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RESUMEN

El proyecto estd basado en determinar el porcentaje de espermatozoides unidos al
hialuronano cualitativamente en pacientes teratozoospérmicos determinando su
relacion con la edad e indice de masa corporal en la Clinica de Reproduccién Asistida
“BioGEPA” Cuenca Ecuador.

Se trabajé con un total de 50 muestras seminales: 10 muestras de pacientes que
resultaron excluidos, debido a la presencia de una o varias patologias esperméticas
diferentes a la propuesta; 10 muestras de sujetos normozoospérmicos como grupo
control, 30 muestras de pacientes teratozoospérmicos en edades comprendidas de
< 35 afios; entre 35 — 40 afios y > 40 afios, ambos provenientes de distintas ciudades

del Ecuador, las cuales representaron el grupo de estudio.

Se trabaj6 con tablas graficas determinando relaciones porcentuales, que
correlacionaron los resultados de edad e indice de masa corporal frente al test de
fijacion HBA (unién al hialuronano) demostrando los resultados estadisticamente con
el programa SPSS 16 para Windows, determinando que no existe relacion con la
edad (p< 0.05), pero si una relacibn marcada frente al indice de masa corporal
(p> 0,05), sobre todo en pacientes obesos donde las puntuaciones de subfertilidad
< al 80 % y al 20 % son relevantes. Se determind el porcentaje de espermatozoides
obteniendo: 18 pacientes con grado de teratozoospermia levemostraron puntuaciones
de HBA entre 60 % y 95 %; 8 pacientes con grado de teratozoospermia moderado
mostraron puntuaciones entre 50 % y 85 %; y 4pacientes con grado de

teratozoospermia severo mostraron puntuaciones entre 10 % y 45 % respectivamente.

Palabras claves: Espermatozoide, hialuronano, HBA (Ensayo de Uni6én al

Hialuronano), teratozoospermia, edad, indice de masa corporal.
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ABSTRACT

The project is based on determining the percentage of spermatozoa bound to
hyaluronan in patients teratozoospermicos gqualitatively determining their relation with
the age and body mass index in Assisted Reproduction Clinic "BioGEPA" Cuenca

Ecuador.

We worked with a total of 50 semen samples: 10 patient samples were excluded due to
the presence of one or several different sperm pathologies proposal; 10
normozoospermic samples as control group, 30 samples of
patientsteratozoospérmicos with ages of <35 years, between 35-40 years and> 40

years, both from different cities of Ecuador, which represented the study group.

Worked with graphic tables determining percentage ratios that correlated the results of
age and body mass index versus fixation test HBA (hyaluronan binding) showing the
results statistically using SPSS 16 for Windows, determining no association with age
(p <0.05), but if a relationship marked for BMI (p> 0.05), especially in obese patients
where subfertility scores <50% and 20% are relevant. We determined the percentage
of spermatozoa obtained: 18 patients showed slight degree of teratozoospermia HBA
scores bhetween 60% and 95%, 8 patients showed moderate degree of
teratozoospermia scores between 50% and 85%, and 4 patients with severe grade of

teratozoospermia scores showed between 10% and 45% respectively.

Keywords: Sperm, hyaluronan, HBA (Hyaluronan Binding Assay), teratozoospermia,

age, body mass index.
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INTRODUCCION

Se considera que las tasas de embarazo han ido disminuyendo debido a los diversos
problemas de infertilidad que afectanaproximadamente al 15% de las parejas.
Aproximadamente el 21% de los casos se deben a un factor masculino, 33% se deben
a un factor femenino, 40% es de tipo mixto y el 6% restante es por causas

inexplicables.

El “Consejo Internacional de Difusién de Informacion sobre Infertilidad” determina:
“Una pareja se considera infértil, cuando no han concebido después de mas de 12
meses de mantener relaciones sexuales sin proteccidén, o después de 6 meses si la

mujer tiene mas de 35 afios de edad”.

Los datos de la Organizacion Mundial de la Salud 2010 (OMS 2010) demuestran que
en una de cada cuatro parejas que consultan por problemas de fertilidad, existen

anomalias en los dos miembros.

Al verse dificultada la posibilidad de fecundacion por una baja calidad seminal que
afecta los caracteres morfolégicos y de madurez espermatica; existen diversos
factores externos como: ambiente contaminado, malos habitos (alcohol o tabaco),
sedentarismo, indice de masa corporal, edad, que confluyen la problemética actual; a
la vez que existen otros factores de causa enddcrina, genética, psicolégica, testicular

que alteran la fertilidad en el varon.

La prueba de HBA busca que los gametos masculinos maduros que hayan
externalizado sus receptores y de mejor morfologia se unan de manera segura al
acido que se encuentra en la matriz extracelular que rodea al 6vulo de forma artificial,
ayudando a mejorar la posibilidad de fertilizacion, en parejas cuya causa de

infertilidad es de factor masculino. (1), (2), (3).

Se trabajé con pacientes de la Clinica de Medicina Reproductiva y Ginecologia
“BioGEPA”, la cual constituye un centro de prestigio internacional y cuenta con la
acreditacion de la Red Latinoamericana de Medicina Reproductiva, que tiene como
funciéon controlar, educar y promover la capacitacibn permanente en técnicas de
reproduccion asistida en diferentes centros de medicina reproductiva en

Latinoamérica, EEUU y Europa.
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OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

Objetivo General:

e Determinar el porcentaje de espermatozoides unidos al hialuronano
en pacientes teratozoospérmicos de la Clinica “BioGEPA” Cuenca Ecuador y
su influencia en la fertilidad, durante el periodo comprendido de Mayo a
Noviembre del 2012.

Obijetivos Especificos:

e Relacionar el porcentaje de espermatozoides unidos al hialuronano con la
edad.
e Relacionar el porcentaje de espermatozoides unidos al hialuronano con el

indice de masa corporal.

HIPOTESIS:

“El analisis de fijacion de Espermatozoides al hialuronano (HBA) esta relacionado con

la edad e indice de masa corporal en pacientes teratozoospérmicos”.

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 14
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO.

1.1 APARATO REPRODUCTOR MASCULINO

El aparato reproductor masculino es la asociacion de érganos, glandulas y estructuras
anexas que permiten la madurez, produccion, almacenamiento y expulsion de

espermatozoides al exterior, cumpliendo con el rol fundamental de la fecundacion. (4).

1.1.1 COMPONENTES Y FUNCIONES

Testiculos: Son productores de hormonas (testosterona principalmente) y células
sexuales, que se encuentran constituidos por los tibulos seminiferos que contienen a

las células de sertoli, dando lugar a las células masculinas para su formacion.

Epididimo: Favorece la maduracion y almacenaje de espermatozoides.

Conducto Deferente: Da lugar al transporte rapido de espermatozoides.

Conducto Eyaculador: Provoca la conduccién de espermatozoides.

Pene: Organo de la copulacion que se estimula frente al deseo sexual o placentario.
Uretra: Favorece la salida de semen durante la eyaculacion.

Vesiculas Seminales: Secrecion de liquido seminal que contiene fructosa, donde los

espermatozoides metabolizan la misma para obtener energia necesaria que les

permita desplazarse a través del aparato reproductor femenino.

Préstata: Secreta liquido prostatico que contiene cantidades importantes de fosfatasa
acida, 4&cido citrico, zinc, enzimas proteoliticas que determinan la coagulacién vy

licuefaccion posterior a la eyaculaciéon del semen.

Glandulas Bulbo Uretrales: Formacion de moco lubricante que permite la

neutralizacion acida de las secreciones prostaticas y vaginales. (4).

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 15
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Figura 1: Estructura del Aparato Reproductor Masculino.

Fuente: www.nebraskamed.com/health-library/234299/factor-de-la-infertilidad-masculina.

1.2 ESPERMATOGENESIS

El proceso mediante el cual se obtiene gametos masculinos maduros, a partir de una
célula germinal primordial se conoce como espermatogénesis.

A partir del instante previo a la pubertad, la espermatogénesis ocurre en los tlibulos
seminiferos testiculares, donde se encuentran las células de sertoli situadas entre las
espermatogonias y espermatocitos primarios, que cumplen con las siguientes

funciones:

e Dan sostén y nutricion a las células en diferenciacion.

e Forman la barrera hematoencefélica, impidiendo la entrada de células
sanguineas.

e Regulan el desarrollo y la funcion temprana de las células de leydig,
favoreciendo la secrecién de testosterona. (5), (6).
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Figura 2: Proceso de espermatogénesis.

Fuente:hnncbiol.blogspot.com/2008/01/espermatogenesis.html.

1.2.1 DIVISION CELULAR ESPERMATICA

Poco antes de la pubertad los cordones sexuales testiculares se ahuecan y se
convierten en tubulos seminiferos, donde las células germinales primordiales de las
cuales forman parte, dan origen a las células madre de los espermatogonios; a partir
de esta poblacién surgen células que dan lugar a los espermtagonios tipo A que
contienen 46 cromosomas compuesto por 22 pares de autosomas y un par sexual

(XyY), provocando el comienzo de la espermatogénesis.

Las células tipo A formadas de nucleo con cromatina laxa y nucléolo pré6ximo a su
membrana nuclear llevan a cabo un nimero limitado de divisiones mitéticas para
formar un clon de células, produciendo espermatogonios tipo Bcon nlcleo de
cromatina densa y nucléolo en posicion central, las cuales se dividen y constituyen los

espermatocitos primarios diploides (2n - 2c), con 46 cromosomas.
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Durante la interfase los espermatocitos primarios (2n - 2c) se transforman en (2n, 4c);
pues al enfrentar una primera division meiética dardn lugar a los espermatocitos
secundarios (1n-2c), transformandose en células haploides (23 cromosomas). Al
enfrentar una segunda division meiética los espermatocitos secundarios se convertiran

en esperméatides (1n-1c), cada espermétida con un niumero haploide de cromosomas.

(®), (6).
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Figura 3: Proceso de Divisidn Celular Espermatica.

Fuente: hnnchiol.blogspot.com/2008/01/espermatogenesis.html.
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1.2.2 REGULACIN HORMONAL

El efecto de la regulacion hormonal tiene su accion central a través del hipotalamo,
mediante la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH) que estimula la hipdfisis,
particularmente la adenohipdfisis, para desencadenar la activacion o inhibicién de

hormonas durante la espermatogénesis; éstas son:

Hormona Luteinizante (LH): Es una hormona glicoproteica que estimula las células de
que se encuentran fuera de los tubulos seminiferos, induciendo la produccion de

testosterona.

Prolactina (PRL): Es una hormona peptidica que aumenta el nimero de receptores

para (LH) y actua en forma sinérgica para estimular la produccioén de andrégenos.

Testosterona: Es una hormona esteroide que se produce en los testiculos, la cual se
distribuye en los tejidos del cuerpo convirtiéndose en dihidrotestosterona, donde se

une a las células de Sertoli para promover la espermatogénesis.

Inhibina: Son producidas por las células de sertoli,que actian como reguladores
negativos de la secrecion de hormona foliculo estimulante (FSH) en la adenohipéfisis y
la GnRH por el hipotalamo. Las células de sertoli tienen receptores para(FSH), cuando

reciben este estimulo convierten parte de la testosterona en estrégenos.(7),(8).
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Figura 4: Regulaciéon hormonal de la funcidn reproductora masculina en la

Espermatogénesis (Ross-803).

Fuente: es.scribd.com/doc/52465625/4-ESPERMATOGENESIS.
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1.2.3 ESPERMIOGENESIS

Posteriormente las espermétides iran madurando hasta formar los espermatozoides

integros, que interactuaran en los diversos procesos previos a la fecundacion.

En el proceso de transformacion se establecen los siguientes hechos:

Reduccién del tamafio nuclear, donde ocurre la condensacion de su material

genético debido a la sustitucion de histonas por protaminas.

e Formacion de la vesicula acrosémica a partir del aparato de Golgi.

e Crecimiento flagelar a partir de la regién centriolar, donde las mitocondrias que
contienen ATP (AdenosinTrifosfato) se acomodan en la parte proximal del
mismo, para brindarle energia, permitiendo el movimiento del gameto.

e Reduccién de su citoplasma, donde se separa y forma el cuerpo residual.

El tiempo total de la espermatogénesis y espermiogénesis dura aproximadamente 64
dias. (7),(8).
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Figura 5: Proceso de Espermiogénesis.

Fuente:commons.wikimedia.org/wiki/File:Espermiog%C3%A9nesis.jpg.

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 21


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Espermiog%C3%A9nesis.jpg

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Flagelo o cola Cabeza

1
Zana ecuatarial Ndcleo y teca perinuclear

osa de la implantacion

“Cnoplasma
e

Acrosoma

“Espacio subacrosoma

Pieza Pieza Principal
Terminal

Capa Fibrosa
Densa Exlema

bt v Glucosa

kcrotibulo Paniferco
8. Estructurs axcoema ) ~ Glucosa ~ Glucosa
€. Meroribudo Cantral Hexokinasa Hexckinasa } Hexokinasa }
O-Mergatia O | Glucosa-6P Glucosa-6P
1. Brazo Externa Dinena Glucosa-6P
2 Brazo Intemo Dineina
3 Compleio ce Ensamble N———
4 Compleso ce Radio Fosforilacion
5 Cabeza de Radio Oxidativa

& Talo de Radio
7. Proyeccion Cantrad
8 Puerse Central
9 Unidn intarper

ATP NADPH ATP  NADPH NADPH

Figura 6: Morfologia del espermatozoide y metabolismo energético que realiza esta

célula a partir de glucosa en la pieza principal y en la pieza media.

Fuente:www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-06902006000400008.

Segun los criterios estrictos de Kruger, un espermatozoide se considera normal

cuando presenta:

Cabeza: De forma oval sin presencia de vacuolas, cuya longitud ocupa
aproximadamente 4 a 5 micras con un diametro transversal de aproximadamente 2,5 a

3,5 micras.
Acrosoma: Que ocupa un 40 a 70 % de su superficie.

Flagelo: Unico con insercion hacia la cabeza de forma axial, midiendo 45 micras

aproximadamente.
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Figura 7: Estructura de los Espermatozoides Normales.

Fuente: Analisis de Orinay de los Liquidos Corporales 5ta Edicion.

Strasinger — Di Lorenzo. Pagina 208.

1.3 SEMEN

1.3.1 COMPOSICION

El semen es un liquido semipegajoso formado por espermatozoides (5%) provenientes
del epididimo, liquido seminal (60-70 %) proveniente de las vesiculas seminales,
liquido prostatico (20-30 %) proveniente de la préstata y glandulas bulbo uretrales
(5%) que se localizan debajo de la prostata.

El liquido seminal, viscoso contiene una gran cantidad de fructosa, donde los
espermatozoides metabolizan la misma para obtener energia necesaria que lespermita
desplazarse a través del aparato reproductor femenino; la falta o carencia de fructosa

hace que los espermatozoides no contengan una movilidad adecuada.
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El liquido prostatico que es &cido contiene grandes cantidades de fosfatasa acida,
acido citrico, zinc, enzimas proteoliticas que determinan la coagulacion y licuefaccion

posterior a la eyaculacion del semen.

Las glandulas bulbos uretrales se encuentran bajo la forma de moco espeso y alcalino
cuya funcién es la neutralizacion de la acidez de las secreciones prostaticas y de la
vagina, porque de lo contrario los espermatozoides disminuiran su movilidad. (9), (10).

Segun el "WHO laboratory manual for the examination and processing of human

semen Fifth edition. OMS Afio 2010" determina las siguientes caracteristicas:

1.3.2 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Volumen: Refiere la cantidad total de muestra seminal eyaculada, la cual refleja la
funcién de las vesiculas seminales, asi como la permeabilidad de los conductos

eyaculadores.
Un volumen puede encontrarse disminuido en los siguientes casos:

e Obstruccion parcial o total de las vias seminales (menor a 1,5 mL).

e Sindrome de ausencia funcional de los conductos eyaculadores
(menor a 1mL).

e Sindrome de Klinefelter.

¢ Hipogonadismohipogonadotrépico.

e Aspermia en pacientes con eyaculacion retrograda. (11), (12), (13), (14).

Color_y Olor: El olor del semen es caracteristico a cloro, debido a hipoclorito. El color
es gris opalescente, blancuzco o ligeramente amarillento debido a un compuesto

llamado flavinas o por los dias de abstinencia.
Las variaciones en cuanto a color ocurre en las siguientes situaciones:

e Apariencia Opaca: La concentracion de esperma es muy bajo.
e Color Pardo Rojizo: Paso importante de glébulos rojos.

e Color Amarillo Fuerte: Ictericia, consumo de vitaminas, drogas o infeccion.
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pH: El pH de semen refleja el balance entre los valores de pH de las diferentes
secreciones de la glandula accesoria, principalmente la secrecidén vesicular seminal

alcalina y la secrecién prostética acida.

El pH seminal puede verse alterado frente a las siguientes circunstancias:

e Infeccion seminal (pH >8).

o Déficit funcional de las vesiculas seminales (<7,2). (11), (12), (15).

Viscosidad: Se caracteriza por una pegajosidad homogénea, pudiendo ser reconocida
por las propiedades elasticas de la muestra, que se adhiere fuertemente para si
mismo.

Cuando la viscosidad se encuentra aumentada puede reflejar un claro signo de
infeccion. (11), (14).

Licuefaccién: El liguido seminal tiene aspecto de un coagulo semisélido debido a la
presencia de sustancias como el fosfato de espermina y algunas similares al
fibrindbgeno, en lo posterior se ird descoagulando hasta formar una mezcla liquida

homogénea.

1.3.3 CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Concentracién: Es el proceso relacionado con la formaciébn y madurez que
experimentan los espermatozoides; conteniendo  millones de gametos en el

eyaculado.
La cantidad de espermatozoides puede verse disminuida frente a:
e Elevacién de gonadotrofinas (FSH y LH) y disminucion de testosterona y

dihidrotestosterona en plasma, lo cual no se observa con cifras mayores.(< 10
000 000 esp /mL).

Dafio severo del epitelio germinal (azoospermia secretora).

Aplasia germinal o sindrome de células de Sertoli.

Detencion de la maduracion espermatica.
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e Obstruccion total de las vias seminales (azoospermia obstructiva). (11), (12),
(13),(16).

Movilidad: En condiciones normales va a permitir a los espermatozoides auto

propulsarse hasta la trompa una vez que han sido eyaculados en la vagina.

La movilidad espermatica puede verse disminuida (menor del 5 %), en el Sindrome de
cilias inméviles, trastorno de causa genética- irreversible, donde los pacientes son
estériles; el diagndstico de certeza se realiza por medio de la microscopia electrénica.
7).

Vitalidad: Permite distinguir espermatozoides vivos de muertos, donde sus membranas
pueden estar intactas o no, asi como su DNA y acrosoma que lleva el

espermatozoide, podrian encontrarse afectados.

Morfologia: Nos va a indicar si los espermatozoides maduraron de forma adecuada

durante el proceso de espermiogénesis.

La morfologia espermatica disminuida (menor al 4 %), puede observarse en un gran
numero de trastornos como el varicocele, la sepsis seminal, el estrés, la exposicién a

agentes externos nocivos, etc. (11), (14).

Aglutinacidn: La aglutinacién se refiere a los espermatozoides moéviles aferrandose el
uno al otro, cabeza-cabeza, cola-cola, o en forma mixta. La motilidad es a menudo
vigorosa con una sacudida frenética, pero a veces los espermatozoides estan tan
aglutinados que su motilidad esta limitada.

La aglutinacibn aumentada es una alteracion que puede deberse a trastornos

inmunolégicos o infecciones. (13), (14).

Agregacion: La adherencia de espermatozoides uno a uno de hebras moviles,
conduce a la formacion de agregados que impide la movilidad normal de los gametos,
ocasionando conflictos durante la fecundacion.

La agregacion aumentada es una alteracion que puede deberse a trastornos

inmunoldgicos o infecciones. (13), (14).
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Células redondas: El semen eyaculado invariablemente contiene otras células ademas

de los espermatozoides, entre ellas se incluyen células epiteliales de la uretra, células

espermatogénicas inmaduras de distintos tipos, hematies o leucocitos.

La presencia de células redondas puede deberse a:

e Irritacion del epitelio germinal (Presencia de células espermatogénicas
inmaduras).

e Infeccion de las vesiculas seminales (Mayor a1000000 de leucocitos/mL). (11),
(13).

1.3.4 EVALUACION

Cuando todos los parametros evaluados dentro del espermiograma son normales, es
decir se encuentran dentro de los limites referenciales el hombre es
normozoospérmico, de lo contrario sufriria alteraciones que afectarian su fertilidad.
(Ver Tablas 1.1y 1.2).
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VALORES REFERENCIALES DE NORMOZOOSPERMIA

Tabla 1.1: Parametros de Noormozoospermia con intervalos de confianza del 95 %.

Fuente: “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen
Fifth edition. OMS Afio 2010. Pagina 224”.
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VALORES REFERENCIALES DE LAS ALTERACIONES ESPERMATICAS

Tabla 1.2: Alteraciones Espermaéticas.

Fuente: “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen
Fifth edition.OMS Afio 2010. Pagina 226”.
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1.4 SUCESOS PREVIOS A LA FECUNDACION

1.4.1 EXPULSION DE LOS ESPERMATOZOIDES EN EL SACO VAGINAL

Durante el acto sexual, millones de espermatozoides son expulsados en el fondo del
saco vaginal, incrementandose su pH inmediatamente de 4.3 a 7.2 para acercarlos
hacia el cérvix, donde aproximadamente unos 200 llegan hasta el sitio de fecundacion
para entrar en contacto con el 6évulo atravesando la corona radiada y la zona pellcida.
(18).

AN

Figura 8: Espermatozoides viajan a través del saco vaginal.
Fuente: www.proyecto-bebe.es/seminograma_espermiograma.htm.

1.4.2 CAPACITACION ESPERMATICA

Es el proceso mediante el cual el espermatozoide enfrenta una serie de

transformaciones en su membrana, presentandose los siguientes eventos:

Eliminacién de glicoproteinas y proteinas seminales que se encuentran en la

superficie del acrosoma: Con el fin de formar complejos de sefializacion de fusion de

membranas (reaccién acrosomal).

Remocion del colesterol: El fluido oviductal es rico en albuminas y HDL
(Colesterol bueno), capaces de retirar el colesterol de la membrana espermatica,
haciendo mas fluida al producir la ruptura de la union de las caveolinas con las

proteinas de fusion.
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Cambios en el potencial de membrana con abertura de canales de Calcio

y activacion de AMPc:Proporcionan al gameto una movilidad muy activada, la salida

de colesterol induce la activacion de los canales de Ca*"dependientes de voltaje y de
los canales de HCO;-.El ingreso de éste ultimo al citosol, activa la adenililciclasa
dependiente de HCOs;- (ACs) que aumenta las concentraciones de AMP ciclico,
activando, a su vez, la proteina quinasa Al (PKA1), provocando la fosforilacion de la

tirosina en proteinas flagelares.(19),(20).

La capacitacion tiene lugar en el Gtero y las trompas de Falopio, cuyo proceso dura
alrededor de 7 horas. (19),(20).
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Figura 9: Modelo de Capacitacion Espermatica.

Fuente: Kopf, G.S. 1998. Acrosome reaction. In E. Knobil and J. D. Neill
(eds.).Encydopedia of Reproduction, vol. 1.AcademicPress, San Diego, pp. 17-27.
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1.4.3 CUMULUS OOPHORUS

Es aquella porcién del 6vulo, constituida por células de la granulosa y una matriz

extracelular, compuesta por &cido hialurénico principalmente, cuyas funciones son:

e Provocar la reaccibn acrosémica de espermatozoides previamente
capacitados impulsados por su hiperactivacion.

e Dar entrada al espermatozoide en la zona pelucida.(21).
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Figura 10: Estructura del CumulusOophorus.

Fuente: encycl.opentopia.com/enimages/2179/2178091/Mature_Graffian_follicle.jpg.

1.4.4 ZONA PELUCIDA

La zona pelucida (ZP) es una lamina glicoproteica de varias micras de espesor, cuyo
componente celular secretado por el ovocito en desarrollo, se llama membrana
vitelina. Estd compuesta por proteinas (70%), hexosa (20%), acido sialico (3%) vy
sulfato (3%).

Existen tres glicoproteinas en la matriz de la zona pellcida, fuertemente glicosiladas:

ZP1 (200 KDa): Entrecruza los filamentos como una malla tridimensional, la cual no

determina la selectividad espermética.
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ZP2 (120KDa): Contiene filamentos que le permite actuar como posible ligando

disparador de la reaccion acrosémica.

ZP3 (83KDa): Tiene filamentos, en el que actlia como un receptor del espermatozoide,
funciona como molécula de adhesion y secretagogapara la exocitosisacrosomal,
determinando un proceso de seleccion esperméticaque confiere la especie -

especificidad. (22).
Dentro de las funciones que cumple la zona pellcida se encuentran las siguientes:

1. Induccién de la reaccién acrosémica.
2. Favorece el bloqueo de espermatozoides (poliespermia).

3. Permite la interaccion entre el espermatozoide y el ovocito.(22).

Mecanismo De Adherencia: El fenémeno de adherencia del espermatozoide a la zona

peldcida ovular interviene por la galactosiltransferasa en la superficie de su cabeza,
produciendo la unién de los oligosacaridos de la ZP3 a una proteina tirosin quinasa,
reconociendo a su vez con su proteina de superficie sp56 (proteinsperm 56 Da)

situada en el acrosoma intacto, los oligosacaridos presentes endicha proteina.

Figura 11: Penetracion de la Zona Pellcida por espermatozoides capacitados.

Fuente: Lennart Nilsson. The Miracle of Life, 1990.
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1.4.5 ACROSOMA

Los espermatozoides contienen en el extremo apical de su cabeza un pequefio
depdsito que se conoce como acrosoma, el cual tiene forma piramidal, compuesto por
una membrana interna y otra externa que rodean la parte anterior del nicleo, el
mismo que es originado por unién entre las vesiculas del aparato de Golgi, donde se

encuentran enzimas hidroliticas importantes como:

Hialuronidasa: Es una enzimahidrolitica, que se encuentra en la zona anterior de la
cabeza de los espermatozoides, cuya funcién principal es degradar la corona radiada
durante el proceso de fecundacién, favoreciendo la separacién progresiva de las
Células del cumulo que rodean al ovocito por efecto colaborativo de varios

espermatozoides, mediante la hidrdlisis del &cido hialurdnico.

Acrosina: Es una enzima hidrolitica que rompe la zona pelicida del ovocito, la cual
actua sobre residuos hidrocarbonados, que permiten la entrada del espermatozoide

ayudado por el movimiento de su flagelo.

Otras enzimas que existen en el acrosoma espermatico son: proteinasa acida,
arilaminidasa, arilasulfatasa, colagenasa, esterasa, fosfolipasa C, neurominidasa, beta
galactosidasa, beta glucuronidasa y proacrosina, las cuales influyen en la ruptura de
las capas del ovocito para su penetracion.(23).
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Figura 12: Estructura del Acrosoma.

Fuente: www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_17.htm.
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Reaccion Acrosdmica: La Reaccion Acrosdmica ocurre en varios sitios de la superficie

del espermatozoide, dado que en un ambiente adecuado como el canal endo cervical

los espermatozoides tienen sus acrosomas intactos hasta un margen de 3 dias.

La fusion entre la membrana plasméatica del ovocito y la membrana externa del
acrosoma, produce la liberacion del contenido acrosomal, protegiendo al

espermatozoide por la membrana acrosomal interna.

La existencia de proteinas antes mencionadas, ayudan a la fusion de la membrana
interna del acrosoma, produciendo la liberacion del contenido espermatozoidal al
citosol ovular: mitocondrias, nucleo condensado y centrosoma del cuello, provocando

el desprendimiento del flagelo hacia el exterior.

“La reaccion acrosomal es muy variable de un espermatozoide a otro; por eso se
piensa que, los pocos espermatozoides que llegan a la masa del ovocito indican un

proceso de seleccion”. (23).

Acrosoma intacto Desprendimiento Paso del espermatozoide
Figura 13: Reacci6on Acrosdmica.

Fuente: www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Acrosina&lang=2.

Tomado de: Lennart Nilsson. The Miracle of Life, 1990.

Mecanismo De Accién: Esencialmente la unién entre un componente gelatinoso del

ovocito con la membrana plasmatica del espermatozoide, provoca el incremento de pH
intracelular causado por un reflujo de hidrogeniones e influjo de sodio que es calcio

independiente y la despolarizacion es calcio dependiente.

Un alto nivel del calcio intracelular induce la fusién de la membrana acrosomal externa

con la membrana plasmatica circundante y la liberacion del contenido acrosomal.(24).
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Se ha encontrado a la proteina G formando parte de la membrana plasmatica y
membrana acrosomal externa del gameto, donde los segundos mensajeros
potenciales serian: adenilciclasa que genera AMPc, fosfolipasa, que induce a
inositoltrifosfato y diaciglicerol, fosfolipasa D generadora de &acido fosfatidico y
fosfolipasa A que genera acido araquidonico.

Algunos espermatozoides pueden sufrir de manera precoz la reaccion acrosémica
cuando estan en contacto con la masa del cumulus, pero la mayoria no lo hacen

hasta entrar en contacto con la zona pelucida. (24).

La penetraciébn de la( ZP) se conseguiria mediante la accion coordinada de las
enzimas acrosomales liberadas en la reaccion acrosdmica y la potente fuerza de
empuje desarrollada por el movimiento del espermatozoide, que agita la cola de lado a
lado y la cabeza de delante hacia atras.(24).

1.4.6 FUSION

El espermatozoide atraviesa el espesor de la (ZP) para alcanzar el espacio peri
vitelino, donde la membrana plasmatica del espermatozoide localizada sobre el
segmento ecuatorial se une a la membrana plasmatica del ovocito, y se inicia en ese

punto la fusion de ambas membranas.

En el proceso de fusién estd implicada una proteina presente en la membrana
plasmatica del espermatozoide, la bindina, que ha quedado liberada tras desprenderse
el acrosoma y que se unir4 a la membrana del ovocito creando un canal por donde

pasara el espermatozoide al interior del ovocito.

Reaccion de Zona y Reaccidon Cortical: Los granulos corticales son pequefias
organelas esféricas originadas en el complejo de Golgi, que se sitian en posicién
periférica bajo la membrana plasmatica del ovocitoque contiene enzimas vy
mucopolisacaridasas, cuya exocitosis provoca la inactivacion por hidrélisis de la ZP3,
favoreciendo la reaccion cortical humana que desencadena la activaciéon del ovocito,

provocando un bloqueo poli espermético. (25),(26).
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Figura 14: Mecanismo de Reaccion Cortical.
Fuente: www.slideshare.net/azanero33/clase-9-fecundacion-e-implantacion.

Al fusionarse, un Unico espermatozoide entero es desenvainado de la cabeza
produciéndose el ingreso del pro nucleo masculino al citoplasma del ovocito donde las
mitocondrias maternas pasaran y las micro vellosidades seran absorbidas.(27).

Posteriormente luego de una sucesiébn de acontecimientos, producirse un nuevo

nucleo diploide, iniciAndose una nueva vida.(28).

La fusién es dependiente de la temperatura, pH, y calcio. La cantidad y calidad de

espermatozoides determinan su fusién al ovo cito.(29).

1.5 ADHESION DEL ESPERMATOZOIDE AL HIALURONANO

1.5.1 FUNDAMENTO

El Hialuronano o Acido Hialurénico (HA), es el componente mas importante de la
matriz extracelular del Cumulus Oophorus que rodea al 6vulo de la mujer. Este
compuesto organico facilita la entrada del espermatozoide hacia la (ZP) a través de su
enzima proteolitica, la hialuronidasa, que proviene de la familia de proteinas
hyaladherin. (30).

1.5.2 COMPOSICION DEL HIALURONANO

El (HA), es un mucopolisacérido &cido conformado por la repeticion de un disacérido
constituido por el acido glucorénico y la N- acetil glucosamina, unidos entre si por

enlaces glucosidicos 8 (1--» 3) y los disacaridos mediante enlaces 3 (1--> 4). (31).

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 37


http://www.slideshare.net/azanero33/clase-9-fecundacion-e-implantacion

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Q=CCH3 Q=CCH3

ucurénico ACIDO
M-acetil-D-Glucosamina HIALURONICO

Figura 15: Estructura del Acido Hialurénico.

Fuente:lisdiane.blogspot.com/2010/11/iii-glucosaminoglicanos-y.html.

1.5.3 PROTEINAS DE EXPRESION ESPERMATOGENICA

Entre las principales se encuentran:

Chaperona HspA2: Son proteinas de choque térmico, cominmente moleculares, que

ayudan a otro tipo de proteinas en su transporte. Conformado por un Gnico exén de
1.920 pb.(32).Se encuentra ubicado en la especie humana locus 14924.1 y se
expresa especialmente en las células espermatogénicas.(33).

Sperm Creatina Cinasa (CK): Los niveles elevados se han demostrado en una serie de

estudios que se han asociado con trastornos de la funcion espermatica y reduccion de
las tasas de embarazo. (33).

Proteina HABP1: Son glicoproteinas acidas de unién al hialuronano, localizado en el

cromosoma humano 17 pl13.3. Se sintetiza como una proteina precursora de 282
aminoacidos, la cual es sometida a modificacion post- traduccional, dando lugar a la
forma madura de 209 aminoacidos por escision proteolitica de 73 aminoécidos en el

extremo N- terminal.

Intervienen en los procesos de espermatogénesis y como receptor para moléculas pro
inflamatorias. Se une a moléculas que contienen el dominio globular C1q, multiples
isoformas de la PKC, hrk mitocondrial, adrenérgicos y receptores GABA-A, el factor de
empalme del ARNm ASF/SF2, y el factor de transcripcion CBF. (33).

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 38


http://lisdiane.blogspot.com/2010/11/iii-glucosaminoglicanos-y.html

UNIVERSIDAD DE CUENCA

1.5.4 IMPORTANCIA

El test de HBA, permite determinar el porcentaje de formas espermaticas maduras e
inmaduras en el semen, pronostica un resultado de infertilidad y se correlaciona con

otros procesos en reproduccion asistida tal como es el FIV.

La unién al (HA) indica la culminacion correcta de los eventos espermiogénicos,
mediados por la proteina chaperona HspA2. (34), (35).Su ausencia determina
deficiencias a nivel de meiosis, reparacion de ADN, unién al hialuronano, asi como

otros pasos de la maduracién espermética.

El esperma que se une al hialuronano es un componente de la unioén en la interaccion
con el évulo y esta asociado a una elevada integridad genémica, mejorando la calidad
paterna al zigoto. Los espermatozoides unidos se diferencian de los espermatozoides
no unidos por sus colas en movimiento, con cabezas que no hacen ningdn

movimiento progresivo.(36).

La unién al hialuronano diferencia la integridad funcional y el potencial fertilizador alto
o bajo, tiene muchas menos roturas de fibra tnica de ADN, y una frecuencia de 4 a 6

veces menor de aneuploidias cromosomicas. (37),(38).

La motilidad del esperma se estimula al unirse al hialuronano.(39),(40),(41). En
consecuencia los espermatozoides que han obtenido una correcta capacitacion, se
cree que llegan a aumentar los sitios de unidon o receptores presentes en la
membrana espermatozoidal, ya que con un acrosoma intacto, el acido hialurénico
prepara el semen fecundante para la induccion de la reaccion del acrosoma mediada
por la masa del cimulos o0 zona peldcida, denotando un esperma maduro, y la
proporcion de un esperma maduro, indica la madurez del esperma en una muestra de

semen.

El esperma incapaz de unirse al hialuronano, comprende muchos aspectos en su
inmadurez: Retiene citoplasma e histonas, muestra morfologia aberrante con mayor

frecuencia y tiene una menor integridad gendmica que el que se une al hialuronano.
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Durante las inclusiones citoplasmaticas, las etapas finales de maduracion de los
espermatozoides, un esperma normal debe deshacerse de exceso de citoplasma. Los
defectos en el desarrollo normal de la esperma pueden resultar en exceso de
citoplasma que se mantuvo cerca de la cabeza del espermatozoide. (42).

En el prondstico de fertilidad, no es necesario que todo el esperma sea capaz de
unirse al hialuronano, pero la porcion de espermatozoides capaces de unirse al
hialuronano debe alcanzar un nivel efectivo para lograr una buena probabilidad de
fertilidad. Es probable que la unién por encima del nivel efectivo no mejore mas la
fertilidad.

La HABP1, presente en la superficie de los espermatozoides con movilidad muy baja,
establece que la infertilidad masculina est4 asociada con el nivel de HABP1 en los
espermatozoides, donde la fosforilacion de HABPlde espermatozoides moéviles

sugiere su implicacién en la sefializacion celular. (30).

Espermatozoide Inmaduro

Hialuronano

|

/ Espermatozoide Maduro

Hialuronano

Matriz del Ovulo

Figura 16: Denotaciones de Madurez e Inmadurez Espermatica frente al test de HBA.

Fuente: innaifest.com/servicios/test-de-madurez-espermatica-hba.

1.6 ANDROLOGIA

La andrologia es una ciencia especializada en diagnosticar las alteraciones que se
establecen a nivel del aparato reproductor masculino asi como confrontar los
problemas relacionados con la sexualidad, a fin de buscar primordialmente una

solucién temprana a los problemas de infertilidad en el varén. (43).
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Es importante saber que el estudio del factor masculino no solo debe limitarse al
andlisis del semen en el hombre, sino también a un estudio complementario de

fertilidad en mujeres, donde las expectativas de embarazo son escasas.

La busqueda de métodos de deteccion y técnicas que favorecen al avance de la
medicina reproductiva, son canalizados por expertos médicos que formen de manera
exclusiva parte de la unidad de reproduccién asistida, donde puedan encontrar la

mejor forma de evaluar el factor masculino.

Cabe recalcar que la experiencia y los conocimientos deben ser actualizados en
cuanto a campos que abarcan desde la embriologia y la genética reproductiva hasta la
endocrinologia o la micro cirugia. Estas ramas deben estar ligados a estudios
analiticos, factores psicégenos o efectos producidos por sustancias gonadotéxicas.
(44),(45).

1.6.1 FUNCIONES COMPLEMENTARIAS DEL ANDROLOGO

Existen otras funciones importantes como:

Defender la fertilidad del varén
Establecer el diagndstico etiolégico del factor masculino
Descartar la coexistencia de otras enfermedades

Tratar especificamente el factor masculino

a > e

Implicar al varén en los tratamientos de reproduccion asistida.

1.6.2 CONSULTA

Todo estudio en el cual el hombre consulta por infertilidad, aunque tenga su semen

normal debe evaluarse minimamente:

Anamnesis: Determina una historia clinica, donde se establezca datos y antecedentes
del paciente, medicamentos que ha estado tomando, habitos alimenticios y de caracter
social, enfermedades comprometidas entre otras que pudieran estar alterando el

contenido espermatico.
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Exploracién general y genital: Examinando de manera oportuna el aparato reproductor

masculino, con el fin de encontrar dafios a nivel testicular (varicocele, criptorquidia,
tumores) o alteraciones de 6rganos cercanos que puedan comprometer a la opresion

de segmentos reproductivos en el varén.

Analisis De Semen Confirmatorio: En la busqueda de alteraciones esperméticas de

grado variable con reversién o irreversibilidad de la funcion reproductiva que modifica
la fertilidad del varon. (44),(45).

Es importante que el andrélogo tenga un buen criterio para explicar al paciente sobre
la causa que estd promoviendo su infertiidad y como puede afectar su estado

psicolégico, coadyuvando con alternativas que mejoren su estilo de vida.

1.7 TERATOZOOSPERMIA

La teratozoospermia es una alteracibn espermética que afecta la integridad
morfoldgica de los espermatozoides en mas de un 95 % de los mismos, haciendo que

no puedan movilizarse hasta el évulo y penetrarlo. (46).

1.7.1 PREVALENCIA

No se conocen datos explicitos sobre los casos de teratozoospermia, pero se sabe

que un 21 % de los casos de infertilidad es debido al factor masculino.

1.7.2 CAUSAS

Algunos factores establecidos por la “Sociedad Americana de Medicina

Reproductiva”,que se relacionan con infertilidad masculina son:

Pre-Testiculares: Problemas enddcrinos, como diabetes mellitus o problemas de

tiroides.

Factores Testiculares: Defectos genéticos en el cromosoma Y, Sindromede Klinefelter,

seminoma, Fallo idiopatico, Criptorquidia. Varicocele, Paperas, Trauma, Hidrocele.

Post-Testiculares:  Obstruccion de conductos deferentes. Defectos en el gen de la

Fibrosis quistica, Prostatitis, eyaculacion retrograda, hipospadias, Impotencia,

Consumo de tabaco, edad, antimicrobianos, Infecciones Genitales.
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Desordenes Hipotalamicos:Sindromede Kallmann. Hiperprolactinemia,

Hipopituitarismo. Hipogonadismo debido a causas varias.

Factores Psicol6gicos: Drogas, alcohol.

1.7.3 DIAGNOSTICO

Se puede estimar un diagndstico presuntivo, mediante el analisis de anamnesis,
exploracion del aparato genital y un examen confirmatorio, donde se pueda llegar a la

causa precisa que esta originando la alteracion.

Espermiograma: Confirma de manera oportuna cualquier dafio que enfrenten los

espermatozoides en el contenido seminal, para lo cual se evalla todos los pardmetros

en cuestion, tanto microscépicos como macroscopicos.

Segun el “WHO laboratory manual for the examination and processing of human

semen Fifth edition “establece:

Para verificar la morfologia espermatica, existen técnicas valederas que tifien las
estructuras espermaticas para diferenciar formas normales de anormales entre las

cuales se encuentran:

e Papanicolau:Es una tincién de caracter poli cromica, que colorea al nucleo y
el citoplasma. Conserva de forma correcta los detalles nucleares, evidenciando
el patron de cromatina; que permite apreciar los grados de diferenciacion
celular y actividad metabdlica. Utiliza tres colorantes:

1. Alcohol que puede ser de 50, 70 u 80 ©°, previo a la inmersién en
hematoxilina, fija las estructuras.
Hematoxilina, que tifie selectivamente los nucleos.

3. Orange G y la Eosina Alcohol 50, que tifie los citoplasmas, para

consecuentemente dar lugar al aclaramiento de las estructuras.
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e Diff Quick: Es una técnica rapida de tincién tipo Romanovsky(diferenciacion
de estructuras celulares), que colorea su nucleo, cabeza y citoplasma , la cual

consta de tres soluciones:

Fijador: Alcohol metanol 96°, fija las estructuras.

2. Solucion 1:Eosina “Y” en una solucion tamponada con fosfato pH (6,6) y 0,1
% (p/v) de azida sédica como conservante, tifie el citoplasma.

3. Solucidn 2: Colorante de tiazina en solucién tamponada con fosfato pH (6,6),

tifie el nucleo y cabeza.

Nota: En ambas técnicas deben evaluarse espermatozoides enteros.

- -
s » ™ = -
- -
- - K
-
~
~ '>‘- >

Figura 17: Morfologia Espermaética.
Fuente: www.reproduccionasistida.org/analisis-de-la-morfologia-de-los-

espermatozoides/morfologia-de-espermatozoides-2/.

Cuando el conteo de espermatozoides con morfologia normal es menor al 4 %, nos
encontramos ante una teratozoospermia que puede ser de grado variable, desde

moderado hasta severo.

VALORES REFERENCIALES DEL GRADO DE TERATOZOOSPERMIA

Tabla 1.3: Grados De Teratozoospermia.

Fuente: “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen
Fifth edition. OMS Afio 2010”.
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1.7.4 PROCEDIMIENTOS ASISTIDOS Y TRATAMIENTO

Existen algunos procedimientos y sustancias que ayudan al hombre a mejorar las
probabilidades de paternidad, aumentando las expectativas de un embarazo deseado,

entre las cuales se encuentran:

Inseminacion Intrauterina (1IU): El (1IU), es una técnica que puede realizarse con el
semen del esposo 0 semen de donante. Antes de realizar la inseminacion se procesa
la muestra mediante la técnica llamada Capacitancia Esperméatica que consiste en
limpiar las impurezas, en mejorar la calidad y movilidad de los espermatozoides para

asi obtener una muestra apta que pueda ser depositada dentro de la cavidad uterina.

Una vez lista la muestra, esta es cargada en un catéter que es de un material especial,

adecuado y descartable para ser introducida en la cavidad uterina.

La paciente luego de la inseminacién descansa 30 minutos en sala de recuperacion y
es dada de alta. Esta practica debe efectuarse en pacientes con teratozoospermia
moderada en cuyas mujeres su edad es menor a los 35 afios y que cuenten con

trompas permeables. (Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).

Figura 18: Inseminacion Intrauterina.

Fuente: geneticasebasrubio.blogspot.com/2010_07_01_archive.html.

Fertilizacion In Vitro (FIV): ElI (FIV), es la union del 6vulo de una mujer y el
espermatozoide de un hombre en un plato de laboratorio.In vitro significa “por fuera del
cuerpo”. Fecundacion significa que el espermatozoide se ha fijado y ha ingresado al

6vulo.
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Existen cinco pasos basicos para el procedimiento:

Estimulacion Folicular: A la mujer se le administran hormonas, cominmente llamados
farmacos para la fertilidad, con el fin de incrementar la produccion de 6vulos. Durante
este paso, la mujer serd sometida a ecografiasregulares para examinar

los ovarios ya examenes de sangre para verificar los niveles hormonales.

Aspiracion Folicular: Se lleva a cabo una cirugia menor, llamada aspiracion folicular,
para retirar los 6vulos del cuerpo de la mujer y es un procedimiento que normalmente

se realiza en forma ambulatoria en un quiréfano estéril.

A la mujer se le administran medicamentos de tal manera que no sienta dolor durante
el procedimiento. Utilizando imagenes de ultrasonido como guia, el médico inserta una
aguja delgada a través de la vaginay dentro del ovario y los sacos (foliculos) que
contienen los 6vulos. La aguja se conecta a un dispositivo de succidn, que extrae los

Ovulos y el liquido fuera del foliculo, uno a la vez.

Inseminacion y fecundacién: El espermatozoide del hombre se coloca junto con los

Ovulos de mejor calidad y se almacenan en una cdmara ambientalmente controlada.
La mezcla de espermatozoide y 6vulo se denomina inseminacion. El espermatozoide

generalmente entra en un 6vulo unas cuantas horas después de la inseminacion.

Cultivo del embrién: Cuando el 6vulo fertilizado se divide, se convierte en un embrion y

el personal de laboratorio lo vigilara regularmente para asegurarse de que esté
creciendo de manera apropiada. En aproximadamente cinco dias, el embrién tiene
varias células que se estan dividiendo activamente. Las parejas que tienen un riesgo
alto de transmitir un trastorno genético (hereditario) a un hijo pueden considerar la
posibilidad de hacerse un diagndstico genético preimplantatorio.El procedimiento se

hace aproximadamente de 3 a 4 dias después de la fecundacion.

Transferencia del embrién: Los embriones son colocados dentro del Gtero de la mujer

de 3 a 5 dias después del retiro y fecundacion del 6vulo. El procedimiento se hace en
el quiréfano estéril mientras la mujer estéa despierta. EI médico inserta un tubo delgado
(catéter) que contiene los embriones dentro de la vagina, a través del cuello
uterino hasta el interior del Gtero. Si un embribn se pega o se implanta en el

revestimiento del Utero y crece alli, se produce el respectivo embarazo.
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Se puede colocar mas de un embrion dentro de la vagina al mismo tiempo, lo cual
puede llevar a gemelos o trillizos con una tasa baja porcentual. Esta practica debe
efectuarse en pacientes con teratozoospermia moderada en la que la mujer es mayor
a 35 afos. (Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).

Figura 19: Procedimiento para la Fertilizacion In Vitro (FIV).

Fuente:www.bebes.net/2009/05/22/fecundacion-in-vitro-paso-a-paso/.

Micro Inyeccidn Intracitoplasmética Espermatica (ICSI): El (ICSI), es una técnica
de fertilizaciébn de un 6vulo por un espermatozoide directamente en la inyeccion
seleccionada en el citoplasma. Con el desarrollo de micro manipulacién, este proceso
se ha convertido en una parte importante de técnicas de reproduccion asistida para el

tratamiento de los casos de infertilidad por factor masculino.

Con esta técnica el 6vulo puede ser fecundado, no sélo con semen fresco con
alteraciones leves o moderadas sino también con el esperma siguiendo un
procedimiento congelado y descongelado, esperma de concentracion anormal, la
movilidad o la morfologia, o incluso los espermatozoides que han sido recuperados de
cirugia. Esta practica debe efectuarse en pacientes con teratozoospermia severa.
(Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).
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ICSI

Mature Egg with First Polar Body

Holding Pipette

Human Hair

Sperm in Glass Needle

Figura 20: Microinyeccidnintracitoplasmatica De Espermatozoides (ICSI).
Fuente: www.goivf.com/about_us/breakthroughs-icsi.php4.

Seleccion del Espermatozoide por Unién al Acido Hialuronico (PICSI): El
(PICSI), es una técnica que permite preseleccionar el espermatozoide a utilizar en
un ICSl.Se realiza el mismo dia que se efectia el procedimiento de ICSI, con
una muestra de semenen las mismas condiciones para dicho proceso antes
mencionado. Los espermatozoides obtenidos seran colocados en una placa
especialmente para realizar PICSI. La placa contiene pequefias gotas de material

sintético con similares caracteristicas a la zona pelucida.

Aguellos gametos maduros que no tienen fragmentacion en su ADN seran capaces de
adherirse a la zona pelucida artificial. Los espermatozoides que queden adheridos la
placa de PICSI, sufriran un proceso selectivo, y seran utilizados para inyectar en el

citoplasma del 6vulo. (Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).
Este procedimiento es apto para pacientes que:

e Repiten un tratamiento de ICSI con baja calidad de embriones en tratamientos
previos.

e Presentan antecedentes de abortos.

e Hayan realizado un estudio de fragmentacion de ADN espermaético.

e Tienen teratozoospermia severa.
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Figura 21: Seleccién de espermatozoides por PICSI.

Fuente:innaifest.com/servicios/tecnica-picsi.

Medicamentos: Existen aminoacidos y antioxidantes que ayudan a mejorar la calidad

espermatica tales como:

L- Carnitina: Es un aminoacido que se sintetiza en el higado, rifibn y cerebro a partir
de la lisina y metionina, protegiendo el esperma mediante la reduccién de niveles
demasiado elevados de radicales libres. Se recomienda una dosis oral de 3 g/dia de
levocarnitina durante 4 meses. (Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca

Ecuador).

Vitamina C: Es un antioxidante que esta estrechamente relacionado con una calidad
espermatica reducida, que protegeria a los espermatozoides de agentes oxidantes
como la nicotina, la que dafia su material genético (ADN). Se recomienda tomar 1000
mg / dia durante 4 meses. (Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca

Ecuador).

Vitamina E: Es un antioxidante que proviene de la familia de los tocoferoles
quecapturan los radicales libres, evitando las reacciones en cadena que protegen la
calidad espermatica. Se recomienda tomar 600 mg/dia durante 4 meses. (Clinica de

Reproduccioén Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).
1.7.5 PREVENCION Y CONTROL

Ejercicio: Practicar deportes o realizar ejercicio al menos 30 minutos al dia.

Dieta: Consumir frutas por su contenido en fructuosa y aceites esenciales vegetales,
evitar grasas saturadas y carbohidratos altos en calorias; sin descuidar los
requerimientos de otros importantes compuestos y nutrientes que aportan de manera

sana al organismo.
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Habitos: Evitar el consumo de tabaco y alcohol.

El paciente no debe esperar tener alguna molestia o dificultad que le impida ser fértil,
es conveniente que se realice un examen periédico cada 3 meses con el fin de
descartar alteraciones que pueden afectar su contenido espermatico. (Clinica de
Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca Ecuador).

1.8 INDICE DE MASA CORPORAL

Es una medida de superficie corporal que se representa mediante las siglas (IMC), que

relaciona la edad con la talla del paciente. Se expresa mediante la siguiente ecuacion:

IMC = Peso del Paciente (Kg) ,1)

" Talla del Paciente (mZ)\

Tabla 1.4: Clasificacién de la OMS del estado nutricional de acuerdo con el indice de
Masa Corporal(IMC).

Fuente: es.wikipedia.org/wiki/%C3%8Dndice_de _masa_corporal.
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1 UBICACION GEOGRAFICA

El analisis se realiz6 durante los meses de Junio a Noviembre del afio 2012, en la
Clinica de Reproduccion Asistida “BioGEPA” Cuenca —Ecuador, sector Paucarbamba,
edificio  WORK CENTER; demostrando el siguiente plan de actividades:
(VER ANEXO 1).

2.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

e TIPO DE INVESTIGACION:Descriptivo correlacional.

e PLANTEAMIENTO DEL DISENO: No Experimental.

2.3 UNIVERSO Y MUESTRA

La investigacion se realizé en varones cuyas edades comprendidas fueron entre 19 y
55 afios.Los diferentes grupos de investigacion estuvieron conformados por pacientes
de la Clinica BioGEPA que asistieron a consulta de fertilidad representando el grupo
estudio y sujetos de la Universidad de Cuenca que representaron el grupo control,
ambos provenientes de distintas ciudades del Ecuador.

Cada sujeto fue previamente informado del proyecto a realizarse, proporcionandole
datos claros y entendibles que le permitieran participar del estudio haciendo uso de un
consentimiento informado el cual fue establecido y asesorado por la Dra. Andrea

Cabrera A. y el Dr. Eduardo Baculima B.

Posteriormente se procedi6 a la toma de datos personales (talla y peso) y de consulta

para su inmediata recoleccion (frascos estériles). (VER ANEXO 2y 2.1).

A cada muestra se le realizé un espermiograma segun los requerimientos de la OMS
aflo 2010 para clasificarla o descartarla segun el grupo de andlisis, previo a la
aplicacion de la técnica HBA ORIGIO.
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2.3.1 TAMARNO DE LA MUESTRA

El tamafio de muestra se estableci6 de acuerdo al porcentaje de pacientes que

asistieron a la Clinica “BioGEPA”, en busca de un tratamiento de fertilidad.

e Se realiz6 el calculo del tamafio de la muestra mediante la siguiente férmula

estadistica:
n= i 2)
Z2pq
N= Tamafio de la Poblacién (45).
e= Error tolerado (0,05).
Z= Nivel de confianza (1,96).
pg= varianza nominal (0,25).
n= Tamaifio de la Muestra.

Obteniendo un total de 40 muestras.

2.4 CRITERIOS DE INCLUSION.
e Grupo Control: 10 Pacientes con diagnosticode normozoospermia.
e Grupo Estudio: 30 Pacientes con diagnéstico de teratozoospermia en diversos
grados (leve, moderado, severo).
Las mismas que se encontraron divididas en distintas edades:

1. 10 pacientes < 35 afios.
2. 10 pacientes 35- 40 afios.

3. 10 pacientes > 40 afios.
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2.5 CRITERIOS DE EXCLUSION.

10pacientes que resultaron de un diagnéstico con una o varias patologias
espermaéticas diferentes, independientes del tamafio de la muestra.

Se descartdé atodo paciente, que reveld:

Astenozoospermia.
Astenoteratozoospermia.
Oligozoospermia.
Oligoastenozoospermia.
Oligoteratozoospermia.
Oligoastenoteratozoospermia.
Necrozoospermia.

Aspermia.

© ©® N o o b~ 0D P

Azoospermia.

2.6 MATERIALES

© N o gk w0 NP

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

Laboratorio de Reproduccion Asistida “BioGEPA”,

Cofia.

Guantes estériles.

Mascarilla.

Uniforme proporcionado por la clinica.

Recipientes estériles para la recoleccion de muestras.
Balanza Peso Talla Health - O- Meter 500 K.

El método de investigacion ser4 empleando el kit marca comercial ORIGIO:
Consta cada Kit en placas para 10 analisis (Lado Ay B).
Microscopio de Campo Claro OLYMPUS.

Pipeta automatica BOECO de varianza 10 - 100 uL.

Porta y Cubreobjetos.

Eosina en Solucién Salina 0.9% para Vitalidad Espermatica.
Kit Diff Quick para Morfologia Espermatica.

Tiras reactivas HUMAN.

Cémara para concentracion MAKLER.

Jeringuillas.

Programa Estadistico SPSS 16para Windows.
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2.7 TOMA DE MUESTRA

De acuerdo a las recomendaciones de la OMS afio 2010, se indica:

“Para una toma de muestra correcta es importante proporcionar a cada individuo
suficiente informacion en la cual se le entregara un documento de apoyo en caso de

gue alguna instruccion durante la recoleccién no quede claramente entendida”.
Cada paciente debera basarse en las siguientes instrucciones:

1. Cumplir con un periodo de 3 a 4 dias de abstinencia sexual.

2. En caso de tener teléfono celular apagarlo para evitar cualquier tipo de
interferencia.

3. Debe lavar sus manos con agua y jabon, después lavard sus genitales solo
con agua.

4. El frasco recolector debe ser estéril para evitar contaminaciones y ligeramente
abierto para no tener contratiempos durante la expulsiéon, el cual es
proporcionado por la Clinica.

5. Se procedera a recolectar la muestra mediante masturbacion. La recoleccion
de la muestra debe ser completa, vertiendo todo el contenido en el recipiente y
dejar cerrado.

6. Al paciente se le entregaran revistas o peliculas de apoyo para su estimulacion.

7. Alfinal el paciente volvera a lavar sus manos. (VER ANEXO 3).

e Nota Importante:

1. Los periodos mayores de abstinencia suelen aumentar el volumen y disminuir
la movilidad espermatica.

2. Sila muestra es incompleta, se debera hacer una segunda recoleccién con un

periodo igual de 2 a 7 dias de abstinencia sexual.

e NOTA: Las muestras fueron obtenidas en un cuarto privado disefiado por la
Clinica BioGEPA.
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2.7.1 MANEJO DE MUESTRAS

e Higieney proteccién personal: Las muestras de semen pueden ser un riesgo
potencial para la salud, como por ejemplo el Virus de inmune deficiencia
humana (VIH), los virus de la hepatitis o el virus del herpes simple y deberia
por consiguiente ser manipulado como un Bio riesgo.

Por tanto el andlisis debe realizarse con las adecuadas normas de
bioseguridad para evitar cualquier tipo de contaminaciones. (VER ANEXO 4).

e Recepcion y transporte de muestras: Tras la recoleccion de la muestra, el
transporte debe realizarse a temperatura ambiente hasta el laboratorio. Debe
tardar en llegar a la clinica 45 minutos como tiempo maximo, en caso de
haberse efectuado en un sitio apartado de la Clinica, para evitar que los
espermatozoides mueran por contacto externo y no generen resultados
erréneos durante el andlisis. (VER ANEXO 5).

e Procesamiento de las muestras en el laboratorio: Una vez que la muestra
ha sido receptada en el laboratorio, esta debe ser analizada tan pronto como
sea posible, para dar un resultado confiable, el tiempo maximo para el
procesamiento es de una hora aproximadamente. La muestra debe
permanecer en una incubadora a una temperatura no mayor de 33-34°C
(temperatura testicular). (VER ANEXO 5).

2.8 TECNICAS

Se realizé un espermiograma por cada muestra de paciente, recibida la muestra en el
laboratorio y se procedi6 a la determinacién de acuerdo con los métodos propuestos
en el “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen
Fifth edition” OMS 2010.

2.8.1 ANALISIS MICROSCOPICO PREVIO: El anélisis de semen debera comenzar
con una inspeccién simple que consiste en realizar un fresco de la muestra al poco
tiempo de la licuefaccion, preferentemente a los 30 minutos y no méas tiempo del
expuesto, para prevenir la deshidratacion o los cambios en la temperatura que afectan

la calidad del semen.
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> Técnica:;

Homogenizar la muestra seminal y colocar de 7 a 10 uL entre un porta y cubreobjetos.
Observar con lente de 20 o0 40 X. (VER ANEXO 5).

2.8.2

MACROSCOPIA:

Volumen: Determina la cantidad total de muestra seminal posterior al

eyaculado.

Técnica:;

Extraer la muestra del recipiente con una jeringa, proporcionando el volumen
total de la muestra, posteriormente se regresa el contenido a través de las
paredes del recipiente, para evitar la aparicion de burbujas. (VER ANEXO 6).

pH: Determina la acidez o alcalinidad de la muestra.

Técnica:

Homogenizar la muestra de seminal.

Esparcir una gotita de semen uniformemente encima del papel de pH.

Esperar que se forme color en la zona inoculada para volverse uniforme
(< 30 segundos).

Comparar el color con la tira de calibracion leer el pH. (VER ANEXO 7).

Viscosidad: Propiedad de la muestra que tiende a oponerse a su flujo cuando

se le aplica una fuerza.

Técnica:

Con una jeringuilla se extrae la muestra seminal por las paredes del recipiente
y sedeja caer por la gravedad, observando la longitud del filo mucoide que se
forma. (VER ANEXO 8).
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e Licuefacciéon: Determina el tiempo en que la muestra tarda en formar una
mezcla liqguida homogénea, que ocurre entre 15 minutos y de manera total en
el lapso maximo de una hora. Este hecho se diferencia por microscopia, en la
habilidad de los espermatozoides inmovilizados para lograr moverse.

» Técnica:

Homogenizar la muestra seminal y colocar de 7 a 10 uL entre un porta y

cubreobjetos. Observar con lente de 20 o 40 X.

e Color: Observarlas variaciones de color a simple vista:

Color gris u opalescente. La muestra es normal.
Apariencia Opaca. La concentracion de esperma es muy bajo.

Color Pardo Rojizo. Paso importante de glébulos rojos.

P w0 NP

Color Amarillo. Ictericia, consumo de vitaminas o drogas o infeccién, dias de

abstinencia (levemente amarillento). (VER ANEXO 8).

2.8.3MICROSCOPIA

e Consideraciones: Un microscopio de contraste de fase se recomienda para
todas las preparaciones de semen fresco, y la observacién con el objetivo 20,
40, 100x. Esto provee una visién general de la muestra, para dar a conocer:

La agregacién o aglutinacion de esperma.

2. La presencia de células aparte de espermatozoides, por ejemplo células

epiteliales, (leucocitos y las células germinales no desarrolladas plenamente), y

cabezas apartadas de esperma o colas.

Valoracion de motilidad de esperma.

Valoracion de Vitalidad.

Valoracién de la Morfologia.

o ok~ w

La determinacién requerida para la valoracion de la concentracion espermatica

se realiza en cadmara de Makler.

e Nota Importante:

1. Si el ndmero de espermatozoides por el campo visual varian

considerablemente, la muestra no es homogénea. En tal caso, la muestra

de semen deberia mezclarse nuevamente.
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2. La falta de homogeneidad también puede resultar de consistencia anormal,
licuefaccion anormal, agregacion de espermatozoides o aglutinacion de
esperma.

e Agregacion espermética: Determina la existencia de agregados espermaticos
en diversos estados.

» Técnica:

Homogenizar la muestra seminal y colocar de 7 a 10 uL entre un portay
cubreobjetos. Observar con lente de 20 o 40 x, donde se visualizan las

siguientes formas:

a) Espermatozoides con una célula epitelial (a).
b) Debris (b).
c) Solamente espermatozoides (c y d). (VER ANEXO 9).

Figural: Tipos de Agregacion Espermaética.

Fuente: “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen

Fifth edition. OMS Afio 2010. Pagina 19”.

e Aglutinacion espermatica: Determina la aglutinacion de los espermatozoides
en diferentes grados.

» Técnica:
Homogenizar la muestra seminal y colocar de 7 a 10 uL entre un porta y
cubreobjetos. Observar con lente de 20 o 40 x. (VER ANEXO 9).
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e Grados de aglutinacion espermatica: Segun Rose et al.,, 1976existen
diferentes grados de aglutinacion:

1. Gradol: Leve, aglutinacion< a 10%, muchos espermatozoides estan libres.
(Cabeza — Cabeza).

2. Grado 2: Moderado, aglutinacion entre 10-50%, hay espermatozoides libres.
(Cola — Cola).

3. Grado3: Grande, aglutinacion > a 50% espermatozoides, algunos
espermatozoides todavia libres. (Punta de Cola — Punta de Cola).

4. Grado4: Abundante, todos los espermatozoides se aglutinan y el aglutinado
esta interconectado (Cabezas y colas enredadas), existiendo un altimo grado
mixto formado por la accién de los otros grados descritos anteriormente.

e Nota Importante:

1. La aglutinacién aguda puede afectar la valoracion de motilidad de esperma y
concentracion.
2. La presencia de aglutinacion no es prueba suficiente para deducir la causa

inmunoldgica de esterilidad, excepto la presencia de anti esperma anticuerpos.
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A. Cabeza a cabeza

B. Colaacola

C. Punta de cola con
punta de cola

D. Mixto

E. Cabezas y colas
enredadas

Figura 2: Grados de aglutinacién espermatica.
Fuente: “WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen
Fifth edition. OMS Afio 2010. Pagina 20”.

e Células Redondas: Se observa tipos de células, las cuales intervienen en el
contenido seminal de forma invasiva 0 no invasiva, como son células
germinales, leucocitos o gldbulos rojos.

> Técnica:

Homogenizar la muestra seminal y colocar de 7 a 10 uL entre un porta y
cubreobjetos. Observar con lente de 20 o0 40 x. (VER ANEXO 9).
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e Concentracion espermatica:

1. Por mililitro: Determina la cantidad de espermatozoides por mL de muestra

seminal.
» Técnica:

Homogenizar la muestra seminal.

2. Tomar de 7 a 10 uL de semen y colocarlos en una camara de MAKLER
(Imm?de area, 10y de profundidad, 100 cuadrados), cerrar y observar en
un microscopio de campo claro con lente de 20 o 40 X.

3. Contar 10 cuadrados de los 100 y ese valor se multiplica por 10° que
constan en la cuadricula. Podemos valernos de un contador hematoldgico.
(VER ANEXO 10).

2. Concentracion Total: Determina el total de espermatozoides en la muestra, el

mismo que se calcula bajo la siguiente formula:

= Miil * VolumenTotal de la Muestra. (3)

CT

e Motilidad de esperma: La motilidad de esperma dentro de semen deberia ser
evaluada tan pronto como sea posible después de la licuefacciéon de la
muestra, preferentemente a los 30 minutos, para limitar los efectos perniciosos

de deshidratacién, pH o cambios en la temperatura.

» Técnica:

Homogenizar la muestra seminal.

2. Colocar de 7 a 10 uL entre un porta y cubreobjetos, dejando en reposo 60
segundos. Observar con lente de 20 o 40 x.

3. Evaluar aproximadamente 200 espermatozoides y obtener el porcentaje para
las  diferentes categorias. Se recomienda realizar este pardmetro por
duplicado.

4. Comparar los valores duplicados para revisar si son aceptables. Si es asi,
proceda con los calculos. Si no, prepare nuevas muestras. Podemos valernos
de un contador hematoldgico. (VER ANEXO 11).
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e Categorias Del Movimiento De Esperma:

Grado 0: Inmoviles.
Grado 1: Movimiento lento pero sin desplazamiento.

Grado 2: Movimientos de vaivén o progresivos lentos y movimientos circulares.

P WO N PE

Grado 3: movimiento progresivo, rapido y rectilineo.

e Nota Importante:

El procedimiento puede ser realizado a temperatura ambiente.
2. El uso de una reticula del lente con cuadricula, se recomienda para limite del
area mirado; esto deja la misma area del tobogan, para ser evaluado en ambas

etapas.

e Vitalidad De esperma: Evallala integridad de la membrana de las celdas, es
especialmente importante para muestras con menos del 40% espermatozoides
progresivamente moviles. El porcentaje de celdas viables normalmente excede

la de celdas moviles.

» Fundamento: La eosina es un compuesto acido cuya propiedad esta basada
en su polaridad negativa, lo que le permite enlazarse con constituyentes
celulares de carga positiva. Por ello colorea componentes vy
organulos citoplasmaticos, colageno y fibras musculares, pero no los ndcleos.
Aquellos componentes que se tifien con eosina son conocidos como acidofilos

o eosindfilos, color naranja

» Coloracién con eosina solamente:

e Preparacion de Reactivos:
1. Disolver 0,9 g de NaCl en 100 ml de agua destilada.

2. Colocar 0,5 g de Eosina “Y” en la mezcla anterior y homogenizar.
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Técnica:

1. Homogenizar la muestra seminal.
Tomar 7 a 10 uL de semen sobre un portaobjetos.

3. Agregar una pequefia gota del colorante de eosina, y mezclar con la punta
de una pipeta, se desliza y se coloca un cubreobjetos.
Esperar 30 segundos y observar con lente de 20 0 40 x por campo.
Contar 200 células distribuidas en el preparado.
Determinar el porcentaje de espermatozoides vivos o muertos, a partir de
200 células contadas.

7. Los espermatozoides vivos en el momento de la coloracion no se tifien. Los
muertos se observaran de color rosado o rojo. Podemos valernos de un
contador hematolégico. ( VER ANEXO 12).

Nota Importante:

Realizar el frotis en un lugar seco, la humedad deteriora las pruebas.
El colorante debe mantenerse durante su uso a 30°C en una estufa para evitar
el shock térmico y resultados falsos.

Morfologia espermatica: Determina los espermatozoides con morfologia

normal o anormal.

Fundamentos:

Metanol 96°, fija las estructuras espermaticas.

Colorante de Eosina, tifie el citoplasma.

Colorante de Tiazina, tifie de color azul-violeta oscuro los nulcleos de las

células. (espermatozoides).

TincionconDiff Quick:

Reactivos:

Fijador: Alcohol Metanol 96°.

Solucién 1:1 g/L de Eosina Y en una soluciéon tamponada con fosfato
(pH: 6,6) y 0,1 % (p/v) de azida sédica como conservante.

Solucién 2:1,25 g/L de colorante de tiazina (0,625 g /L de AZURE Ay 0,625

g/L de azul de metileno) en solucion tamponada con fosfato (pH: 6,6).
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> Técnica:

1. Homogenizar la muestra seminal.

2. Realizar un extendido de la muestra sobre un portaobjetos, y esperamos que
se seque.

Colocar la placa en el fijador durante 15 segundos y esperar que se seque.
Teniir el portaobjetos en la solucion 1 durante 10 segundos y solucion 2 durante
5 segundos, drenando el exceso de solucién verticalmente sobre papel
absorbente entre cada paso.

5. Sumergir el portaobjetos en agua corriente 10 a 15 veces para eliminar el
exceso de tintura.

6. Dejar secar el portaobjetos completamente en forma vertical.

7. Observar en un microscopio de campo claro con lente de 100 x, colocar una
gota de aceite de inmersién, y proceder a contar.

8. Realizar el conteo de 200 espermatozoides, determinando el porcentaje de
todas las formas normales y anormales, los espermatozoides toman una
coloracion purpura. Podemos valernos de un contador hematolégico.
(VER ANEXO 13).

» Anormalidades en la Morfologia Espermatica:

e Anormalidades en la Cabeza:

1. Tamafio: Pequefia o muy grande.
2. Formay cantidad: Puntiaguda, alfiler, dos cabezas, deforme.

e Anormalidades de colay cuello: Doble cola, cuello deforme.

e Espermatozoide Normal: Unico de cabeza, cuello y cola en tamafio y forma

caracteristico.
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Sperm Morphology

Normal Giant Micro- Double Double Long Rough Abnormal

sperm Head Body Head Head M_‘ddlc
Piece

Figura 3: Morfologia Alterada y Normal de los Espermatozoides.

Fuente: www.andrologiaonline.com.ar/guia-pacientes.htm.
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2.9ADHESION DEL ESPERMATOZOIDE AL HIALURONANO
(HBA CUALITATIVO ORIGIO).

PROCEDENCIA: EEUU, New Jersey.

» FUNDAMENTO: Consiste en una placa fijada con hialuronano artificial, donde
los espermatozoides mas capacitados y maduros se unirdn de manera segura
al componente, obteniendo un porcentaje de esperma unido al hialuronano,
ocurriendo la seleccion de espermatozoides para poder fertilizar al 6vulo.

(Fertilizacion natural).

2.9.1 TECNICA:

1. Homogenizar la muestra seminal y realizar la prueba a temperatura ambiente
(25°C).

2. Mezclar y pipetear 7-10 uL de muestra cerca del centro de la camara.

3. Colocar el cubre placa cuadriculada CELL UV, con la parte impresa hacia
arriba sobre la camara, evitando la formacién de burbujas de aire. Esto se

puede lograr bajando lentamente el cubre placa a un angulo.

4. Permitir que la placa repose a temperatura ambiente (25 °C) al menos durante
10 minutos con el fin de que el esperma entre en contacto con la capa de
hialuronano inmovilizado, pero no mas de 20 minutos, o caso contrario el

esperma de motilidad débil perdera motilidad.

4.1 El movimiento progresivo del esperma mdévil unido se detendra, pero el
movimiento activo de las colas se mantendra. El esperma muerto y sin
motilidad no mostrara ningin movimiento de colas. El esperma mévil que no

se una permanecera nadando libremente.

4.2 Contar la clase predominante (unido o no unido) de esperma movil unido
hasta haber contado al menos 100 espermatozoides o 100 casillas de la
cuadricula, contar la otra clase de esperma movil no unido en el mismo
namero de casillas de la cuadricula. (Los espermatozoides sin motilidad no se

cuentan).Podemos valernos de un contador hematoldgico.
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5. Calcular el porcentaje de espermatozoides motiles adheridos al hialuronano de
la siguiente manera: (VER ANEXO 14).

% Unidos =

100+Espermatozoidesmovilesunidos

(4)

Espermatozoidesmovilesunidos+Espermatozoidesmoévilesnounidos

Reporte: Porcentaje (%).

2.9.2 PRECISION: La precision del ensayo depende del nGmero de
espermatozoides contados. Cuanto mas se cuente, menos sera la
varianza (5%). Es preferible contar al menos 100 espermatozoides
moviles en total; los resultados son aceptables si se cuentan 30

espermatozoides méviles en total.

Nota: Cuando no se observe ninguna union, repita el andlisis de la muestra

en un portaobjetos diferente para confirmar el resultado.

2.9.3 UTILIDAD:
1. Andlisis estandar del semen en el diagnostico de la sospecha de
infertilidad masculina.
2. Andlisis para la determinacion del curso correcto de tratamiento con
FIV y PICSI de la infertilidad.

2.9.4 PRECAUCION: No utilice portaobjetos HBA para seleccionar esperma
para
ICSI o FIV. Los portaobjetos no son estériles, contienen endotoxinas y
pueden ser embriotoxicos. La adquisicion de este kit no permite la

seleccién de esperma en portaobjetos HBA.

2.9.5 CONTROL DE CALIDAD: Se puede utilizar semen maduro fresco para
demostrar la reaccion de union entre esperma e hialuronano; sin
embargo, no hay controles de semen fresco disponibles
comercialmente. Es aconsejable que los usuarios establezcan sus
propias fuentes de semen de control fresco y desarrollen un historial

asociado de puntuaciones HBA normales y andmalas. La reaccion de
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uniobn entre esperma e hialuronano no resulta alterada por la
congelacion y descongelacion del esperma. De manera similar, el
esperma procesado mediante distribucion contra corriente o

preparacion en gradiente se une normalmente al hialuronano.

2.9.6 INTERPRETACION DE RESULTADOS: El porcentaje de esperma
unido al hialuronano va desde practicamente cero hasta el 100%.Sobre
la base de correlaciones con la morfologia normal del esperma, se
estima que el nivel de HBA que diferencia entre las expectativas

superiores e inferiores de infertilidad siendo aproximadamente del

80%,apreciandose en la siguiente tabla:

Tabla 2.1: Interpretacion de Resultados para Técnica HBA.

Fuente: “Manual de Apoyo Set de Reactivos HBA ORIGIO”.

Figura 4: Placa HBA Cualitativo para Espermatozoides.

Fuente: www.origio.com/products/midatlantic%20devices/hba.aspx.
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CAPITULO 1Il

3. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION.

Para el respectivo analisis del proyecto se vio conveniente la aplicacion de tablas
graficas, como alternativa de facil entendimiento y posterior discusion, proporcionando

los datos y resultados por cada paciente.

3.1 DATOS, RESULTADOS Y ANALISIS:Se trabajo con un total de 50 muestras
seminales, donde se establecio:

e GRUPO CONTROL:10 muestras de sujetos normozoospérmicos de acuerdo a
los criterios de la OMS afio 2010, las cuales sirvieron de grupo control frente al
andlisis de comparacion del grupo de estudio, donde se aprecian los siguientes
datos y resultados:

Cadigo Edad Peso Altura IMC
(Afos) (Kg) (Metros) (Kg/m2)
1C 42 90.1 1.71 30.81
2C 35 73.9 1.66 26.81
3C 22 69 1.74 22.79
4C 24 75.1 1.72 25.38
5C 25 64.4 1.57 26.12
6C 25 80.3 1,74 26.52
7C 36 82 1.65 30.11
8C 25 66.81 1.72 22.58
9C 23 71.43 1.74 23.59
10C 22 68.76 1.78 21.70

Tabla 3.1: Datos obtenidos de edad e indice de masa corporal

(Grupo Control: Sujetos normozoospérmicos).

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 69



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Volumen pH Color Viscosidad Licuefaccion
Cadigo (mL) (UpH) (Min)
1C 25 8 Normal Normal 55
2C 1.6 7.8 Normal Normal 55
3C 2.8 7.8 Normal Normal 60
4C 24 7.8 Normal Normal 30
5C 2 7.4 Normal Normal 60
6C 15 7.8 Normal Normal 60
7C 2.7 7.4 Normal Normal 60
8C 1.9 8 Normal Normal 50
9C 25 7.4 Normal Normal 50
10C 2 7.8 Normal Normal 60

Tabla 3.2: Datos obtenidos en el analisis de macroscopia espermatica

(Grupo Control: Sujetos normozoospérmicos).

Concentracion Movilidad Células Aglutinacion | Agregacion | Vitalidad Morfologia
Redondas
(mill /mL - total) (%) (mill/mL) (%) (%) (%) Normal
Cadigo (%)

ic 16000000 - 40000000 35 100000 0 5 60 5
2C 40000000- 64000000 34 100000 0 5 62 6
3C 110000000-308000000 51 100000 0 0 74 9
4C 47000000 -112800000 59 100000 0 0 70 5
5C 50000000- 100000000 72 100000 0 0 81 6
6C 42000000- 63000000 39 100000 0 0 62 6
7C 26000000-70200000 62 300000 0 0 80 6
8C 160000000-144000000 32 600000 0 0 74 6
9C 47000000-117500000 48 100000 0 0 69 6
10C 32000000-64000000 44 100000 0 0 63 5

Tabla 3.3: Datos obtenidos en el analisis de microscopia espermatica
(Grupo Control: Sujetos normozoospérmicos).
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Cadigo Diagnodstico Criterio Espermatozoid | Espermatozoi Porcentaje de Resultado
es Moviles des Moviles Espermatozoides
Unidos no Unidos Unidos al
(numero) (numero) Hialuronano (HBA)
(%)

1C Normozoospermia Inclusién 122 23 84 Fértil
2C Normozoospermia Inclusién 110 24 82 Fértil
3C Normozoospermia Inclusién 133 19 87 Fértil
4C Normozoospermia Inclusién 132 25 84 Fértil
5C Normozoospermia Inclusién 125 15 89 Fértil
6C Normozoospermia Inclusién 152 16 90 Fértil
7C Normozoospermia Inclusién 87 14 86 Fértil
8C Normozoospermia Inclusién 100 22 82 Fértil
9C Normozoospermia Inclusién 109 15 88 Fértil
10C Normozoospermia Inclusién 105 11 91 Fértil

Tabla 3.4: Resultados obtenidos en el andlisis de espermatozoides unidos al hialuronano

(Grupo Control: Sujetos normozoospérmicos).

e GRUPO EXCLUSION:10 muestras de pacientes con Alteraciones
Espermaticas Diferentes, las cuales resultaron del analisis previo mediante un
espermiograma, conformando el grupo exclusion, a quienes no se les aplico la
Técnica HBA (Ensayo de Unién al Hialuronano), apreciandose los siguientes

datos y resultados:

Cédigo Edad Peso Altura IMC
(Afos) (Kg) (Metros) (Kg/M2)
1D 22 72.8 1.78 22.97
2D 22 96.2 1.85 28.1
3D 43 89.9 1.81 27.44
4D 38 77.4 1.69 27.09
5D 39 69.8 1.67 25.02
6D 26 75.3 1.65 27.65
7D 34 115.7 1.81 35.31
8D 45 65.2 1.76 21.04
9D 34 94.1 1.83 28.09
10D 31 67.6 1.68 23.95

Tabla 3.5: Datos obtenidos de edad e indice de masa corporal (GrupoExclusion).
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Volumen pH Color Viscosidad Licuefaccion
Cadigo (mL) (UpH) (Min)
1D 15 7.8 Normal Aumentada >60
2D 18 7.8 Normal Aumentada >60
3D 2 7.8 Opaco Normal 60
4D 25 7.8 Opaco Normal 55
5D 2 7.4 Normal Aumentada >60
6D 2 7.8 Opaco Normal 60
7D 15 7.8 Opaco Normal 60
8D 2 8 Opaco Normal 50
9D 2 7.4 Normal Aumentada >60
10D 2 7.4 Normal Aumentada >60

Tabla 3.6: Datos obtenidos en el analisis de macroscopia espermatica
(Grupo Exclusién).

Concentracion Movilidad | Células Redondas | Aglutinacién | Agregacién | Vitalidad | Morfologia
(mill /mL - total) (%) (mill/mL) (%) (%) (%) Normal
Cadigo (%)
1D 32000000-48000000 27 100000 0 >10 59 5
2D 41000000-73800000 28 500000 0 >10 58 4
3D 13000000-26000000 26 100000 0 0 58 4
4D 14000000-35000000 28 100000 0 >10 58 4
5D 25000000-50000000 29 100000 0 >10 58 4
6D 12500000-25000000 28 300000 0 0 58 3
7D 14000000-21000000 24 100000 >10 0 59 2
8D 13500000-27000000 27 100000 0 0 58 2
9D 92000000-138000000 28 100000 0 >10 59 4
10D 22000000-44000000 28 100000 0 >10 58 4
Tabla 3.7: Datos obtenidos en el analisis de microscopia espermética
(Grupo Exclusién).
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Cadigo Diagnoéstico Criterio Espermatozoides | Espermatozoides Porcentaje de Resultado
Méviles Unidos Méviles no Unidos | Espermatozoides
(nGmero) (ndmero) Unidos al

Hialuronano (%)
1D Astenozoospermia Exclusion - - - -
2D Astenozoospermia Exclusion - - - -
3D Oligozoospermia Exclusion - - - -
4D Oligoastenozoospermia Exclusion - - - -
5D Astenozoospermia Exclusion - - - -
6D Oligoastenoteratozoospermia Exclusion - - - -
7D Oligoastenoteratozoospermia Exclusion - - - -
8D Oligoastenoteratozoospermia Exclusion - - - -
9D Astenozoospermia Exclusion - - - -
10D Astenozoospermia Exclusion - - - -

Tabla 3.8: Resultados obtenidos sin analisis de espermatozoides unidos al
hialuronano (Grupo Exclusién).

e ANALISIS:Revelaron los siguientes porcentajes:

Diagnostico Numero Porcentaje
(%)
Astenozoospermia 5 50
Oligoastenoteratozoospermia 3 30
Oligoastenozoospermia 1 10
Oligozoospermia 1 10
TOTAL 10 100

CARACTERIZACION PORCENTUAL
(GRUPO EXCLUSION)

10% .
* Astenozoospermia

» Oligoastenoteratozoospermia
® Oligoastenozoospermia

» Oligozoospermia

Tabla Grafica 3A: Porcentaje de pacientes con Alteraciones Espermaticas Diferentes.
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e GRUPO DE ESTUDIO: 30 pacientes teratozoospérmicos, que representaron el
grupo de estudio, provenientes de distintas ciudades del Ecuador, que
asistieron por consulta de fertilidad a la Clinica de Reproduccion Asistida
“BioGEPA” Cuenca Ecuador, divididas en las siguientes edades:

e 10 Pacientes teratozoospérmicos <35 afios: Muestran los siguientes datos y

resultados:

Cadigo Edad Peso Altura IMC
(Anos) (Kg) (Metros) (Kg/m2)
1E1 30 97 1.57 39.35
1E2 30 95 1.53 38.34
1E3 24 84 1.63 31.61
1E4 24 60.45 1.77 19.29
1E5 31 80 1.70 27.68
1E6 31 65 1.70 22.49
1E7 22 67.3 1.60 26.28
1E8 23 80.5 1.66 29.21
1E9 29 78 1.77 24.89
1E10 28 65 1.64 24.16

Tabla 3.9: Datos obtenidos de edad e indice de masa corporal
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos< 35 afios).

Volumen pH Color Viscosidad Licuefaccion
Cadigo (mL) (UpH) (Min)
1E1 2.9 7.8 Normal Normal 60
1E2 35 7.8 Normal Normal 60
1E3 1.8 8 Normal Normal 60
1E4 15 7.8 Normal Normal 40
1E5 1.8 8.1 Normal Normal 55
1E6 2 8 Normal Normal 60
1E7 1.8 7.8 Normal Normal 60
1E8 1.6 7.8 Normal Normal 60
1E9 2 7.4 Normal Normal 60
1E10 25 7.8 Normal Normal 60

Tabla 3.10: Datos obtenidos en el analisis de macroscopia espermatica
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos< 35 afos).

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI. 74



UNIVERSIDAD DE CUENCA

Concentracion Movilidad Células Aglutinacion | Agregaciéon | Vitalidad | Morfologia
Redondas
Cadigo (mill /mL — total) (%) (mill/mL) (%) (%) (%) Normal
(%)
1E1 15000000 - 43500000 32 100000 0 5 59 <1
1E2 25000000- 87500000 34 100000 0 0 58 <1
1E3 46000000- 36800000 57 500000 0 0 79 2
1E4 26000000- 39000000 45 100000 0 0 68 3
1E5 30000000-54000000 45 32000000 0 0 75 3
1E6 60000000-120000000 35 2000000 0 0 82 3
1E7 35000000- 63000000 34 100000 0 0 60 2
1E8 72000000- 115200000 34 100000 0 0 62 3
1E9 34000000-68000000 42 100000 0 5 71 3
1E10 43000000-107500000 38 100000 0 0 63 3
Tabla 3.11: Datos obtenidos en el analisis de microscopia espermatica
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos < 35 afos).
Cadigo Diagnostico Criterio Espermatozoide | Espermatozoide | Porcentaje de Resultado
s Moviles s Moviles no Espermatozoide
Unidos (numero) | Unidos (nimero) s Unidos al
Hialuronano
(%)
1E1 Teratozoospermia Severa Inclusién 32 43 42 Subfértil
1E2 Teratozoospermia Severa Inclusién 18 24 42 Subfértil
1E3 Teratozoospermia Moderada | Inclusién 42 30 58 Subfértil
1E4 Teratozoospermia leve Inclusién 44 20 68 Subfértil
1E5 Teratozoospermia Leve Inclusién 90 8 *92 Fértil
1E6 Teratozoospermia Leve Inclusién 49 4 *92 Fértil
1E7 Teratozoospermia Moderada | Inclusién 38 29 56 Subfértil
1E8 Teratozoospermia Leve Inclusién 70 20 78 Subfértil
1E9 Teratozoospermia Leve Inclusién 76 20 79 Subfértil
1E10 Teratozoospermia Leve Inclusién 56 18 76 Subfértil
Tabla 3.12: Datos obtenidos en el analisis de espermatozoides unidos al
hialuronano (Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos < 35 afios).
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e 10 Pacientes teratozoospérmicos entre 35 — 40 afios: Muestran los

siguientes datos y resultados:

Cédigo Edad Peso Altura IMC
(ARos) (Kg) (Metros) (Kg/m2)
2E1 36 71 1.80 21.91
2E2 37 84 1.75 27.42
2E3 36 89 1.70 30.79
2E4 39 79 1.75 25.79
2E5 40 71 1.82 21.43
2E6 38 74 1.68 26.21
2E7 37 69 1.82 20.83
2E8 37 72 1.61 27.77
2E9 39 68 1.76 21.95
2E10 38 66 1.56 27.12

Tabla 3.13: Datos obtenidos de edad e indice de masa corporal
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos entre 35- 40 afios).

Volumen pH Color Viscosidad Licuefaccion
Cédigo (mL) (UpH) (Min)
2E1 2.2 7.5 Normal Normal 60
2E2 3 7.8 Normal Normal 60
2E3 9 8 Normal Normal 60
2E4 25 7.8 Normal Normal 50
2E5 15 8 Normal Normal 55
2E6 1.8 8 Normal Normal 30
2E7 3 7.8 Normal Normal 45
2E8 2 7.8 Normal Normal 55
2E9 2 7.4 Normal Normal 60
2E10 15 7.8 Normal Normal 60

Tabla 3.14: Datos obtenidos en el analisis de macroscopia espermatica
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos entre 35- 40 afios).
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Concentracion Movilidad Células Aglutinacion | Agregacion Vitalidad | Morfologia
Redondas
Cadigo (mill /mL — total) (%) (mill/mL) (%) (%) (%) Normal
(%)
2E1 92000000- 202400000 42 400000 0 0 62 3
2E2 50000000-150000000 70 200000 0 0 85 3
2E3 21000000-189000000 36 100000 0 0 58 <1
2E4 56000000-140000000 57 400000 0 0 75 3
2E5 20000000-40000000 34 100000 0 0 59 2
2E6 25000000- 45000000 72 100000 0 0 65 2
2E7 28000000-76000000 44 100000 0 5) 61 3
2E8 31000000-62000000 46 100000 0 5 66 3
2E9 29000000-58000000 51 100000 0 0 68 3
2E10 36000000-54000000 39 500000 0 0 65 2

Tabla 3.15: Datos obtenidos en el analisis de microscopia espermatica

(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos entre 35- 40 afios).

Cadigo Diagnéstico Criterio Espermatozoides Espermatozoides Porcentaje de Resultado
Méviles Unidos Méoviles no Unidos | Espermatozoides
(numero) (numero) Unidos al
Hialuronano
(%)

2E1 Teratozoospermia Leve Inclusién 63 21 75 Subfértil
2E2 TeratozoospermialLeve Inclusién 85 15 *85 Fertil
2E3 Teratozoospermia Severa Inclusién 20 60 25 Subfértil
2E4 Teratozoospermia Leve Inclusién 92 16 *85 Fértil
2E5 Teratozoospermia Inclusién 51 49 51 Subfértil

Moderada
2E6 Teratozoospermia Inclusién 56 35 61 Subfértil

Moderada
2E7 Teratozoospermia Leve Inclusién 74 18 *80 Fértil
2E8 Teratozoospermia Leve Inclusién 112 17 *87 Fértil
2E9 Teratozoospermia Leve Inclusién 96 19 *83 Fértil
2E10 Teratozoospermia Inclusién 64 30 68 Subfértil

Moderada

Tabla 3.16: Datos obtenidos en el andlisis de espermatozoides unidos al
hialuronano (Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos entre 35- 40 afios).
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10 Pacientes teratozoospérmicos> 40 afios: Muestran los siguientes datos y

resultados:

Cédigo Edad Peso Altura IMC
(Afos) (Kg) (Metros) (Kg/m2)
3E1 42 72.11 1.73 24.09
3E2 48 73 1.71 24.96
3E3 51 78 1.72 26.36
3E4 42 89 1.74 29.39
3E5 42 95 1.88 26.87
3E6 41 69 1.67 24.74
3E7 44 77 1.65 28.28
3E8 49 81 1.71 27.70
3E9 42 76 1.70 26.29
3E10 45 84 1.76 27.11

Tabla 3.17: Datos obtenidos de edad e indice de masa corporal
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos > 40 afios).

Cdédigo | Volumen pH Color Viscosidad Licuefaccion
(mL) (UpH) (Min)
3E1l 2 7.8 Normal Normal 60
3E2 35 8 Normal Normal 50
3E3 2 7.9 Normal Normal 60
3E4 35 8 Normal Normal 60
3E5 2.5 7.8 Normal Normal 55
3E6 2 8 Normal Normal 60
3E7 2 8 Normal Normal 50
3E8 2 8 Normal Normal 60
3E9 3 7.8 Normal Normal 55
3E10 15 7.8 Normal Normal 60

Tabla 3.18: Datos obtenidos en el analisis de macroscopia espermatica

(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos > 40 afios).
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Concentracion Movilidad | Células Aglutinacion | Agregacion | Vitalidad | Morfologia
Redondas
Cadigo (mill /mL — total) (%) (mill/mL) (%) (%) (%) Normal
(%)
3E1 82000000- 44 100000 0 0 64 3
164000000
3E2 20000000- 69 100000 0 5 81 3
70000000
3E3 31000000- 38 100000 0 0 60 2
62000000
3E4 46000000- 61 100000 0 0 70 3
161000000
3E5 24000000- 33 100000 0 0 59 3
60000000
3E6 35000000- 70 100000 0 5) 63 <1
70000000
3E7 39000000- 42 100000 0 0 62 2
78000000
3E8 34000000- 44 100000 0 0 61 3
68000000
3E9 49000000- 56 200000 0 0 65 2
147000000
3E10 26000000- 42 200000 0 5 65 3
39000000
Tabla 3.19: Datos obtenidos en el analisis de microscopia espermatica
(Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos > 40 afios).
Cédigo Diagnéstico Criterio | Espermatozoides Espermatozoides Porcentaje de Resultado
Méviles Unidos Méviles no Unidos Espermatozoides
(nimero) (ndmero) Unidos al
Hialuronano
(%)
3E1l Teratozoospermia Leve Inclusién 88 19 *82 Fértil
3E2 Teratozoospermia Leve Inclusién 52 17 77 Subfértil
3E3 Teratozoospermia Inclusién 73 17 *81 Fértil
Moderado
3E4 Teratozoospermia Leve Inclusién 85 16 *84 Fértil
3E5 Teratozoospermia Leve Inclusién 64 15 77 Subfértil
3E6 Teratozoospermia Severa | Inclusiéon 14 86 14 Subfértil
3E7 Teratozoospermia Inclusién 30 17 64 Subfértil
Moderado
3E8 Teratozoospermia Leve Inclusién 70 21 77 Subfértil
3E9 Teratozoospermia Inclusién 69 28 71 Subfértil
Moderado
3E10 Teratozoospermia Leve Inclusién 76 48 61 Subfértil
Tabla 3.20: Datos obtenidos en el analisis de espermatozoides unidos al
hialuronano (Grupo Estudio: Pacientes teratozoospérmicos >40 afios).
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Nota: El diagnéstico es referido en los diversos grados: Leve, Moderado y Severo.

e ANALISIS:Para caracterizar los respectivos resultados, se ha considerado
realizar un analisis minucioso relacionando cada una de las variables,
subdividiendo en escalas de subfertilidad < 80 %, < 50 % y < 20 %; para
obtener un criterio mas acertado sobre la influencia real de los datos y el
andlisis estadistico en pacientes teratozoospérmicos, que se presenta a

continuacion:

e RANGO DE PUNTUACIONES HBA: Revelaron los siguientes porcentajes:

Diagndstico Numero Porcentaje Puntuaciones
(%) HBA
Teratozoospermia leve 18 60 Entre 60 — 95 %
Teratozoospermia 8 26,66 Entre 50 — 85 %
Moderada
Teratozoospermia 4 13,34 Entre 10 — 45 %
Severa
TOTAL 30 100

CARACTERIZACION PORCENTUAL
RANGO DE PUNTUACIONES HBA EN PACIENTES
TERATOZOOSPERMICOS

» Teratozoospermia leve
‘ ( HBA: 60 — 95 %)

26,66 % » Teratozoospermia
Moderada (HBA: 50 — 85 %)

= Teratozoospermia Severa
(HBA: 10 — 45 %)

Tabla Grafica 3 B: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos frente al rango de

puntuaciones HBA en los tres grupos de edades.
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e RELACION EDAD- GRADO DE TERATOZOOSPERMIA: Revelaron los
siguientes porcentajes:

GRUPO Leves | Porcentaje | Moderados Porcentaje | Severos | Porcentaje | TOTAL
(%) (%) (%)
(Teratozoospermia)
< 35 afios 6 2
60 20 2 20 10
35 — 40 afios 6 8
60 30 1 10 10
>40 afios 6 & 1
60 30 10 10
TOTAL
18 8 4 30

RELACION PORCENTUAL
EDAD - GRADO DE TERATOZOOSPERMIA

*Leves (%)
» Moderados (%)

® Severos (%)

<35 35-40 >40
afnos anos anos

Tabla Grafica 3C: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos
(Relacion: Edad —Grado de Teratozoospermia).
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e RELACION INDICE DE MASA CORPORAL- GRADO DE
TERATOZOOSPERMIA: Revelaron los siguientes porcentajes:
GRUPO Leves Porcentaje | Moderados | Porcentaje | Severos | Porcentaje | TOTAL
- (%) (%) (%)
(Teratozoospermia)
Normal 9 1
81,82 9,09 1 9,09 11
Sobrepeso 9 6
60 40 0 0 15
Obeso 0 1 3
0 25 75 4
TOTAL
18 8 4 30

RELACION PORCENTUAL
INDICE DE MASA CORPORAL - GRADO DE
TERATOZOOSPERMIA

» Leves (%)
»* Moderados (%)

m Severos(%)

Normal Sobrepeso Obeso

Tabla Grafica 3D: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos

(Relacion: indice de Masa Corporal- Grado de Teratozoospermia).
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e RELACION GRADO DE TERATOZOOSPERMIA- FIJACION CON HBA:
Revelaron los siguientes porcentajes:

GRUPO Fertil Porcentaje Subfeértil Porcentaje
(Teratozoospermia) | (>80 %) (%) (< 80 %) (%)
Leves 9 50 9 50
Moderados 1 12,5 7 87,5
Severos 0 0 0 0
TOTAL 10 16
Subfértil (< 50 %) [Porcentaje Subfértil Porcentaje Total
(%) (<20 %) (%)
0 0 0 0 18
0 0 0 0 8
3 [ 1 25 4
3 1 30

RELACION PORCENTUAL
GRADO DE TERATOZOOSPERMIA - FIJACION CON HBA

= (Fertil > 80 %)

= (Subfertil < 80 %)

® (Subfertil < 50 %)

* (Subfertil < 20 %)

Leves Moderados Severos

Tabla Grafica 3E: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos
(Relacion: Grado de Teratozoospermia — Fijacion con HBA).
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3.2 ESTADISTICA ANALITICA: Para comprobar los resultados se realiz6 un estudio
estadistico mediante el programa estadistico SPSS 16 ("Statistical Product and
Service Solutions") para Windows, mediante la aplicacion de (p) estadistica de
probabilidad o nivel de significancia a= 0.05, determinando:

e RELACION EDAD- FIJACION CON HBA: El anélisis muestra el porcentaje de

pacientes fértiles y subfértiles frente a la edad; demostrando que los valores

de (p) son menores al 0,05.

GRUPO Fértil Porcentaje Subfértil Porcentaje
(Teratozoospermia)| (>80 %) (%) (< 80 %) (%)
< a 35 aflos 2 20 6 60
35 a 40 afios 5 50 4 40
> a 40 afos 3 30 6 60
TOTAL 10 16
Subfértil (< 50 %) [Porcentaje Subfértil Porcentaje p
(%) (<20 %) (%)
2 20 0 0 0,015
0 0 1 10 0,017
0 0 1 10 0,013
2 2 30
*La fertilidad no estarelacionada con la Edad con una p< 0,05.

RELACION PORCENTUAL EDAD - FIJACION CON HBA
(TERATOZOOSPERMIA)

= (Fértil > 80%)

¥ (Subfértil < 80%)
® (Subfértil < 50%)
» ( Subfértil < 20%)

< a 35 afios 35a40

afos

> a 40 afios

Tabla Gréfica 3F: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos

(Relacion: Edad—- Fijacion con HBA).
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e RELACION INDICE DE MASA CORPORAL - FIJACION CON HBA: El
analisis muestra el porcentaje de pacientes fértiles y subfértiles frente al indice
de Masa Corporal; demostrando que el valor de (p) es mayor a 0,05; debido a
que el conjunto de variables con respecto al indice de Masa Corporal son
nominales, se efectu6 el célculo de un solo valor para (p).

GRUPO Fértil Porcentaje| Subfértil |Porcentaje
(Teratozoospermia)| (>80 %) (%) (< 80 %) (%)
Normal 4 36,36 6 54,54
Sobrepeso 6 40 9 60
Obeso 0 0 1 25
TOTAL 10 16
Subfértil (<50 %) |Porcentaje| Subfértil |Porcentaje p
(%) (<20 %) (%)
0 0 1 9
0 0 0 0
3 75 0 0 0,381
3 1 30
*La fertilidad esta relacionada con el IMC con una p> 0,05.

RELACION INDICE DE MASA CORPORAL - FIJACION CON HBA
(TERATOZOOSPERMIA)

= ( Fértil > 80%)

* ( Sub Fértil < 80%)
® ( Subfértil < 50%)
» (Subfértil < 20%)

Normal Sobrepeso Obeso

Tabla Grafica 3G: Porcentaje de pacientes teratozoospérmicos

(Relacioén: indice de masa corporal — Fijacion con HBA).

Este estudio descriptivo correlacional mostré que los resultados son estadisticamente
significativos (p<0,05), al relacionar la edad y estadisticamente no significativos (p >
0,05) al relacionar el indice de Masa Corporal con el test HBA en pacientes

teratozoospérmicos en los grupos de edades variadas.
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3.3 DISCUSION: En la actualidad los diferentes estilos de vida que enfrenta la
humanidad han aumentado sustancialmente los problemas de salud en la ultima
década, debido a los cambios alimenticios, el consumo de cigarrillo, alcohol, entre
otras causas; la infertilidad masculina se ha incrementado sustancialmente en un

40%,disminuyendo de esta manera las tasas de embarazo.

Una de las alteraciones mas importantes sobre la infertilidad en el varén se debe a
Teratozoospermia donde los gametos masculinos sufren mal formaciones en las
cabeza, seccidon media y cola, observandose un desarrollo inadecuado de la cromatina
y por ende de su ADN. Este cambio puede deberse a posibles fallos durante la
espermatogénesis y a un desequilibrio de la regulacibn hormonal, provocando un
descenso principalmente en la concentracion de testosterona y aumento en la

concentracion de FSH Y LH.

Durante el proceso previo a la fecundacion los espermatozoides contienen receptores
especificos de hialuronano que facilitan la unién con el acido hialurénico del ovocito y
su posterior paso a través de la zona peldcida , para luego de una serie de
acontecimientos ser fertilizado, hecho importante que se asemeja con el test de HBA
que contiene una capa de hialuronano artificial para observar el porcentaje de
espermatozoides métiles adheridos, constituyéndose en una de las técnicas de
diagnéstico de la infertilidad masculina que corroborara en el desarrollo de otras
técnicas en reproduccion asistida como el FIV, ICSI y PICSI para la produccion de una

tasa mas alta de embarazos y reduccion en la tasa de abortos. (47).

En el grupo de pacientes estudiados en la presente investigacion, al relacionar los
parametros de edad frente al grado de teratozoospermia se destacaron niveles
porcentuales no relevantes:< 35 afios (Leves: 60%; Moderados: 20 %; Severos: 20
%); 35 — 40 afios (Leves: 60 %; Moderados: 30 %; Severos: 10 %); > 40 afios
(Leves: 60 %; Moderados: 30 %; Severos: 10 %).Donde se observd que existe mayor
porcentaje de teratozoospermia leve en los tres grupos de edades, que esta
representado por un 60%; frente a pacientes con grado moderado y severo que tienen
porcentajes menores, sin existir entre ellos un diferencia significativa, encontrandose
entre 30% y 20% respectivamente. Determinando de esta manera que no se

evidencia una influencia directa de la edad sobre el grado de Teratozoospermia.
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Después se relacioné los parametros de Edad frente al test de Fijacion HBA en
donde se obtuvieron resultados no relevantes:< 35 afios (Fértiles > 80 %: 20 %;
Subfértiles < 80 %:60%; Subfértiles < 50 %: 20 %; Subfértiles< 20 %: 0) (p= 0,015);
35 - 40 afos (Fértiles > 80 %: 50 %; Subfértiles < 80 %: 40%; Subfértiles < 50 %:0 %;
Subfértiles < 20 %: 10%) (p= 0,017); > 40 afios (Fértiles > 80 %: 30 %; Subfértiles <
80 %:60 %; Subfértiles< 50 %:0%; Subfértiles < 20 %:10 %) (p= 0,013). Obteniendo la
existencia de porcentajes mas altos con fertilidad > 80 % en pacientes de 35 — 40
afos frente a pacientes <35 afios y > 40 afios donde los descensos son ligeros en un
20% y 30% respectivamente. A nivel de subfertilidad < 80 % entre las edades de <35 a
35-40 existe un descenso de un 20%, y comparado con los pacientes > 40 afios se
destaca un porcentaje similar. Posteriormente se analizé subfertilidad <50% y <20%
en donde se observé que en los pacientes <35 afios, es nulo la existencia de una
subfertilidad <20%, caso que no ocurre con las edades de 35-40 y > 40 afios que en
ellos si se observo la presencia de pacientes que tuvieron un HBA menor del 20%

(Unién de espermas al Hialuronano).

Esto denota que al confluir los resultados en las escalas referidas por el kit HBA que
recomienda el manejo de Fértiles >80% y Subfértiles< 80%, no se hubiera podido
observar un porcentaje importante de subfertilidad en aquellos pacientes que tienen
una unién al hialuronano<50% y <20%. Por ello en los posteriores analisis se

considerd la utilizacién de los parametros subfertilidad <50% y subfertilidad <20%.

En estudios realizados en 226 espermiogramas que ingresaron a la Unidad de
Medicina Reproductiva GESTAMOS en Taolima, que se ha encontrado que un 52 ,5
% de los casos se manifesté con morfologia normal y un aumento de anomalias en

47,5 % de los casos con respecto a la edad en un 0,0041% por afio (p = 0,05).

La morfologia anémala brinda informacion sobre el estado del epitelio germinal y da
una idea clara sobre la integridad genética del esperma; de este modo, el aumento en
la morfologia anémala de la cabeza del espermatozoide se explica por dichos factores,
ademas de asociarse con la edad y con el aumento de aneuploidias humanas (48) y

mutaciones (49).

En algunas investigaciones que se realizaron,encontraron que con el progreso de la
edad al existir un retroceso en la funcidon testicular, las concentraciones de
testosterona libre y total tienden a disminuir, registrdndose un incremento en la
produccion de Hormonas (LH) y (FSH), provocando un descenso de los receptores de

dihidro testosterona.
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Este fendmeno explica que el aumento de exposicidon a estrégenos durante el periodo
intrauterino o la infancia, disminuye la cantidad de células de Sertoli. (50). Hecho
posible que puede afectar la integridad morfolégica espermética.

Algunos informes han asociado un aumento en la incidencia de ciertas anomalias
morfol6gicas con la edad. Se ha destacado un aumento en el porcentaje de esperma
micro cefalico y espermatozoides con anormalidades de cola con el aumento de edad.
(51).

También se observé que la edad esta positivamente correlacionada con el porcentaje
de microcefalia, macrocefalia, duplicado cabeza y de cola enroscada y se correlacioné

negativamente con el porcentaje de espermatozoides sin cola. (52).

Al confrontar estas investigaciones se destaca que el aumento de alteraciones
morfoldgicas estd relacionado con la edad y favorablemente con la adhesion de
espermatozoide al hialuronano; que sobre las investigaciones realizadas en este
proyecto no refiere resultados de relevancia que relacionen directamente la
morfologia y la unién del espermatozoide al hialuronano con el progreso de la edad,
lo que nos indicaria que cada paciente presenta caracteristicas diferentes de un pais a
otro o que el tamafio de muestra no fue significativo para comprobar resultados mas

contundentes.

Al analizar los porcentajes de IMC frente al grado de teratozoospermia se observo
porcentajes relevantes: Normal (Leves: 81,82 %; Moderados: 9,09%; Severos: 9,09
%); Sobrepeso (Leves: 60 %; Moderados: 40 %; Severos: 0 %); Obeso (Leves: 0 %;
Moderados: 25 %; Severos: 75 %).

En los pacientes con IMC normal presentaron un porcentaje elevado del 81,82 % con
el grado de teratozoopermia leve donde se aprecia un descenso del 72 %

considerablemente hacia moderados y se mantiene estable en severos.

En pacientes con sobrepeso existe un porcentaje alto del 60% que presentaron grado
de teratozoospermia leve, donde disminuye ligeramente un 20 % hacia moderados y

considerablemente con un 40 % hacia obesos.

En pacientes obesos se encuentra comprometida la morfologia espermatica, pues
presento 25% con teratozoospermia moderada frente a un 75% de teratozoospermia
severa. Donde se aprecia una correlacion directa; a mayor peso existen porcentajes

mas elevados en teratozoospermia moderada y severa.
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Al relacionar el indice de masa corporal frente al test de fijacion HBA, se obtuvieron
resultados importantes: Normal(Fértiles > 80 %: 36,36 %; Subfértiles < 80 %: 54,54 %;
Subfértiles < 50 %: 0 %; Subfértiles < 20 %:9 %); Sobrepeso (Fértiles > 80 %:40 %;
Subfértiles < 80 %: 60 %; Subfértiles < 50 %: 0 % Subfértiles < 20 %: 0%); Obesidad
(Fértiles> 80 %: 0 %; Su fértiles< 80 %:25 %; Subfértiles < 50 %: 75 %; Subfértiles <
20 %: 0 %); p= 0,381.

En pacientes con sobrepeso el porcentaje es alto en quienes presentaron subfertilidad
< 80% frente a normales y obesos donde los porcentajes son menores en un 20 % vy
30 % aproximadamente.

En pacientes obesos es notoria la diferencia ya que los porcentajes son predominante
altos en las escalas de subfertilidad <80 %y <50 % enun 25 %y 75 %.

Las alteraciones ocurren con mayor frecuencia en aquellos individuos que presentan
obesidad mérbida (IMC>40). (53), (54). Se ha establecido una correlacion positiva
entre el IMC y la morfologia Espermatica. (55). En un estudio realizado se obtuvieron
los datos de muestras de semen de 520 hombres que fueron agrupados calculados en
base a los valores del IMC (normal, 20-24 kg / m2, sobrepeso, 25-30 kg / m2,
obesidad, kg> 30 / m2). Los datos recogidos incluyen la altura y peso del paciente, el
volumen de semen, la concentracion de espermatozoides, la motilidad espermética por
ciento, la morfologia espermatica por ciento (formas normales), y la integridad de
espermatozoides cromatina, determinando que los hombres que presentan un IMC
mayor de 25 kg / m2 tienen menos cromatina intacta normal moviles espermatozoides
por eyaculado. Por lo tanto, para asegurar el potencial de fertilidad maxima, los
pacientes pueden ser advertidos para reducir el peso corporal. (56).

Ratificando de esta manera una correlacién positiva del test de fijacion HBA, ya que
con el incremento sustancial del indice de Masa Corporal sobre todo en Obesos,
donde las puntuaciones de unién al hialuronano son menores en relacion a las
diferentes escalas de subfertilidad, nos proporciona datos mas confiables y que los

estilos de vida entre uno y otro paciente pueden ser similares.

Ciertas proteinas de expresion como la Chaperona HspA2 y Sperm Creatin Kinasa

muestran proporcionalidad con la uniéon de espermatozoides al acido hialurénico. (47).
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Un aumento de la fragmentacién de la cadena del ADN espermatico también podria
estar relacionado con la entrega inadecuada de las enzimas de reparacion del ADN y
a una detencion en la transicion de proteinas histonas — protaminas como secuencia
de reemplazo, una probable consecuencia de la disminucion de la actividad HspA2
proteina chaperona. (34), (35), (36), (37).Defectos en la cromatina de los
espermatozoides se han relacionado con fallos en la reproduccion natural y asistida,

(38), (39), reflejando dafios en la morfologia del espermatozoide.

Al relacionar el Grado de Teratozoospermia frente al test de Fijacion HBA, se
destaca porcentajes significativos importantes: Leves (Fértiles > 80 %: 50 %;
Subfértiles < 80 %: 50 %; Subfértiles < 50 %: 0 %; Subfértiles < 20 %: 0 %) ;
Moderados (Fértiles > 80 %: 12,50 %, Subfértiles < 80 %: 87,50 %; Subfértiles < 50
%: 0 %; Subfértiles < 20 %: 0 %); Severos (Fértiles > 80 %: 0 %; Subfértiles < 80 %: 0
%; Subfértiles < 50 %: 75 %; Subfértiies < 20 %: 25 %).En Pacientes con
Teratozoospermia leve, existen porcentajes mas altos de espermatozoides unidos en
pacientes Fértiles 50% Yy subfértiies 50%y en pacientes con teratozoospemia
moderada existe un porcentaje inferior de los pacientes con fertilidad>80% en
comparacion con los de grado leve, en donde se explica que el HBA selecciona a los
espermatozoides de mejor morfologia. Ademas en la teratozoospermia moderada
existe un mayor porcentaje de pacientes sub fértiles 87.50%. Para poder demostrar la
afectacién en los pacientes de grado severo se realizo la subdivisiébn de dos escalas
adicionales subfértiles <50 y <20, observandose que estos pacientes la unién al
hialuronano no es mayor al <50 %, determinando una relacion directa de la afeccion

de los grados de teratozoospermia a la unién del hialuronano.

Estudios realizados en tres estados de los EEUU (Connecticut, California y
Pennsylvania), demuestran que la puntuacion HBA esta relacionada de manera
significativa con la morfologia espermética sobre la base de los datos combinados, al
analizarse datos mediante una tabla de contingencia mutua utilizando la morfologia
(clasificada como Subfértil si era < 5% de morfologia normal, o de lo contrario fértil y la
puntuacion HBA (clasificada como Subfértil si era < 80% de union, o de lo contrario
fértil> 80 %).(57), (58), (59), (60).

Lo que determina que la teratozoospermia estd relacionada con la fijacion de
espermatozoides al hialuronano, que al correlacionar los resultados respectivos con
otros estudios verifican que los dafios morfolégicos espermaticos tienen una relacion

directa sobre el test HBA.
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Después de analizar minuciosamente estos hechos se puede determinar que la
morfologia del esperma est4d ampliamente relacionada con la disminucion en las
puntuaciones de HBA e importantemente sobre el Incremento en el indice de Masa
Corporal en pacientes con Teratozoospermia pero no significativamente sobre el

progreso de la edad.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

4.1 CONCLUSIONES:

4.1.1 Delos 30 pacientes analizados se concluye que:

e Al determinar el porcentaje de espermatozoides unidos al hialuronano en
pacientes teratozoospérmicos; 18 pacientes (60 %) con grado de
teratozoospermia leve mostraron puntuaciones de HBA entre 60 % y 95%; 8
pacientes (26,66 %) con grado de Teratozoospermia moderado mostraron
puntuaciones entre 50 % y 85 %; y 4 pacientes (13,34 %) con grado de
teratozoospermia severo mostraron puntuaciones entre 10 % y 45 %
respectivamente. Proporcionando datos importantes sobre el aumento de

casos de infertilidad masculina debido a Teratozoospermia Leve.

Con respecto a:

4.1.2 Edad:

e Se determin6 que no existe ninguna influencia directa entre ambos
parametros(p<0,05), debido a que los resultados proporcionados no reflejaron
descensos 0 aumentos importantes sobre las escalas de subfertilidad que se
menciono con anterioridad, es decirlas puntuaciones de HBA se ha relacionado
mas con alteraciones morfoldégicas espermaticas que con el progreso de la
edad, donde los resultados tienen porcentajes similares entre los tres grupos
de edades para su estudio respectivo, obteniendo de esta manera un criterio
mas acertado sobre el diagnéstico aplicado, pese a la afirmacion de otras
investigaciones que si demostraron una relacion marcada, comprobando que

no se cumple el planteamiento de la hip6tesis nula para dicha variable.
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4.2

4.1.3

indice de masa corporal:

e Se determind que existe una relacion significativa entre ambos parametros

(p>0,05), ya que el Incremento del mismo disminuye la funcion morfoldgica y

con ello las puntuaciones del test de HBA, manifestdndose niveles altos del 25

% y 75 % en pacientes obesos con diagndstico de subfertilidad < al 50 % vy < al

20 % respectivamente, comprobando que si se cumple el planteamiento de la

hipétesis nula para dicha variable.

RECOMENDACIONES:

42.1

4.2.2

4.2.3

Se recomienda seguir investigando el tema actual con un nimero mas alto

de muestras para obtener datos mas confiables y accesibles.

Debido al incremento de las tasas de trastornos metabdlicos u hormonales
en la actualidad, aplicar esta técnica a pacientes con diabetes mellitus,
hipertiroidismo o hipotiroidismo, ya que el incremento o disminucion en los
niveles de insulina como las hormonas tiroideas (T3, T4, TSH), repercuten
sobre la cantidad de testosterona secretada que interviene en el proceso
de espermatogénesis; teniendo un gran impacto sobre la infertilidad

masculina.

Debido a los cambios de estilo de vida, aplicar esta técnica en fumadores
activos como pasivos, comparando la cantidad de alteraciones morfolégicas
producidas en los unos como los otros; debido a que la fragmentacion del
material genético espermatico se produce porque el tabaco provoca un

aumento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la nicotina.
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4.2.4 Debido a su gran importancia, aplicar esta técnica para determinar el curso
correcto para el tratamiento con (FIV) que confluyen multiples
investigaciones, generando un diagnostico mas acertado al desarrollo del
aumento en las tasas de embarazo, a mas de ello las tasas de aborto en
relacion con la teratozoospermia tienen un aporte sustancial sobre el
PICSI que al igual que en el test de HBA se selecciona a los
espermatozoides de buena morfologia por uniéon al hialuronano. La
diferencia entre estas dos técnicas es que el PICSI, se selecciona el
espermatozoide para la Inyeccién (ICSI) en el momento del procedimiento;
aconsejando de esta manera su implementacion hacia las clinicas de
reproduccion asistida para la seleccion correcta de la técnica en

procedimientos biomédicos.
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ANEXOS

(ANEXO 1) Ubicacién geografica.

PERIODOJUNIO A
NOVIEMBRE DEL 2012

MUESTRA SEMINAL

TOMA DE MUESTRA

CONSENTIMIENTO HIGIENE Y PROTECCION INTERPRETACION DE
) 1A Vi PERSONAL S DS

INCLUSION EXCLUSION

NORMOZOOSPERMIA OMITIR

RECOLECCION DE LA MACROSCOPIA

MICROSCOPIA
PREVIA

TRANSPORTE DE LA e
MUESTRA AL
TECNICA

INCUBACION DE LA
MUESTRA NO MAYOR

INTERPRETACION DE
AGREGACION

AGLUTINACION
CELULAS
REDONDAS
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(ANEXO 2) Consentimiento Informado.

CLINICA BicGEPA MEDICINA REFRODUCT WA ¥ GINECOLOGIA éi

CONSEMTIMIENT O INFORMADC FARA PA RTICIFAR EM UM ESTUDMD DE INVESTIGACIKON BIO
MEDICA

“DETERMINACION CUA LITATIVA DE ESPERMATOZOIDES UMIDOS AL HIA LU ROMNANG
EN PACIENTE 8 TERATOZOOSPERMICOSY SURELACIKON CON LA EDADE IMC APLICA DOS EN

L CLINICA DE REFRODUCCION ASISTIDA BIOGEFA CUENCA ECUADOR

OBJET NO:

= Determinar el porcentaje de espermatozoides wnidos: al hElonaee en  pecentes
Eratozoospemmicsos d |3 Gnica BioGEPA Cuenca Ecuadory su mfluenda en 13 inkrtiidad.

« Relzcisnar I3 confidsd de espemastorcides enides 3l hisronams com la 2dad 2 (MC g2
pSCERE.

«  Anslzar |3 faetibildad de I3 € mics pars implementr 3 lbe patEntas taraine oosparminds Somo
un diagnostico mas exthawstive w mejor onientacion para seleccionar 13 téonica de reproducdon
Fsistida.

EXFLICA CICR:

HIA LURGHKIDA 5A: E= wns enzima hidrolitica, gue =2 encuents en |5 zona anterior de Iz cabezs
de los egpermaiegoide ¢ v cu fundsn principal ec degradar 3 corona radizda duranke @l probeco
de fecundacion.

s decr la separadicn progresiva por efecid oolaborative de waros espermaibzoides de las
o&lulac del cimulo gue redean al owsein, mediani 13 hidrolicic del polimere gue lac manfena

unidas, el Sckdo hislurdnicos.

PROCEDIMIENT O

= Ex wn precedimdent gue consise en wn sistemna, con wna placa oon ZF artidcisl, y les
esp emaiozoides que kogran unirse a ella seran selecoonados.
Ests saleccion, sdemss de infrir |3 madurez del espermatozoide, s como lis propiedades
biogumicas del mismo, ha demostado gque ks espermatozoides gue == adhieren 3 s ZF
arifidd presentan una menor fagmentsdon del ADN, a9 como menor fecuenda de

anauploidizs cromesomices v adecwads morblog 3 nuclear.
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BENEFICIOS. Sz ha establecido su utilidad clinica a través una mayor tasa de fecundacion, mejona
en la calidad embrionaria y mayor tasa de implantacion respecto al FIV e ICSI, por ko que su mayor
uthdad ha sido en pacentes con alto porcenaje de fagmencion del ADN, as como en pacientes con
oclos previos fallidos con FIV-ICS!, ymala calidad embrionaria.

RIESGO 5. Ninguno

CARTA DE ACEPTACION.
PACIENTE

Yo, , Con numero de cédula
he leido y comprendido |3 inbrmacon de manera satisfactoria. He sido nformado y entiendo que los
dabs obtenidos en el estudio, pueden ser publicados o difundidos con fines centificos, por o cual
oonvengo en parbcipar en esie estudio de investigacion.

Firma del paciente Fecha
INVESTIGADORES
Hemos explicado al Sr. La raturaleza ylos propdsios de la investigacion: le he

eplicado acerca de los nesgos ybenefioos que implica su participacon. He conestado a las preguntas
en la medida de ko posible y he preguntado si fene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la
normatiwdad correspondiente para realizar investgacion con sefes humanos y me apego aella.

Firma de los investigadores Fecha

Zello de kb Clinica
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(ANEXO 2.1) Datos del paciente y ficha de analisis.
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LABORATORIO DE ANDROLOGIA Bio GEPA

FICHA DE ANALISIS

SEMEN Totak Parcial Hora de licuefaccion:

Volumenmkb ........coovmiveieiienireannns [+ R
Viscosidad:...........c.ccouuunnn Lic parcial................ Lictotak.................
Aglutinacion:.................. Agregacion...............c.... Debels:...cocccioa

Ev shmcan micoscopcn % Morilicad
Concentracion Gedo O .
L e e e e e e
Gale Y e aas
Viebidedt
Gredolt
Ceues Redondesmil/mb
GedoW o ..
Leucodtosmil/mb .
TMS (mil)ee e
I s i i i it
Morfolorger HBA Adhesicn de espermasczode sl
hiurorero}
Normeles: oo e
e % de Espermatoxides Moviles Unidos.
Amorispmedic. % de Espermatomides Moviles noUnidoz .
wdesT. » LT
Ropamereg % de EspermeatoidesToteles Unidos
Indice Terstozcospermis: .
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(ANEXO 3) Toma de muestra de semen y datos del indice de masa corporal.

1. Tomar el Peso y la talla del

paciente para obtener su indice

2. Tras 3 a 4 dias de abstinencia
sexual, lavar las manos con
abundante agua y jabon y los

3. Mediante Masturbacion,
recolectar la muestra seminal en
un frasco estérii previamente

Una vez recolectada
muestra, tapar bien el frasco,

5. Al término de la recolecciéon el
paciente debera volver a lavar sus
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(ANEXO 4) Higiene y proteccion personal.

1. Colocarnos el Uniforme de 2. Lavarse las manos y antebrazos

4. Enjaguamos Yy secamos las 3. Acentuar con el codo sobre el
manos Yy antebrazos. expulsor de Jabon Liquido para

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI.




UNIVERSIDAD DE CUENCA

(ANEXO 5) Recepcién, transporte y procesamiento de las muestras.

1. Transportar la muestra seminal a
temperatura ambiente hacia el laboratorio tan
pronto como sea posible, procurando que el

2. Homogenizar la muestra seminal
y colocar de 7 a 10 uL entre un

MUESTRA IDONEA
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(ANEXO 6) Volumen seminal.

1. Con una jeringuilla, extraer la
muestra seminal a través de las

2. Medir el volumen y devolver el
contenido por las paredes para
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(ANEXO 7) pH seminal.

1. Homogenizar la muestra
seminal y esparcir la tira

3. Comparar resultados con 2. Esperar que se forme el
el test del tubo. color en la zona inoculada
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(ANEXO 8) Viscosidad seminal, color.

1. Durante la licuefaccion 1. Determina las
realizar la extraccion por variaciones de color

2. Dejar caer la muestra
por gravedad y observar la
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(ANEXO 9) Microscopia: Agregacion, aglutinacion, células redondas.

1. Homogenizar la muestra
seminal y colocar de 7 a 10
uL entre un porta

DEBRIS COLA - COLA CELULAS
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(ANEXO 10) Concentracion espermatica.

1. Homogenizar la
muestra  seminal vy
colocar de 7 a 10 uL de

2. Tapar la camara, observar y
realizar el conteo de
espermatozoides con lente de 20 o

10

CONCENTRACION CONCENTRACION
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(ANEXO11) Movilidad espermatica.

1. Homogenizar la muestra
seminal y colocar de 7 a 10 uL

2. Contar por duplicado
200 espermatozoides Yy
definir por categorias en

MOVILIDAD

MOVILIDAD
NO

INMOVIL
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(ANEXO 12) Vitalidad espermatica.

1. Homogenizar la 2. Eosina Solamente 2.2 Con un

muestra seminal y cubreobjetos,
2.1 Colocar una gota

colocar de 7 a 10 uL mezclar y deslizar

3. Esperamos 30 segundos y observamos
con lente de 20 o 40 X, realizando el conteo
de 200 espermatozoides, determinando el
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(ANEXO 13) Morfologia espermatica.

1. Homogenizar la muestra 2. Kit Diff Quick 2.2 Sumergir el portaobjetos
seminal, realizar un sobre la soluciéon 1 durante
extendido de la muestra, || 21 Sumergir el portaobjetos [ 1o sequndos, drenando el
procurando un frotas fino, sin | | " €l Fijador durante 15 [ oy ces verticalmente sobre

3. Sumergir el portaobjetos en agua de 10 a 15 veces para
drenar el exceso de tintura, esperar que se seque en forma
vertical, colocar una gota de aceite de inmersion sobre la
placa y visualizar con lente de 100X.Realizar el conteo de

2.3 Sumergir la Placa sobre la
solucion 2 durante

B g P U TR T
: Mo N

CENTRO: NORMAL
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(ANEXO 14) Adhesion del Espermatozoide al Hialuronano (HBA- Cualitativo).

1. Homogenizar la muestra seminal y
1 (o]

4. Realizar el conteo de espermatozoides
moviles unidos (cabeza wunida sin
moverse y cola en movimiento) y no
unidos  (nadando libremente)  al
hialuronano con lente de 20 0 40 X en las

2. Pipetear 7

3. Tapar correctamente la
camara, evitando formacion de
burbujas, logrando el reposo
de la placa a temperatura

ambiente por 10 minutos
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5. UNIDADES DE MEDIDA:

°C:GradosCelsius.

u: Micras.

mL: Mililitros.

uL: Micro litros o Landas.
Kg: Kilogramos.

%: Porcentaje.
U pH: Unidades de pH.
Mill/mL: Millones Por Mililitro.

© © N o g bk wNPE

10. mm?: Milimetro al cuadrado.

ANDRES CISNEROS & DORIS SAQUISILI.

Kg/m2: Kilogramo por metro al cuadrado.
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e INDICE DE ABREVIATURAS:

HA: Hialuronano o &cido Hialuroénico.

HBA: Ensayo de Union al Hialuronano.

[IU: Inseminacion Intrauterina.

FIV: Fertilizacion Invitro.

ICSI: Micro Inyeccion Intracitoplasmética Espermatica.

ZP: Zona Pelucida.

PICSI: Seleccién del Espermatozoide por union al Acido Hialurénico.
FSH: Hormona Foliculoestimulante.

© © N o g bk DN RE

LH: Hormona Luteinizante.
10. PRL: Prolactina.

11. GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotrofina.
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e GLOSARIO DE TERMINOS:

1. Protaminas: Proteinas de bajo peso molecular (5000Da) que contienen
amino&cidos basicos como arginina y algo de lisina que se localizan en
el nacleo espermatico de muchas especies.

2. Histonas: Proteinas nucleares mas abundantes que componen la
cromatina y que dan lugar al empaquetamiento de ADN. Estan
compuestos por aminoacidos basicos como lisina y arginina.

3. Caveolinas: Proteinas integrales de la membrana plasmatica presentes
en estructuras celulares denominadas caveolas (balsas lipidicas).

4. Sindrome de Klinefelter: Anomalia cromosémica que afecta
solamente a los hombres, provocando hipogonadismo. Ocurre por la
separacion incorrecta de los cromosomas homélogos durante las
meiosis que dan lugar a los gametos de uno de los progenitores, dando
lugar en el 75% de los casos a un cariotipo (47, XXY).

5. Aplasia Germinal: Alteracion en los testiculos, caracterizada por la
ausencia total de células germinales precursoras de los

espermatozoides.

6. Sindrome de Kallmann: Enfermedad hereditaria autosémica
dominante que repercute en la funcionalidad normal del hipotadlamo, el
cual no produce la hormona peptidica GnRH, que estimula la secrecién
de las hormonas hipofisarias (FSHy LH) estimuladoras de las

hormonas (gonadotrofinas).

7. Hidrocele: Acumulacion patolégica de liquido seroso en el interior de

una cavidad en el Cuerpo humano.

8. Hipospadias: Anomalia congénita debida a una fusién incompleta de
los pliegues uretrales, lo que da lugar a que el meato urinario no se

localice al final del glande, sino en algin punto entre éste y el perineo.

9. Fibrosis Quistica: Enfermedad hereditaria que provoca la acumulacion
de moco espeso y pegajoso en los pulmones, el tubo digestivo y otras
areas del cuerpo. Es uno de los tipos de enfermedad pulmonar crénica
mas comuidn en niflos y adultos jovenes, y es un trastorno

potencialmente mortal.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Varicocele: Dilatacion de las venas a lo largo del cordon que sostiene

los testiculos de un hombre.

Criptorqguidia: Es el no descenso de los testiculos hacia la cavidad

escrotal.

Aneuploidias Cromosémicas: Hace referencia al numero

de cromosomas, que pueden dar lugar a enfermedades genéticas.

Bindina: Proteina que desempefia la reaccion acrosémica con la

funcién de adherirse a las moléculas receptoras especificas presentes

en el évulo.
Secretagogo:Sustancia que hace que otra sustancia sea liberada o
secretada.
Debris: Tipo de suciedad microscopica que mantiene a los

espermatozoides agregados.
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