite mediante la técnica de la dispersion de la cromatina (SCD), evaluar la
integridad del ADN contenido en la cabeza del espermatozoide, por lo que
resulta importante su aplicacion como método de confirmacion diagndstica en

varones con problemas de fertilidad.

1.4.3. Limitaciones del trabajo: el tiempo de espera para la obtencién de la
muestra de semen fue la limitacion que se evidencié teniendo el paciente que ser

citado en otra fecha y con mejor disponibilidad para este procedimiento.



1. MARCO TEORICO
2.1.  Antecedentes

Estudio realizado en Brasil sobre diagndéstico inicial con problemas de fertilidad
masculina mediante seminograma, incluyo a 62 pacientes entre 25 y 40 afios, revelando
que los problemas de fertilidad se asocian a volumen, aspecto, viscosidad y licuefaccion
alterados, dando como resultados un 29,03% de volumen espermatico inadecuado,
9,68% aspecto irregular, 29,7% viscosidad alterada y 1,74% licuefaccion alterada. Por
tanto, el estudio concluyd que las muestras de esperma deben estar sometidas a estudio
de fragmentacion de ADN espermatico para confirmacion de infertilidad masculina
(Belfort et al., 2023).

Estudio relacionado a infertilidad masculina, aplicando el indice de Fragmentacion
Espermética (IFE) mediante Ensayo de Dispersion de la Cromatina espermaética y
seminograma realizado en Cuba, por medio de 377 pacientes entre 21 y 66 afios, segun
resultados revelaron 54,1% de seminograma alterado y 53,8% dafios en el material
genético. Se concluyd que los principales fatores de infertilidad masculina se asociaron
a varones de mayor edad y enfermedades previas como varicocele, diabetes, infecciones
urinarias recurrentes (Armenteros et al., 2022).

Una investigacion realizada en un servicio de urologia de Cuba aplico la técnica del
espermiograma como tamizaje de potenciales casos de infertilidad en 82 adultos con
factores de riesgo. Resultados: 62% era menor de 60 afos, 44% considerado como
fumador, 17% bebedor habitual, 52,4% padecié de varicocele y 25,1 de ITS. Segun
resultados del espermiograma, el 92,7 % se identific6 como astenozoospermia, 42,6%
teratozoospermia, un estudio complementario de una muestra de orina reportd
Ureaplasma urealyticum, el 41,1% astenozoospermiay 28,1% teratoastenozoospermia,
dicha investigacion concluyo, que el germen mencionado esta asociado a casos de

infertilidad masculina (Tejeda et al., 2022).

Otra investigacion realizada a 12 trabajadores en Cuba, permitié evaluar los efectos a
la exposicion del plomo sobre la calidad espermaética. Revelaron como resultado que el
que el 72,7% resultaron con espermiograma normal y 27,3% alterado, asimismo el

100% resulto con indice de fragmentacion alterado. Conclusion: la exposicion



prolongada al plomo esta asociada a la mala calidad de los espermatozoides y dafio al

material genético espermatico de los trabajadores (Tania et al., 2022).

Una investigacion realizada en una universidad puablica de Argentina aplico el
espermiograma para determinar la calidad del contenido seminal en 25 pacientes con
referencia de problemas de fertilidad, segin el estudio microscépico se hallé lo
siguientes parametros: volumen 2.9 ml + 0,7; concentracion espermatica (x 10° spz/ml)
63 + 21,6; espermatozoides totales (x 10° spz) 182,3 + 75,4; espermatozoides con
movilidad progresiva (%) 48,3 + 9,4; espermatozoides con movilidad in situ (%) 2,6 +
0,2; espermatozoides inmdviles (%) 49,2 £ 9,4. Se concluyd que en el estudio genético
el 20% de los pacientes con una edad promedio de 25,8 + 2,6 afios presento indice de

fragmentacion de ADN espermaético alterado (Cuestas et al., 2021).

En Espafa aplicaron el seminograma para establecer la prevalencia de casos potenciales
con problemas de fertilidad e incluyo a 2320 varones, como método de estudio se utilizo
un analisis de la concentracion y movilidad espermaticas. Resultados: la prevalencia
hallada alcanz6 un 10,26% de la poblacién de estudio. Conclusion: es necesario realizar
la técnica de Indice de Fragmentacion de ADN Espermético como método de

confirmacion para casos de infertilidad (Aulesa et al., 2021).

El Centro de Reproduccion Asistida del Hospital Docente de Camaguiey — Cuba publicé
los resultados de un estudio de alteracion morfoldgica de espermatozoides en 150
pacientes con problemas de procreacion, segun resultados del seminograma se
reportaron 77,33% de casos de oligospermia, 70,66% astenospermia y 52,66% de
teratospermia; segun edad 56 % de 40 y 59 afios de edad, segun factores condicionantes
se hallo: exposicion a plaguicidas 20 %, a metales pesados 17,33 % y altas temperaturas
14,66 %; segun enfermedad destacé el varicocele con 48,66 % 'y las infecciones del

tracto genitourinario 42 % (Carvajal et al., 2021).

En Paraguay un estudio sobre infertilidad masculina aplicé el seminograma para el
diagnostico de infertilidad en 150 pacientes de 37,8 £ 6,7 afios del servicio de urologia.
Resultados: 59,3% resultaron con parametros alterados, 6% con hipospermia, 3,3%
azoospermia,  oligozoospermia  23,3%, 24,6%  oligozoospermia, 20,6%
astenozoospermia, 39,3% y 34,6% con movilidad espermatica disminuida. Conclusion:

En el 50,6% de los seminogramas se evidencio una alteracion aislada, 13,5%; dos



alteraciones 35,9% y las principales alteraciones fueron teratozoospermia, recuento de

espermatozoides maéviles disminuido e oligozoospermia (Olmedo et al., 2021).

En Ecuador, se realizé un control de calidad de muestras seminales en 204 pacientes de
un centro de reproduccion asistida, el método aplicado fue el seminograma con los
siguientes resultados: 27,4% presentd normozoospermia; 27,9% teratozoospermia,;
8,8% oligoteratozoospermia segun edad de 30 a 39 afios. Conclusion: los pacientes
presentaron valores alterados en la calidad del semen y morfologia espermatica segun
pardmetros de la OMS (Morey et al., 2020).

Estudio auspiciado por Universidad San Marcos de Lima — Peru, realizd6 una
investigacion relacionada a dafio espermatico en 1560 en casos con problemas de
fertilidad masculina, los resultados revelaron un intervalo de edad entre 34 y 42 afios,
segun valores promedios hallados del seminograma: volumen 2,5 cc, pH 7,5;
concentracion (millén/mL) 67,9, movilidad 52,7%; morfologia alterada 9,3% (Alvarez,
2020).

En Cuba, el Programa Nacional de Infertilidad publico los resultados de un estudio
donde destaca la importancia de indice de Fragmentacion de ADN espermatico para
determinar el potencial de fertilizacion en 107 pacientes, los resultados revelaron que
66,4% pacientes con antecedentes de varicocele tienen mayor porcentaje de indice de

fragmentacion y menor potencial de fertilizacion (Rodriguez et al., 2019).

Investigacion realizada en Colombia aplicé el espermiograma para determinar la
calidad de los espermatozoides en 14 pacientes con indicios de infertilidad masculina,
los resultados de la evaluacién microscopica determino los siguientes parametros: pH
8 £0,1, volumen 3,8 + 0,3 mL, concentracion 95,4 + 11,8 x 106/mL, nimero total de
espermatozoides 337,9 + 44,3 x 106/eyaculado, movilidad progresiva 61,3 + 7,2% y

movilidad no progresiva 7,4 £ 1,2% (Hussein et al., 2019).

En Uruguay se realiz6 un estudio longitudinal sobre calidad espermatica mediante
espermatogramas que incluyeron a 253 varones donantes voluntarios de esperma con
edad variable entre 18 y 34 afos. Resultados: 31,2% fueron aceptados como donantes,
68.8% fueron rechazados y de este grupo a un 34% no se especificd la causa del
rechazo. De los casos rechazados el 13% presentaron oligozoospermia, 13% muestra

inadecuada, 13% se retiraron del programa y 27% agrupo a test de criotolerancia



insuficiente, test de ureaplasma (+), presentando disfuncion psicopatolégica y

alteracion de conductos tubulares (Risso et al., 2019).

La revista de medicina humana de Cuba reportd los resultados de un estudio de
espermograma de 52 pacientes con historia recurrente de fracaso para embarazar a su
pareja sometidos a tratamiento de infertilidad, los resultados del espermograma
revelaron que 26,9% padecian de Azoospermia, 51,9% oligospermia severa,
oligospermia 9,6%, hipospermia 5,9% Yy normospermia 1,9%. Conclusién, el
espermograma es eficaz para seguimiento de la morfologia espermética (Arce, 2019).

El Centro Integral de la Mujer y Reproduccion Asistida de la Universidad Auténoma
en México, realiz6 una evaluacion de integridad de ADN espermatico en 110 pacientes
con edad promedio de 40 afios, segun los reportes de seminograma el 33% report6
mayor nimero de espermatozoides mdviles no progresivos e inmdviles. Concluyendo,
que lo varones con una edad avanzada presentan un mayor indice de fragmentacién de

ADN alterado sugestivo a infertilidad masculina (Machorro et al., 2018).

En México, se realizd un estudio relacionado a las caracteristicas espermaticas y su
relacion con dafio de material genético mediante indice de Fragmentacion de ADN
Espermatico (IFE) en 206 pacientes. Resultados: seguin espermiograma demostraron el
20,9% con espermatozoides normal, 18,6% resultaron con dafio genético leve segun
IFE; 79,1% con espermatozoides alterados, 30,1% de los pacientes reportaron con IFE
moderado y 13,0 % un estado critico. Conclusion: la media del indice de fragmentacion
de ADN espermatico se incrementa segin mayor concentracion de espermas alterados

0 espermiograma alterado (Callul et al., 2017).



2.2.  Marco conceptual
2.2.1 Sistema reproductor masculino.

Durante la etapa embrionaria, como se describe en la (figura 1), el sistema
urogenital se origina en la capa mesodérmica intermedia en la sexta semanas de
vida, completando su etapa de diferenciacion sexual y gonadal a las 12 semanas

en el sexo masculino, donde ya es evidente el esbozo (Carlson, 2019).
2.2.2. Embriologia del aparato reproductor.

La espermatogénesis se inicia en la pubertad, y en el epitelio de los tubulos seminiferos
del testiculo ocurre una proliferacion masiva de espermatogonias tipo A que mediante
mitosis mantienen un numero adecuado de espermatogonias, mientras que las de tipo
B ingresan a la meiosis ocupando 30% del volumen de las células de Sertoli. Estan
protegidos por una barrera inmunoldgica, que si se destruye puede ocurrir esterilidad
autoinmunitaria. A los 64 dias de la espermatogénesis, el espermatozoide tiene
capacidad de movimiento flagelado y cesién de ADN al oOvulo. La estructura
espermatica (figura 1), consta de una cabeza que mide de 2 a3 umdeanchoyde4 a5
pum de longitud, que contiene el nacleo y el acrosoma; una pieza intermedia, que se
compone de los centriolos, la parte proximal del flagelo y la hélice mitocondrial
midiendo unos 50 -60 um, y la cola de unos 40 - 50 um de longitud, constituido por un

flagelo muy especializado (Hall, 2011).

Figura 1.
Imagen del espermatozoide normal

Longitud total: 50-60 micras
Acrosoma /" __Cuello
/ g

Cabeza

Cola: 40-50 micras

Interpretacion: el grafico representa las medidas del espermatozoide normal (Hall, 2011).




Durante la division celular, aproximadamente el 10% de los espermatozoides pueden
presentar anomalias en su estructura o morfologia (figura 2), que pueden variar desde
la doble cabeza o cola hasta los flagelos defectuosos o la variabilidad en el tamafio de
la cabeza, en el caso que el porcentaje de espermatozoides anormales se eleva por

encima del 20% del total puede existir una reduccion de la fertilidad (Hall, 2011).

Figura 2.
Defectos de morfologia de los espermatozoides.

Interpretacion: la imagen muestra formas de ADN espermatico, como: cola recta, dos cabezas, doble
cola, cola enrollada, cola corta, cabeza alargado, cuello doblado y cola doblada (Hall, 2011).

2.2.3. Fisiologia espermatica.

Durante la vida reproductiva del varon produce, mediante la gametogénesis, millones
de espermatozoides diarios que se consideran maduro en periodo de tres meses hasta
que son eyaculados (figura 3). La morfologia del espermatozoide maduro, consta de tres
partes (figura 4), y estan protegidas por una sola membrana plasmatica, : a) la Cabeza
que contiene la informacion genética del varon, un ndcleo celular condensado cubierto
de una fina capa de citoplasma y una membrana celular, en la parte externa una capa
acrosomay enzimas poderosas y proteoliticas que permiten al espermatozoide entrar en
el ovulo y fecundarlo, b) Zona intermedia o cuello que esta constituido de 50 a 75 piezas
de mitocondrias responsables de la energia y movilidad, y c) La Cola: tambien llamada
flagelo, se compone de un esqueleto central constituido por 11 microtubulos,
denominados en conjunto axonema; una membrana celular que reviste el axonema, y

una serie de mitocondrias que rodean el axonema de la porcion proximal de la cola
10



Ilamada también cuerpo de la cola. EI movimiento de vaivén o flagelar es lo que
proporciona la motilidad del espermatozoide, en condiciones normales y en un medio
liquido, alcanzan una velocidad de 1 a4 mm/min, lo que les permite desplazarse a través

del aparato genital femenino en busca del 6vulo para su fecundacion (Lidefer, 2020).

Figura 3.
Gametogénesis espermadtica.

Microtitulos
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Vesicula Gt ?” Axonema
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espermatozoide media 1erminal

Interpretacion: la figura muestra las etapas de la gametogénesis (Lidefer, 2020).

Figura 4.
Partes del espermatozoide Cabeza y cuello.

Espacio peri-acrosoma Espacio sub-acrosoma
T Membrana celular

~~ Membrana nuclear

Acrosoma
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;; : Pieza de conexién 2
E Vaina
) mitocondrial
S, |
& Fibras densas S—
at Sternis v Par central
#
Axonema Axonema
VISTA FRONTAL VISTA LATERAL

Interpretacion: la imagen representa al espermatozoide visto de dos maneras, de forma frontal y de
forma lateral (Lidefer, 2020).
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2.2.4. Anatomia del aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino esta conformado por los testiculos, que asumen una
funcion glandular y miden 5 cm de largo, localizado dentro del saco escrotal; el
epididimo donde se almacenan los espermatozoides se divide en tres porciones: Cabeza,
superomedial, formada por los conductillos eferentes; Cuerpo, que es la porcion media,
que esta separada del testiculo por los surcos lateral y medial, y Cola del epididimo, que

corresponde a su porcién inferior (Pro, 2014).

El Epididimo (figura 5), se extiende desde el final de la cabeza del epididimo hasta el
conducto deferente, y mide 5-6 cm; se conecta con los conductos deferentes que miden
+50 cms y llegan hasta la vesicula seminal donde se produce + el 80% del liquido
seminal y recepcionan a los espermatozoides hasta la eyaculacion via conducto

eyaculador atravesando la préstata y salir por la uretra (Standring, 2021).

Figura 5.
Estructura interna del testiculo humano.
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Interpretacion: la imagen muestra las partes del aparato reproductor masculino; como el
epididimo y los conductos eferentes del testiculo (Pro, 2014).

La Prostata es una glandula tubuloalveolar impar, localizada debajo de la vejiga, se
divide en el Istmo de la prostata, zona glandular periuretral, I6bulos prostaticos, y se

relaciona con los conductos deferentes y las vesiculas seminales (Moore, 2018).

El pene, ubicado por debajo de la sinfisis del pubis y por encima del escroto (figura 6),
su funcion es el de la copulacion debido a la ereccion, conformado por los cuerpos
cavernosos, esponjoso y la uretra, posee una forma cilindrica y mide de 10 a 12 cm de
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longitud y aumenta de volumen y de longitud y se endereza por delante del pubis
(Rivero, 2021).

Figura 6.
Anatomia del Pene.

Cuerpos
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Interpretacion: la imagen representa la ubicacion del pene (Rivero, 2021).

2.2.5. Fertilidad / Infertilidad masculina

Debemos considerar que el mejor indicador de la capacidad sexual y de procreacion en
el varon es la libido sexual 6sea el deseo de tener una relacién coital, pero cuando esta
disminuida o afectada se denomina trastorno de deseo sexual hipoactivo (TDSH),
estudios realizados en Europa sefialan una prevalencia de 6 % en varones de 18 a 24
afios de edad, y 41 % de 66 y 74 afios. Otro dato esta relacionado a la carencia del deseo
sexual de seis meses 0 mas de duracion, en varones de entre los 16 y 44 afios que afecta
al 1.6 % de la poblacion de estudio (Blanco, 2016).

La fertilidad masculina es considerada como la capacidad del var6n que tiene para
procrear un nuevo ser cuando embaraza a una mujer y se atribuye a condiciones como
la edad, estado fisico/mentales y habitos saludables, ademas de un correcto
funcionamiento del aparato reproductor y sus anexos como se esquematiza en la (figura
7), asimismo, es importante que durante la vida sexual no se utilice métodos
anticonceptivos, si el varon padece de alguna enfermedad previa evitar | uso de
medicamentos que afecten la normalidad hormonal de la testosterona, en el caso de la
mujer, se debe conocer la regularidad de su ciclo reproductivo y deseo de ser madre que

es lo mas importante (Gomes et al., 2022).
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Figura 7.
Funcionamiento del aparato reproductor.
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Interpretacion: La figura representa el camino que transcurren los espermatozoides para llegar al ovulo
y lograr fertilizarlo, atravesando las glandulas del semen y los conductos seminiferos (Gémez et al.,
2022).

La fertilidad es la capacidad de producir espermatozoides en cantidad y calidad, uno de
cada de 20 varones padecen de escaso numero de espermatozoides eyaculado, uno de
cada 100 hombres no tiene espermatozoides en su eyaculacion, y en el 60% de los
hombres infértiles no se encuentra una causa para el recuento bajo o de la mala calidad
de los espermatozoides. Asimismo, de un 10 a 15% de las parejas no pueden procrear
después de un afio de relaciones sexuales sin proteccidn anticonceptiva, de este grupo
un 30% se atribuye a causa femenina, otro 30% a causa masculina y un 40% a problemas
en ambos (Huidobro, 2010).

El varén desde su desarrollo fetal produce espermatogonias, células precursoras de los
espermatozoides, en la pubertad se inactivan y se activan en la adolescencia, cuando el
varon inicia su vida sexual reproductiva, desde la adolescencia hay una produccion
progresiva de la hormona testosterona que mantiene y define su capacidad de
procreacion, en la etapa adulto declina la produccion de la testosterona afectando la
espermatogénesis, capacidad de ereccion, libido sexual, y funcionamiento optimo de
organos sexuales accesorios como la prostata, vesiculas seminales y conductos
deferentes (Carlson, 2019).

La espermatogénesis (figura 8), dan origen a las espermatogonias o células precursoras
de los espermatozoides, esta division puede ocurrir mas de 20 veces al afio, por ejemplo,

en un varon de 38 afios de edad ya ocurrio unas 540 veces y a los 50 afios 800 veces. La
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afeccion de la capacidad fértil puede asociarse a: reduccion lenta del volumen de
produccién del volumen del semen en £ 0,03 ml/afio, debido al envejecimiento de las
vesiculas seminales donde se produce este liquido que vehiculiza los espermatozoides;
oxidacion de la cadena de ADN de los espermatozoides; y enfermedad de los hijos

debido a la mutacion ocurrida en los espermatozoides (Calcaneo, 2021).

Figura 8.
La espermatogénesis.
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Interpretacion: la imagen representa las divisiones celulares del esperma desde su etapa inicial
(espermatogonia), hasta su etapa final (espermatozoide maduro) (Calcaneo, 2021).

La disminucién de fertilidad masculina es multicausal como los estilos de vida,
infecciones, incapacidad de regeneracidn celular, exposicidn a sustancias cancerigenas,
y envejecimiento natural del sistema reproductor y anexos. Las causas ser: a)
disminucion del namero de esperma movil y de recuento de espermatozoides a partir de
los de 34 afios; b) alteracién de la morfologia espermaética después de 40 afios; c)
disminucion de la movilidad espermatica después de 43 afos; d) disminucién de

volumen eyaculatorio después de 45 afios (Sancho & Esbert, 2019).

Cuando se evalla segun anatomia del varon, el problema de infertilidad, en el 30% a
40% de casos se localiza en los testiculos donde producen espermatozoides y
testosterona, que se puede afectar por infecciones, quimioterapia, lesiones, cirugias,
calor, varicoceles; 10% a 20% de los casos, se asocia a obstruccion de los conductos
deferentes, y la eyaculacion. En el 30% a 40% de casos sin causa aparente se aprecia

espermatozoides deformes, en baja cantidad o de movimiento lento (Bradley, 2011).
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La infertilidad se define como la incapacidad de lograr embarazo espontaneo en parejas
sexualmente activas y que no utilizan método anticonceptivo en un afio. Asimismo, lo
clasifica en infertilidad primaria cuando no se puede procrear el primer hijo, e
infertilidad secundaria cuando se pierde la capacidad de procrear después del primer
embarazo. Alrededor del 20% son atribuidos al factor masculino como Unica causa de
la infertilidad (OMS, 2020).

2.2.6. Pruebas de laboratorio para estudio de fertilidad masculina
2.2.6.1 EI Seminograma.

Estudio macroscdpico y microscopico del espermatozoide y su contenido seminal,
procesos estandarizados mediante documento técnico Manual para el Examen del
Semen Humano y la Interaccion Moco Semen que establece los pardmetros de las
variables macroscopicas y microscopicas del contenido del semen para estudio de
fertilidad como los parametros de referencia para la interpretacion del seminograma
(Tabla 1). El liquido seminal se produce en las vesiculas seminales 60%, prostata
30%, epididimo y las glandulas bulbouretrales 10%. EI volumen normal 2 cc < de 2
cc se denomina hipospermia si no hay liquido seminal al finalizar el orgasmo

hablamos de aspermia (World Health Organization, 2021).

Tabla 1.
Examen macroscépico y microscopico de una muestra de semen.

Cuenta total.
Motilidad total (Progresivos y no
progresivos)

Motilidad progresiva
Viabilidad
Morfologia
Leucocitos

Otros Tipos Celulares

Células inmaduras
Bacterias
Aglutinacion.

Volumen 21.5 ml
Color Grisaceo a ligeramente
amarillento
Coagulo Presente
Licuefaccion 60 minutos
Viscosidad Normal
Ph 7.2-8.0
Concentracion. 15 x 10 ® espermatozoides/ml

>39 x 10 ¢ espermatozoides.
240%

232 %
258% vivos
24%
<1x10 %ml
Valores Normales
< 5 por campo
Escasas
<10%

Interpretacion: La tabla nos muestra las variables macroscdpicas y microscépicas del
seminograma y sus limites de referencia (World Health Organization, 2021).
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La movilidad espermatica es una de las principales caracteristicas observables en
el seminograma, es lo que permite al espermatozoide alcanzar el ovulo y lograr la
fecundacién, asimismo, existe una clasificacion para identificar el tipo de
movilidad (figura 9). La astenozoospermia o astenospermia es la definicion de la
alteracion de la movilidad espermética se produce cuando el nimero de
espermatozoides con movilidad progresiva (tipo A + B) es inferior al 32% y cuando
el numero total de espermatozoides moviles en el eyaculado (tipo A+B+C) es
inferior al 40% (Laura et al., 2021).

Figura 9.
Movilidad espermadtica.

* Movilidad tipo A o de grado 3 (+++) grupo de espermatozoides con
movilidad progresiva, rapida y rectilinea.

*  Movilidad tipo B o de grado 2 (++) espermatozoides se mueven de forma
progresiva pero lenta.

*  Movilidad tipo C o de grado 1 (+) la movilidad de los espermatozoides es
lenta y sin desplazamiento. No se observa progresion, sino que se mueven
sobre la misma posicion.

* Movilidad tipo D o de grado O se trata del grupo de espermatozoides
estaticos o inmoviles, tanto vivos como muertos.

{

Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Movilidad
progresiva
>32%

>40%

Mala
movilidad

Inmovil

Interpretacion: la imagen muestra los tipos de movilidad que presentan los espermatozoides,
diferenciandose en 4 tipos de movimientos, tipo A, tipo B, tipo Cy tipo D (Laura et al., 2021).
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Los resultados del seminograma que es la observacion microscopica y
macroscopica de los espermatozoides, se basan en los valores de referencia
establecidos por la (OMS, 2021) donde la concentracion se expresa en 1°000,000
x ml; la capacidad de movimiento, forma, y vitalidad en %; y los parametros

alterados se describen en la siguiente ilustracion (figura 10) (Espejo et al., 2021).

Figura 10.
Interpretacion del seminograma
- Azoospermia: ausencia de espermatozoides

- Oligospermia: bajo recuento de espermatozoides

- Astenozoospermia: problemas de movilidad de los espermatozoides
- Teratozoospermia: espermatozoides con morfologia anormal

- Necrospermia: gran cantidad de espermatozoides muertos

» Hipospermia: bajo volumen seminal

Azoospermia: Astenospermia: Teratozoospermia:

sin espermatozoides mala movilidad mala morfologia
-
Oligozoospermia: Necrospermia: Hipospermia:
baja concentracion Muchos espermatozoides muertos Bajo volumen

Interpretacion: La imagen representa las alteraciones en los pardmetros del seminograma
(Espejo et al., 2021).

1.2.6.2. Indice de Fragmentacion de ADN Espermatico.

Se define como la rotura de las cadenas simples o dobles del ADN espermaético y
del proceso de empaquetamiento incompleto del ADN (figura 11). Las causas
pueden incluir: a) apoptosis durante la miosis | que afecta al 50% de las células, b)
nudos de ADN incompletos durante la espermiogeénesis, ¢) fragmentacion durante
la migracion testicular por exceso de produccion de radicales libres de
espermatozoides inmaduros, c) fragmentacion por factores fisicoquimicos, d)

exposicion radioldgica, €) sustancias toxicas ambientales (Rodriguez, 2017).
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Figura 11.
Fragmentacion de ADN espermatico
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Interpretacion: la imagen ilustra las roturas de una o ambas hebras de ADN espermatico
(Rodriguez, 2017).

Las técnicas de estudio de fragmentacion de ADN espermaético mas utilizado son:

A) Test Sperm Chromatin Dispersion (SDC) procedimiento mediante el cual
inducen descondensacion del ADN que, al ser observados por microscopio, los
espermatozoides que forman un halo sobre a zona de la cabeza que segun el
tamafio o extension del halo se puede identificar el dafio a la integridad del
ADN o fragmentacion de ADN como se puede aprecia en la siguiente imagen
(figura 12), la interpretacion de los resultados se realiza determinando el % de

espermatozoides con halo ausente o pequefio.
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Figura 12.
Interpretacion de la técnica de la dispersion de la cromatina (SCD).

1. Halo grande | 2. Halo mediano:

3. Halo pequerno | 4. Sin halo | 5. Degradado:

Interpretacion: la imagen ilustra la formacion de halos helicoidales para el estudio de ADN
espermatico NO Fragmentado y la ausencia de halos helicoidales o espermatozoides degradados
para estudio de ADN fragmentado (Paraiso et al., 2021).

B) Ensayo Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-Mediated dUTP Nick-End
Labeling (TUNEL) donde al espermatozoide se someten a una técnica de
tincion con marcadores fluorescentes que solo se adhieren a la fraccion
incompleta del ADN y puede ser detectables mediante citometria por la
luminiscencia emitida, esta técnica nos permite identificar la rotura de una o
dos hebras de ADN vy se interpreta como él % de espermatozoides con ADN
marcado como se describe en la siguiente imagen (figura 13) (Paraiso et al.,
2021).
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Figura 13.
Interpretacion del Ensayo TUNEL.
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Interpretacion: la imagen representa la técnica del ensayo de TUNEL, con el uso de marcadores
fluorescentes, que permiten una visidn mas clara (Paraiso et al., 2021).

La interpretacion de los resultados aplicando el indice de fragmentacion de ADN,
que es el porcentaje de espermatozoides con el ADN fragmentado, en relacion al
total de los espermatozoides analizados, resultados que se aplican como factor

prondstico de fertilidad, y potencial de fertilizacion del espermatozoide (Tabla 2)
(Rodriguez, 2017).

Tabla 2.
Indice de Fragmentacién de ADN espermdtico.

| IF del ADN Ii*-:'.-'"-::-jl | Potencial de fertilizacion
<15 | Excelente
| 16-24 | afto

| 25-30 | Bajo

[ =21 - ML.L',;-' bajo

Interpretacion: La tabla representa el grado de potencial de fertilizacién (PF), segun los valores
limites del indice de fragmentacion (IF) del ADN espermatico (Rodriguez, 2017).
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1. MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio: Se llevd a cabo un estudio prospectivo para investigar las caracteristicas
del seminograma e indice de fragmentacion del ADN espermatico en pacientes con
problemas de fertilidad atendidos en una Clinica Privada de Chimbote SAC durante el afio
2021.

Poblacion: La poblacion consistié en evaluar a 65 pacientes masculinos que acudieron a
una clinica, con problemas de fertilidad y que fueron diagnosticados durante el periodo de

estudio.
Criterios de inclusion y exclusion

a) Criterios de inclusion

o Pacientes con indicacion de estudio de seminograma y fragmentacion de ADN
o Pacientes sexualmente activos
o Pacientes que cumplan con el protocolo de obtencion de la muestra se semen

b) Criterios de exclusion

o Pacientes que estén cursando patologias del sistema genitourinario
o Pacientes con abstinencia sexual prolongada
o Pacientes que no cumplan con el protocolo de obtencion de la muestra de semen.

22



Procedimiento:

1. Obtencidon de muestra seminal.

Control de variables pre-analiticas: Antes de la obtencion de la muestra seminal, se
registraron y controlaron factores pre-analiticos relevantes, como el historial de
consumo de alcohol, tabaco o medicamentos por parte de los pacientes.

Instrucciones claras para obtener la muestra: A los pacientes se les proporcionaron
instrucciones detalladas para la recoleccion de la muestra seminal. Se enfatizd la
importancia de seguir las técnicas adecuadas de lavado de manos y de masturbacion,
asi como de evitar la contaminacion de la muestra durante el proceso de recoleccion.
Consideraciones de transporte de la muestra: Se instruy6 a los pacientes sobre como
transportar adecuadamente la muestra desde el lugar de obtencion hasta el laboratorio.
Se enfatiz6 la importancia de mantener la muestra a la temperatura adecuada y de
entregarla al laboratorio dentro de un tiempo maximo de 60 minutos para garantizar la
integridad de los espermatozoides.

Recoleccion de la muestra seminal: Al paciente se le indica una abstinencia sexual de
2-4 dias antes de la recoleccion de la muestra seminal. Ademas, se le recomienda seguir
la técnica de lavado de manos antes del procedimiento. Se instruye al paciente a aplicar
la técnica de masturbacion para obtener la muestra de semen en un espacio designado
por la clinica. Es importante que el paciente procure obtener la mayor cantidad de
muestra posible y notificar cualquier derrame fuera del frasco estéril. En el caso de que
la muestra sea recolectada fuera del laboratorio, se requiere que el paciente siga
estrictamente las instrucciones proporcionadas por el personal de laboratorio.

- El tiempo maximo de entrega no debe exceder de los 60 minutos.

- Mantener la temperatura adecuada.

- Muestra obtenida solo por automasturbacion.
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Comunicar si ha ingerido algin medicamento.
Comunicar si ha presentado alza térmica.

No ingerir sustancias toxicas 48 horas de obtener la muestra.

2. Seminograma: En la preparacion de la muestra se utilizé pipetas de deslizamiento directo,

medios de dilucion, camara de contaje de 100 micras de profundidad, laminas portaobjetos,

método de tincidn y coloracion segun fase del estudio (Lopez, 2020).

e Examen macroscopico:

Volumen: se midi6 con una pipeta de plastico de 3 ml.

Color: se determin6 mediante observacion directa en el frasco.

Viscosidad: se evalud con la ayuda de la micropipeta de plastico de 3 ml, dejando
caer gota a gota para observar el tamafio del hilo filamentoso formado.

pH: se realiz6 sumergiendo la tira reactiva al frasco de la muestra seminal, para luego
compararlo con el indicador de pH seminal.

Licuefaccion: se determin6 mediante un tiempo de espera entre 15 a 20 minutos, para

obtener la muestra seminal totalmente liquida.

e Examen microscopico:

Concentracion de espermatozoides: se realizaron diluciones segun el conteo de
espermatozoides observados en el primer campo (lamina directa), y se agreg6 10 pl
a la cdmara de Neubauer para su posterior observacion a microscopio en un objetivo
de 40X.

Movilidad espermatica: se analizd6 la capacidad del movimiento de los
espermatozoides, utilizando una lamina portaobjetos agregando 10 ul de muestra
seminal fresca, y se observo en microscopio a objetivo de 40X.

Vitalidad espermatica: se evalu6 la cantidad de espermatozoides vivos y muertos

mediante tincion. Se carg6 50 pl de muestra seminal en un microtubo y se agregaron
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2 gotas de colorante eosina y nigrosina. Se dejo reposar 30 segundos y se observo a
microscopio a objetivo de 40X.

- Morfologia espermdtica: se analizdé la forma de cabeza, cuello y cola del
espermatozoide, utilizando el test Can Morph. Se agreg6 30 ul de muestra seminal
sobre la lamina portaobjetos y se observo en microscopio a objetivo de 100X con
ayuda de aceite de inmersion.

- Identificacion de presencia de otras células: en la lamina de Can Morph, se
observaron distintas células no pertenecientes a espermatozoides y se contabilizaron

como células inmaduras.

3. Estudio de fragmentacion de ADN: para evaluar la fragmentacion de ADN espermatico,

se aplico la técnica de la dispersion cromaética (SCD).

Recuperacion espermatica: Se formaron tres capas de gradiente (parte superior:
muestra lavada; centro: gradiente 55; fondo: gradiente 80). Se realizd una primera
centrifugacion a 1500 rpm x 20 minutos, se separé el sobrenadante del precipitado, y
se realizé una segunda centrifugacion a 1500 rpm x 5 minutos, para obtener una muestra
concentrada de espermatozoides moviles progresivos.

Técnica de dispersion de cromatina (SCD): Introducir la muestra de semen en gel de
agarosa: se descongelo el gel de agarosa a 90°C por 5 minutos, se mezcld con la muestra
post recuperada, se colocd 150 pl en la 1amina del kit Canfrag con su cubreobjetos y se
colocé en la nevera por 5 minutos.

Desnaturalizacion de ADN: se agregd 1000 pl de acido desnaturante y se dejo actuar
por 7 minutos.

Lisis celular mediante solucion lisis: se agregd 1000 pul de solucion lisis del kit y se

dejo reposar por 10 minutos.
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e Deshidratacion mediante alcohol: se utilizé alcohol al 70%, 90% y 100%, agregando
1000 pl en toda la ldmina respectivamente, con intervalos de 2 minutos por cada
alcohol.

e Preparacion de tincidn: se preparé la solucion de tincién en un microtubo y se agreg6
1000 pl en toda la lamina, se dejo reposar por 8 minutos y finalmente se enjuagd con
agua.

e Observacion mediante microscopio de campo claro la formacién del halo cromatico:
se observo en microscopio a objetivo de 40X, la formacion de halos helicoidales de
tamafios grandes y medianos en pacientes con ADN integro, y la formacién de halos
helicoidales de tamafios pequefios, espermas sin halos e incluso degradados, en

pacientes con ADN fragmentado.

Analisis estadistico

e Para analizar los datos recopilados se aplicod el método estadistico de la prueba
ANOVA, para evaluar si existia diferencias significativas en las caracteristicas del
seminograma y el indice de fragmentacion del ADN espermatico en los pacientes que

asistieron a una clinica privada de Chimbote en el afio 2021.

Tabla 3.
Andlisis estadistico segin ANOVA.
PX SEMINOGRAMA IF-ADN PROPORCION DIFERENCIA
65 NUMERO % NUMERO % % N° %
ANORMAL 21 32.5 45 69.2 2.13 24 36.7

Fuente: elaboracién propia.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados:

Concluido la etapa de procesamiento de la informacion de la tesis “Seminograma e
indice de fragmentacion del ADN espermatico en pacientes con problemas de fertilidad
atendidos en una Clinica Privada de Chimbote SAC 2021” se obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 4.

Distribucion de la poblacion segln edad/etapa de vida

Pacientes segun edad - Etapa de Vida N° %
Joven (19 - < 30 afios) 9 13.8%
Adulto (30 - < 60 afios) 56 86.2%

Total 65 100.0%

Fuente: elaboracién propia.

Interpretacion: segun los resultados obtenidos se hallé que el 13,8% de la poblacion de

estudio es paciente joven y 86,2% adulto.

Grafica 1.
Distribucién de la poblacion segun histograma de Pareto
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Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: segun los resultados de frecuencia de edades, el diagrama de Pareto
establecio un intervalo de 5,9 afios encontrado que el mayor grupo de pacientes
(25/38,5%) tienen entre 29,4 y 35,8 afios de edad.

27



Belfort et al., (2023) reportd los pacientes de su poblacion de estudio tenian una edad
entre 25y 40 afios; (Armenteros et al., 2022) hallo una edad entre 21 y 66 afios; (Tejeda
et al., 2022) 62% de adultos entre 40 y 60 afios; (Carvajal et al., 2021) 56 % de la
poblacion entre 40 y 59 afios; (Morey et al., 2020) informo de pacientes entre 30 y 39
afios; a nivel nacional (Alvarez, 2020) reporté un intervalo de edad entre 34 y 42 afios;
(Risso et al., 2019) publicé una poblacién relativamente joven entre 18 y 34 afios; al
respecto (Risso et al., 2019) sefialaba que la vida sexual del varon esté regulada por el
deseo de tener una relacion coital mas no por el deseo de procrear y menciona que 6%
de varones entre 18 y 24 afios pueden padecer de deficiencias del libido sexual siendo
tributarios a problemas de infertilidad, por su parte (Huidobro, 2010), mencionaba que

este problema afectara a 1 de cada 100 varones sexualmente activo.
Tabla 5.

Caracteristicas quimicas del Semen

Caracteristicas de la muestra de semen N° %

Licuefaccion (<60 ')

Completa 62 95.4%

Incompleta 3 4.6%
pH

Normal (7,2 -8,0) 14 21.5%
Acido 1 1.5%
Alcalino 50 76.9%

Volumen

Normal (> 1.5 ml) 43 66.2%
Disminuido 22 33.8%

Total 65 100.0%

Fuente: elaboracién propia.

Interpretacion: segun analisis de las propiedades fisico/quimico de la muestra de semen
95,4% presentaron licuefaccion completa y 4,6% incompleta; segun pH 21,5% fue
normal, 1,5% acido y 76,9% alcalino; segun el volumen 66,2% se consideré normal y
33,8% disminuido.
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Tabla 6.

Volumen y concentracion espermatica

Volumen + concentracion espermatica N° %
Volumen
Normal (= 1.5 mL) 43 66.2%
Concentracién Espermaética N° x 10 (6) /mL
< 15,000,0000 7 10.8%
> 15,000,000 36 55.4%
Disminuido < 1.5 mL 22 33.8%
Concentracion Espermatica N° x 10 (6) /mL
< 15,000,0000 2 3.1%
> 15,000,000 20 30.8%
Concentracion Total = Concentracion Espermatica x Volumen (15 - 2 200 millones)
Disminuido < 15 millones 6 9.2%
Normal (15 - 2200 millones) 59 90.8%
Total 65 100.0%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: observamos que las muestras de semen con un volumen de eyaculacién

normal (= 1.5 ml) 10,8% reportaron una concentracion espermatica < a 15 millones y

55,4% > a 15 millones; de las muestras con volumen eyaculado < a 1.5 ml 3,1%

reportaron una concentracion espermatica < a 15 millones y 30,8% > a 15 millones;

segun a la concentracion total espermatica 9,2% fueron < 15 millones y 90,8% > a 15 -

200 millones.

Ademas, algunas investigaciones reportaron resultados en relacion al estudio del

espermatozoide (Belfort et al., 2023) hallé en los pacientes de estudio 29,03% con

volumen inadecuado, 9,68% con aspecto irregular, viscosidad y licuefaccion alterada

29,7% y 1,74% respectivamente; (Armenteros et al., 2022) solo informo que 54,1% de

pacientes con seminograma alterado.
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Tabla 7.

Caracteristicas de los espermatozoides

Caracteristicas Espermaticas N° %

Movilidad progresiva

Normal > 32% 54 83.1%
< 32% 11 16.9%
Vitalidad Espermaética
Normal > 58 % 31 47.7%
< 58% 34 52.3%
Morfologia Espermatica
Normal > 4 % 25 38.5%
<4% 40 61.5%
Total 65 100.0%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: en el estudio de las caracteristicas a la concentracion espermatica se
hallé que el 81,1% de muestras reportd una movilidad tipo progresiva que es > al 32%
de espermatozoides x mL, mientras que el 16,9% fue < al 32%; en relacion a la vitalidad
espermatica (> 58% de espermatozoide x mL) el 47,7% de la muestra se considerd
normal y 52,3% disminuida; segiin morfologia espermatica (> 4% de espermatozoides
x mL) 38,5% de las muestras se considerd normal mientras que el 61,5% fue anormal

con alteraciones en la cabeza, cuello y cola espermatica.

Asimismo, (Tania et al., 2022), (Machorro et al., 2018) y (Callul et al., 2017) que
informaron que el 27,3%, 33% 81,4% de pacientes con seminograma alterado
respectivamente. Otros investigadores fueron mas especificos al sefialar los resultados
de los seminogramas o espermiogramas, (Tejeda et al., 2022) fue méas especifico al
mencionar que su poblacion de estudio segin seminograma en el 92,7 % se identifico
astenozoospermia, 42,6% teratozoospermia, diagnosticandose en el 41,1%
astenozoospermia y 28,1% teratoastenozoospermia; (Cuestas et al., 2021) reporto
volumen 2.9 ml £ 0,7; concentracion espermatica (x 106 spz/ml) 63 * 21,6;
espermatozoides totales (x 106 spz) 182,3 + 75,4; espermatozoides con movilidad
progresiva (%) 48,3 + 9,4; espermatozoides con movilidad in situ (%) 2,6 = 0,2;
espermatozoides inmdviles (%) 49,2 + 9,4; (Carvajal et al., 2021) reportaron 77,33%
de casos de oligospermia, 70,66% astenospermia y 52,66% de teratospermia; (Olmedo

et al., 2021) parametros alterados reportados 6% con hipospermia, 3,3% azoospermia,
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oligozoospermia 23,3%, 24,6% oligozoospermia, 20,6% astenozoospermia, 39,3% vy
34,6% con movilidad espermatica disminuida; (Morey et al., 2020) hall6 27,4%
presentd normozoospermia; 27,9% teratozoospermia; 8,8% oligoteratozoospermia;
(Arce, 2019) mencion6 que el espermograma reveld que 26,9% de los pacientes
padecian de Azoospermia, 51,9% oligospermia severa, oligospermia 9,6%,
hipospermia 5,9%, normospermia 1,9%. (Callul et al., 2017), (Bradley, 2011) y la
(OMS, 2020) coinciden en sefialar que existen multiples factores que afectan la calidad
y cantidad de los espermatozoides.

Tabla 8.

Resultados del estudio de fragmentacion de ADN espermético y Potencial de

Fertilizacion
indice de Fragmentacion de ADN Potencial de N° o
espermatico Fertilizacién 0
<15% Excelente 20 31%
>15% - 25% Alto 4 6%
>25% - 30% Bajo 4 6%
> 30% Muy Bajo 37 57%
Total 65 100%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: segun resultados del indice de Fragmentacion de ADN espermético (IF-
ADN) y el potencial de Fertilizacion (PF) se hall6 que el 20% de las muestras
obtuvieron un IF-ADN < 15% calificando con un PF excelente; 6% obtuvieron un IF-
ADN >15% - 25% y un PF alto; 6% un IF-ADN >25% - 30% considerado un PF bajo;
y 37% un IF-ADN > 30% considerado como PF muy bajo.
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Tabla 9.

Resultados del indice de fragmentacion de ADN espermatico.

indice de fragmentacién de ADN

indice N° % Poblacién
<15% 20 30.8%

65
>15% 45 69.2%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: una poblacién de 65 pacientes el 30.8% presentaron un porcentaje <
15% de indice de fragmentacion de ADN espermatico y el 69.2% presentaron > 15 de

indice de fragmentacion de ADN espermatico.

Por otra parte, la evaluacion de la fragmentacion de ADN espermaético, en nuestra
investigacion, esta basada en que el ADN fragmentado no produce el halo caracteristico
de sus formas helicoidales, observadas en los espermatozoides de ADN no
fragmentados (técnica test de dispersion de la cromatina espermatica SCD de sus siglas
eninglés, Sperm Chromatin Dispersion) el cual, consiste en hacer una descondensacion
del ADN espermatico. La validacion de esta técnica se realizd de manera indirecta,
comparandola con otros métodos, que también miden la fragmentacion del ADN
espermatico, demostrando buena correlacién con la técnica de TUNEL, dicha técnica
cuenta con el apoyo de la tecnologia biofisica de la citometria de flujo, que en
combinacion con la microscopia de EPI fluorescencia ha permitido brindar un realce

exhaustivo al estudio de calidad/fertilidad del esperma (Portella & Gonzales, 2016).

Por su parte (Armenteros et al., 2022) una incidencia de IF-ADN de 53,8% en su
poblacion de estudio; (Tania et al.,2022) y (Carvajal et al., 2021)informaron que el
100% de la poblacion con IF-ADN alterado por exposicion a metales pesados y
sustancias quimicas; (Cuestas et al., 2021) informé de un 20% de pacientes con dafio
genético espermatico en pacientes jovenes con edad promedio 25,8 + 2,6 afios; (Callul
etal., 2017) hallé en promedio que el 13 * de pacientes resultaron con IF-ADN alterado

y seminograma normal.
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Tabla 10.

Analisis diferencial segn analisis estadistico ANOVA

DIFERENCIA TOTAL
36.70% 100%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: segun resultados determino que existe una diferencia de 36.7% entre el
examen de seminograma y indice de fragmentacion de ADN espermatico, donde los
pacientes que salieron con valores de seminograma Normal, en el indice de

Fragmentacion espermatico arrojaron resultados anormales.

Grafica 2:

Grafica diferencial segin andlisis estadistico ANOVA.

ANALISIS DIFERENCIAL

R

= DIFERENCIA

= TOTAL
100%

Fuente: elaboracion propia.

Interpretacion: segin analisis estadistico en el grafico circular, los resultados
determinaron que existe una diferencia de 36.7% entre el examen de seminograma y
indice de fragmentacion de ADN espermatico, donde los pacientes que salieron con
valores de seminograma Normal, en el indice de Fragmentacion espermatico arrojaron

resultados anormales.
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PROPUESTA PARA LA IDENTIFICACION Y VALIDACION DE BIOMARCADORES
ESPECIFICOS RELACIONADOS CON LA CALIDAD DEL SEMEN Y LA
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN PACIENTES CON PROBLEMAS DE

1.

FERTILIDAD.

Introduccién:

La evaluacion espermatica en los ultimos afios, estan teniendo una mayor
repercusion al momento de evaluar a las parejas con problemas de fertilidad, por
lo que el 50% del problema se debe a causa del varon. Uno de los examenes mas
comprometedores es el seminograma o llamado espermiograma, sin embargo,
pese a los resultados obtenidos en condiciones normales, las tasas de infertilidad
no disminuyen. Por esa razén, es que se sugirio ampliar el examen a nivel genético
del esperma y conocer las anomalias estructurales de los espermatozoides
(Kupker, E. et al., 1998).

En suma, a ello, se ha tomado en cuenta ampliar los estudios moleculares a un
nivel protedmico, para poder analizar a los espermatozoides defectuosos, a traves
del uso de biomarcadores, dando un enfoque mas exacto para su evaluacion. Estos
marcadores fluorescentes con apoyo del equipo de citometria de flujo, permiten
detectar a los espermatozoides con alteracion en la cromatina, entre los marcadores
mas usados se encuentra la UBIQUITINA (Sutovsky, P. & Cols, 2001).

La Ubiquitina, es una proteina pequefia, presente en todas las células eucariotas,
encargadas de marcar a las proteinas innecesarias 0 estropeadas, para Su
degradacidn, al unirse con dichas proteinas, el SISTEMA PROTEOSOMAL las
detecta e inicia el proceso de degradacion Ilamado Ubiquitinacion, en donde
intervienen una enzima activadora llamada E1, una enzima transportadora llamada
E2 y una enzima ligadora llamada E3, para dar como resultado pequefios péptidos
(Bebington et al., 2001).

La ubiquitina al reconocer a los espermatozoides con morfologia defectuosa, es

secretada por el epitelio epididimal para unirse a la superficie de dichos

espermatozoides, el cual algunos son absorbidos por las celulas epiteliales y otros
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son expuestos al exterior, mediante la eyaculacion. Y en cuanto al ser evaluados
estas resaltan, actuando como un potente marcador de los espermas con ADN

fragmentado (Sutovsky et al., 2001).

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo identificar y
validar biomarcadores especificos relacionados con la calidad del semeny la FAE

en pacientes con problemas de fertilidad.

Obijetivo:
Identificar y validar biomarcadores especificos relacionados con la calidad del

semen y la FAE en pacientes con problemas de fertilidad.

Metodologia:
3.1. Disefio del estudio:
e  Se realizara un estudio observacional analitico, de casos y controles.
o Se reclutaran 100 pacientes con problemas de fertilidad y 50 hombres

con fertilidad normal como grupo control.

3.2. Recoleccion de muestras:
e Se recolectara una muestra de semen de cada participante.
e Se analizaran los siguientes pardmetros de calidad del semen:
- Volumen
- Concentracién espermatica
- Motilidad
- Vitalidad

- Morfologia

3.3.Evaluacion de la FAE:
e Se utilizara la técnica de TUNEL para evaluar la FAE.

e Se analizara el porcentaje de espermatozoides con ADN fragmentado.

3.4.1dentificacion de biomarcadores:
e Se realizard un analisis protedmico del semen utilizando técnicas de

espectrometria de masas.
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e Se compararan los perfiles proteicos de los pacientes con fertilidad
normal y los pacientes con problemas de fertilidad.
e Se identificaran biomarcadores especificos relacionados con la calidad
del semeny la FAE.
3.5. Validacion de biomarcadores:
e Se validaran los biomarcadores identificados mediante técnicas de
ELISAy PCR.
e Se evaluara la sensibilidad, la especificidad y el valor predictivo de los
biomarcadores.
3.6.Andlisis estadistico:
e Se utilizaran pruebas estadisticas para comparar las variables entre los
grupos de estudio.
e Se realizard un analisis de regresion logistica para identificar los

biomarcadores independientes de la FAE
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

e Segln estudio de seminograma el 32,5% presentaron alteraciones segun
caracteristicas macroscépicas y microscopicas

e Segun estudio de fragmentacion de ADN el 69,2% de muestras presentaron
elevado indice de fragmentacion segun método de la dispersién de la cromatina.

e Segun los resultados del seminograma y fragmentacion de ADN el 32,5% y
69,2% evidenciaron que existe una correlacion entre ambos examenes,
relacionados con los problemas de fertilidad masculina atendidos en una clinica
privada de Chimbote SAC 2021.

e Segun la investigacion, se opto por plantear una propuesta para la identificacion
y validacion de biomarcadores especificos relacionados con la calidad del
semen y la fragmentacion del ADN espermatico, en pacientes con problemas de

fertilidad.
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Recomendaciones:

Se recomienda incentivar la importancia de los resultados obtenidos a toda la
comunidad universitaria, con el fin de motivar a los alumnos en el area de
Biotecnologia roja, utilizando herramientas biotecnologicas con fines en el
sector de salud.

Es importante también fomentar una cultura de autocuidado y estilos de vida
saludables, ya que estas intervienen en la calidad del semen, trayendo como
consecuencia problemas de fertilidad masculino.

Promover, el impulso por investigar la integridad del ADN espermatico, a un
nivel proteémico y este integrarlo en un sistema de bioinformatica bioldgica.
Impulsar el desarrollo de nuevos marcadores moleculares que permitan
identificar dafios a nivel molecular del ADN espermatico, incluyendo el uso de
nuevos instrumentos de citometria de flujo para fines de andrologia humana y

procedimientos de reproduccion asistida.
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VII. ANEXOS

Anexo 1. A. Habitacion especial para recoleccion de la muestra; B. Lavadero para desinfeccion de

manos.

Fuente: clinica privada de Chimbote SAC.

Anexo 2. Recepcion del frasco con muestra seminal.

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 3. Evaluacion de parametros macroscopicos. A. medicion total del volumen seminal;

B. Observacion del color y aspecto de la muestra seminal.

Fuente: elaboracion propia.

Anexo 4. Observacion de la viscosidad de la muestra seminal, dejando caer gota a gota.

3 cm de hilo filamentoso

Fuente: elaboracién propia
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Anexo 5. Evaluacion de pardmetros macroscépicos. A. introduccién de tira de pH en la muestra
seminal; B. comparacion con el cuadro patrén de pH; C. frasco en espera de licuefaccion completa.

Fuente: elaboracidn propia.
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Anexo 6. Evaluacion de movilidad de los espermatozoides. A. Espermatozoides con Movilidad
progresiva; B. Espermatozoides con Movilidad No Progresiva; C. Espermatozoides Inmoviles.
Aumento 400 veces

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 7. Reactivos VitalScreen Eosina/Nigrosina

Fuente: elaboracion propia.

Anexo 8. Lamina con muestra, recubierta con Eosina y Nigrosina.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 9. Evaluacién de Vitalidad. C. Observacion de espermatozoides vivos y muertos en el
microscopio a 40X (a. espermatozoide vivo, b. espermatozoides muertos). Aumento: 400 veces.

Fuente: elaboracién propia.

Anexo 10. Recuento de espermatozoides. B. Caracteristicas de los cuadrantes de la camara
Neubauer.

L oo
I

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 11. Evaluacion morfolégica. A) preparacion de 30 pl de muestra seminal y 157.5 pl de suero
fisiologico, dentro de la cabina de flujo laminar; B) Aceite de Inmersion; C) aplicacion de 3 gotas
de aceite de inmersion en la superficie de la lamina Can Morph. Aumento: 400 veces.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 12. Observacion de espermatozoides Normales y espermatozoides Anormales. A.
Espermatozoides Normales (1,2,3,4,5). Aumento: 1000 veces

Fuente: elaboracion propia
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Anexo 13. Espeatozoides Anormales (Anormal de cabeza: 6,7,8,9,10,11,12,13 — Anormal de cuello:
8,10,12 — Anormal de cola: 6, 9, 10, 12,13). Aumento: 1000 veces.

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 14. Otros tipos de células. A. Division espermatica (14), Espermatocito (15); B. Células
epiteliales (16); C. Espermatocito (17, 19), Macrofago (18). Aumento: 1000 veces. Fuente: Propia

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 15. Formacidn de las tres capas de gradiente (parte superior, esta la muestra lavada, en el
centro la gradiente 55 y en el fondo del tubo la gradiente 80).

Muestra seminal lavada

Gradiente 55°

Gradiente 80°

Fuente: elaboracidn propia.

Anexo 16.- Centrifugacion. A. lera centrifugacion a 1500 rpm x 20 minutos; B. Separacién del
sobrenadante del precipitado; C. 2da centrifugacién a 1500 rpm x 5 minutos; D. Obtencién del
precipitado (muestra de espermatozoides méviles progresivos).

Espermatozoides
Moviles
Progresivos

Fuente: elaboracion propia.

Anexo 17. Kit can frag

59



Fuente: Elaboracion propia

Anexo 18.- A. Colocacion del tubo de agarosa en la estufa. B. Colocacion de lamina dentro de la
refrigeradora.

Fuente: elaboracién propia.

60



Anexo 19. Desnaturalizacion de ADN. A. Acido denaturante y solucion lisis; B. Eliminando el
exceso de &cido denaturante; C. Agregado de solucidn lisis sobre la lamina; D. Agregado de 20
ml de agua destilada sobre la ld&mina

Fuente: elaboracién propia.

61



Anexo 20. Deshidratacion. A. Alcohol al 70%, 90% y 100%; B. Lamina esperando que los alcoholes
se evaporen.

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 21. Solucion Tincién. A) Microtubo con solucidn tincion; B Agregado de los 600 pl del
tinte sobre la lamina; C) Homogenizacion del tinte sobre la lamina; D) Sumergida de lamina
en el vaso con agua.

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 22. Observacion de dispersion de la cromatina de los espermatozoides, en el microscopio a
40Xy observado a través del software Scolpemage 9.0. Aumento: 400 veces.

-
'R

Fuente: elaboracién propia.

Anexo 23. Base de datos.

Fuente: elaboracidn propia.
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