Universidad

de La Laguna Facultad de Medicina

INFLUENCIA DE LA OXIDACION DEL SEMEN EN
EL EXITO DE LA FECUNDACION IN VITRO:

. ES EFICIENTE LA SISTEMATIZACION DE UN TEST DE
OXIDACION SEMINAL PREVIO AL TRATAMIENTO
REPRODUCTIVO PARA PREDECIR POSIBLES
RESULTADOS DELETEREOS?

Trabajo de Fin de Grado

Paula Trujillo Hernandez y Alicia Vargas Flores

Tutoras: Dra. Delia Rosa Baez Quintana y Dra. Raquel Blanes Zamora

Unidad de Reproduccion Humana. HUC

Curso 2019 /2020



INDICE

1. RESUMEN ..ot 2
2. INTRODUCCION ........cooviiirieeeieeeeeeeeeseeee e 3
3. JUSTIFICACION .....coooimiieieeeeeeeeeeeeeeee e, 14
4. HIPOTESIS ... 15
5. OBJETIVOS. ... 16
6. MATERIAL Y METODOS. .....coovveveeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeneean, 17
7. RESULTADOS ..ot 21
8. DISCUSION ......coooimiiieiieeeeeeeeeeeeeee e, 31
9. CONCLUSIONES. ......ooouiuieiieeeeeseeseee s 36
10. AGRADECIMIENTOS. .....ooovviiieeeeeeeeeeeeeeee e 37
11. HABILIDADES Y CONOCIMIENTOS ADQUIRIDOS ............ 38
12. BIBLIOGRAFIA. ..o 39



RESUMEN

Palabras clave: estrés oxidativo, ROS, espermatozoide, infertilidad masculina, FIV.

Introduccién: las especies reactivas de oxigeno (ROS), fisiologicamente presentes en el
espermatozoide, pueden alcanzar niveles patologicos y dar lugar a problemas de fertilidad
masculina. Por ello, cada vez son més las parejas que recurren a técnicas de reproduccion asistida
para cumplir su deseo genésico. Sin embargo, una mala calidad del semen desencadenada por el
aumento de ROS puede condicionar intentos reiterados sin éxito de dichas técnicas.

Objetivos: comprobar si es eficiente realizar el test OxiSperm®, prueba para determinar el nivel
de oxidacion del semen, de forma rutinaria dentro de los protocolos de estudio del factor
masculino en la esterilidad.

Material y métodos: estudio observacional prospectivo sobre muestras seminales de 153
hombres sometidos a un ciclo de FIV/ICSI. Para ello, se establecieron una serie de variables a
estudio, entre ellas el nivel de oxidacion, hallado con OxiSperm®, y los resultados obtenidos se
incluyeron en un Excel para su analisis estadistico descriptivo y correlacional.

Resultados y discusion: se observo una tendencia decreciente de los valores de la tasa de
embriones utiles, el porcentaje de fertilizacion y la tasa de embarazo e implantacién a medida que
aumenta el estrés oxidativo, sin alcanzar la significacion estadistica (p valor > 0,05). Sin embargo,
el tamafio muestral reducido del grupo de alta oxidacion puede haber influido en los resultados.

Conclusiones: actualmente, no se puede afirmar que OxiSperm® deba formar parte de del estudio
del factor masculino en la esterilidad de forma rutinaria.

ABSTRACT

Key words: reactive oxygen species, oxidative stress, male infertility, spermatozoa, IVF.

Introduction: reactive oxygen species (ROS) which are physiologically present in the sperm can
reach pathological levels and lead to male fertility problems. For this reason, more and more
couples are turning to assisted reproduction techniques to reach their desire of pregnancy.
However, poor semen quality triggered by increased ROS can condition unsuccessful repeated
attempts of the reproductive techniques.

Objectives: to check whether it is efficient to routinely perform the OxiSperm® test, a test to
determine the level of semen oxidation, within the study’s protocols concerning the male factor
in sterility.

Methods: prospective observational study on seminal samples of 153 men undergoing an IVF /
ICSI cycle. To do this, a series of variables were tested, including the level of oxidation found
with OxiSperm®, and the results obtained were included in an Excel for descriptive and
correlational statistical analysis.

Results and discussion: a decreasing trend was observed in the values of the useful embryo rate,
the percentage of fertilization and the rate of pregnancy and implantation as oxidative stress
increases, without reaching statistical significance (p value> 0.05). However, the reduced sample
size of the high oxidation group may have influenced the results.

Conclusions: nowadays it cannot be affirmed that OxiSperm® should take part in the study
concerning the male factor in infertility on a routine basis.



INTRODUCCION

La esterilidad, definida como la incapacidad para lograr la gestacion tras practicar
durante un afio relaciones sexuales sin proteccion minimo dos veces por semana, afecta
al 15 % de las parejas en edad reproductiva [1], lo que constituye un problema de salud a
nivel mundial. Los factores que influyen son variados, diferenciandose entre factores

femeninos y masculinos.

Entre los factores femeninos, se incluyen enfermedades o malformaciones del aparato
genital (endometriosis, sindrome del ovario poliquistico, miomas uterinos, etc.),
alteraciones cromosémicas, enfermedades autoinmunes, habitos tdxicos (tabaquismo,
alcoholismo, etc.), asi como un retraso en la edad de concepcidn; de hecho, en 2018, un
30% de las madres tuvieron su primer hijo con mas de 35 afios, siendo la media ese afno
de 30,6 afios [2]. Esta tendencia de retrasar la edad de concepcion disminuye en gran
medida las posibilidades de embarazo, siendo para las mujeres de 40 afios un 50% menos
que para las mujeres mas jovenes, y presentando un riesgo duplicado de abortos

espontaneos.

En cuanto al factor masculino, este incluye malformaciones genitales, enfermedades
autoinmunes, oncoldgicas, cromosdmicas y metabdlicas, asi como hdbitos de vida
toxicos. Se ha observado una mayor prevalencia de infertilidad en pacientes con cancer
de prostata, colorrectal, testicular y melanoma frente a pacientes no oncoldgicos [3]. Asi
mismo, se ha demostrado que el consumo de alcohol y el tabaquismo son los principales
factores de estilo de vida con un impacto negativo en la fertilidad [4], ya que influyen en
la calidad del semen, que constituye un biomarcador crucial para lograr la fecundacion.
Es de gran importancia controlar el factor masculino, pues esta implicado en el 50% de

los casos de infertilidad en las parejas [5].

Estos factores, asi como los cambios socio-econémicos experimentados durante los
ultimos afios, han desencadenado un incremento de la demanda de técnicas de
reproduccion asistida y ha propiciado la busqueda de métodos de fertilidad cada vez mas

optimos y fiables.

Una vez establecido el diagnostico de la esterilidad, se plantea la terapéutica, y una de
las técnicas mas empleadas es la fecundacion in vitro (FIV), que consiste en la union del

6vulo con el espermatozoide en laboratorio (in vitro) con el fin de producir la fusion de



los nucleos de ambas células sexuales y la integracion de la informacion genética de los
mismos, obteniendo asi embriones de buena calidad que sean capaces, tras su
transferencia al utero materno, de dar lugar a un embarazo viable. Dentro de este
procedimiento se puede realizar la denominada microinyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), recomendada principalmente en los casos de infertilidad
masculina (oligozoospermia, problemas de motilidad o morfologia espermatica,
vasectomia, infertilidad de causa inmunitaria, eyaculacion retrégrada, entre otros).

La ICSI consiste en la microinyeccion de un espermatozoide, previamente seleccionado
de una muestra de semen o de biopsia testicular, a través de la zona pelucida y la
membrana del ovocito, utilizando un micromanipulador. Tras la obtencién de los 6vulos
por puncién folicular, el procedimiento se realiza para cada uno de ellos, siendo un
proceso de alta capacitacion por parte de los bidlogos de la reproduccion. Para ello, se
introduce el espermatozoide seleccionado dentro de una mindscula pipeta y se inyecta
directamente dentro del 6vulo. De esta manera, se facilita lo maximo posible la
fecundacion, permitiendo que los embriones se desarrollen durante 3-5 dias en el

laboratorio antes de ser transferidos nuevamente al itero materno [6].

Para poder llevar a cabo estas técnicas de reproduccion asistida, es fundamental realizar
una historia clinica detallada de la pareja, una estimulaciéon hormonal controlada de la
mujer, asi como el andlisis del semen mediante un espermiograma, en el que se realiza
un estudio sistematico de variables como la concentracion, la motilidad y la morfologia
de los espermatozoides [7]. Sin embargo, actualmente, el nivel de oxidacion del semen
no se estudia de forma rutinaria como paso previo al uso del mismo. Las razones estan
relacionadas principalmente con la disponibilidad, la complejidad y la rentabilidad de las
pruebas para determinar el nivel de oxidacién seminal y, lo que es mds importante, la
falta de un protocolo universalmente aceptado. Estas pruebas pueden ser directas, miden
el grado de oxidacion dentro de la membrana de los espermatozoides, o indirectas,
estiman los efectos perjudiciales de la oxidacién, como los niveles de peroxidacion

lipidica o el dafio en el ADN [8].

Para poder realizar la fecundacién, el espermatozoide tiene que atravesar una serie de
etapas hasta conseguir unir su nucleo al del ovocito. Lo primero que ocurre en este
proceso es la aproximacion, que consiste en la activacion secuencial del espermatozoide
para poder iniciar la fecundacion. Para ello, el esperamtozoide, en un proceso

denominado maduracién, aumenta su motilidad y adquiere proteinas que establecen como



célula diana el ovocito. Tras ello, se produce la capacitacion, en la que consigue aiin mas
motilidad y aumenta su capacidad de supervivencia, asi como un incremento a nivel
metabolico del consumo de oxigeno y la glucdlisis. Este proceso es crucial, pues solo los
espermatozoides capacitados van a poder atravesar las células de la corona radiata que

posee el ovocito.

Tras la activacion del espermatozoide comienza el proceso de fecundacion del ovocito,
que se divide en tres fases: penetracion de la corona radiata, penetracion de la zona

pelacida y fusion de las membranas celulares del ovocito y del espermatozoide.

En la primera fase, la penetracion de la corona radiata, los espermatozoides capacitados

se situaran en la proximidad del ovocito, con el objetivo de fecundarlo. Los cilios que
actuaron sobre el espermatozoide también afectaran al ovocito, provocando, junto con el
movimiento de las colas espermaticas, el desprendimiento paulatino de las células de la

corona radiata.

Tras esto tiene lugar la segunda fase, la unién a la zona pelicida (cubierta de

glucoproteinas que envuelve al évulo, sucesiva a la corona radiata), que genera la entrada
de calcio en el espermatozoide, impulsando asi la reaccion acrosémica: el
espermatozoide presenta en su cabeza una gran vesicula denominada acrosoma. Al entrar
el calcio se produce la fusion de la membrana acrosomal con la membrana celular
espermatica, provocando asi la salida al exterior del contenido acrosomal, constituido por
proteinas como la PH30 y enzimas denominadas proteasas y hialuronidasas. Estas
enzimas tendran como funcidn la degradacion de la zona pelucida, permitiendo que la

cabeza del espermatozoide entre en contacto con la membrana plasmatica del ovocito.

Por ultimo, en la tercera fase, se produce la fusién de las membranas celulares del

ovocito y del espermatozoide, permitiendo la entrada del espermatozoide en el interior

del ovocito (salvo su membrana plasmatica, que se quedara en la superficie del ovocito).

Esta entrada genera en el ovocito una serie de reacciones:

e Reaccion de zona y reaccion cortical: para evitar la poliespermia y que solo sea
fecundado por un espermatozoide.
e Reanudacion de la segunda division meiotica, dando lugar a dos células: una sin

casi citoplasma, denominada corpusculo polar, y otra que sera el ovocito



definitivo, que presentard los cromosomas (22 mas el X) en un nucleo vesicular
denominado proniicleo femenino.

e Activacion metabdlica.

Células de la
corona radiada

Corpusculo
polar
en division

Acrosoma La membrana acrosémica
interna se desintegra
Nacleo Ovocito secundario
Membrana - en la segunda
plasmética © division meidtica

a P

Fusion de las membranas
celulares del ovocito

y el espermatozoide

Figura A: se observan las tres fases de penetracion del ovocito: fase 1, los espermatozoides atraviesan la corona
radiata, en la fase 2, uno o mds espermatozoides penetran en la zona peliicida; en la fase 3, un espermatozoide penetra
en la membrana plasmatica del ovocito y pierde su propia membrana plasmdtica. En el angulo inferior izquierdo se
representa un espermatozoide normal con su acrosoma [9].

Por su parte, el espermatozoide se va aproximando al pronucleo femenino, mientras su
nucleo sufre una serie de modificaciones y da lugar al prontcleo masculino. Ademas, la
cola espermatica se desprende y se degrada. Los dos pronucleos, indistinguibles, acaban
uniéndose, perdiendo sus membranas nucleares. Seguidamente se suceden una serie de
procesos que culminan en la formacion de dos células con un numero diploide normal de

cromosomas y ADN y concluyendo asi el proceso de fecundacion [9].

Espacio Proniicleo Figura B. Imagen A: ovocito
pelicida ( 0' " genvneimo masculino inmediatamente  después de la
; N ‘ J

ovulacion, en el que puede verse el
huso en la segunda division meidtica.
Imagen B: un espermatozoide ha
penetrado en el ovocito, que ya ha
finalizado la segunda  division
meidtica. Los cromosomas del ovocito

se disponen en el proniicleo femenino.

( (i trosoma
Huso Pronicleos Corplsculos Cen! o .
Segunda division femeninos polares En la zona pelucida hay adheridas
Guigmibdcencitn diversas cabezas de espermatozoides.

Imagen C: pronucleos femenino y
masculino. Imdgenes D, E: los
cromosomas se disponen en el huso,
se dividen longitudinalmente y se
desplazan  hacia polos opuestos.

Imagen F: fase bicelular [9].



El espermatozoide, para poder llevar a cabo estos procesos y funciones, necesita emplear
una alta cantidad de energia que obtiene a través de dos procesos metabdlicos: la
glucolisis, realizada en la parte principal del flagelo del espermatozoide, y la fosforilacion
oxidativa, que tiene lugar en las mitocondrias localizadas en la region central del flagelo.
Estos procesos producen de forma fisioldgica radicales libres, denominados especies
reactivas de oxigeno, “ROS” (anion superoxido, radicales de hidroxilo, 6xido nitrico y
peroxido de hidrégeno), que participan en el desarrollo normal de las células y en
procesos fundamentales para la fertilizacion del ovocito, como la maduracion del
espermatozoide, la capacitacion espermadtica y la reaccidon acrosémica [8]. Sin embargo,
cuando estas especies reactivas de oxigeno superan los niveles fisiologicos y vencen los
procesos antioxidantes, generan en el espermatozoide efectos nocivos debido al estrés

oxidativo.

En condiciones normales, el espermatozoide, tras superar la fase de maduracion, presenta
en su membrana celular una gran cantidad de acidos grasos poliinsaturados que tienen un
papel fundamental dentro de los procesos de la fecundacion, como la fusion de
membranas entre el espermatozoide y el 6vulo. Esta alta concentracion de acidos grasos
poliinsaturados, hace que el espermatozoide sea muy susceptible a la peroxidacion

lipidica, una de las principales consecuencias de los altos niveles de ROS.

La peroxidacion lipidica es una reaccion quimica autocatalitica y autoproliferativa que
se inicia gracias a dos reacciones quimicas: la reaccion Haber-Weiss, donde los iones
férricos, por accion de los radicales superoxido, se convierten en iones ferrosos; y la
reaccion de Fenton, producida consecutivamente, donde el ion ferroso reacciona con
peroxido de hidrégeno generando iones férricos nuevamente y radicales hidroxilos [10].
Estos tltimos radicales van a interaccionar con los 4&tomos de hidrogeno presentes en los
dobles enlaces que forman parte de la composicion de los acidos grasos poliinsaturados,
dando como resultado la formacién de agua y de un acido graso radical; este a su vez
reacciona rapidamente con el oxigeno molecular, formandose un acido graso peroxil
radical, que seguidamente interaccionara con otro acido graso poliinsaturado generando
un nuevo acido graso radical y un lipido perdxido, volviendo a repetir este acido graso
radical el proceso comentado previamente. Ademds, durante estas reacciones se van
formando compuestos residuales como el propanol, el hexanol o el malondialdehido, que
contribuyen a los efectos nocivos de esta reaccion [8]. Como resultado, el espermatozoide

podra perder hasta un 60% de los lipidos de su membrana, llevando esto a una alteracion



de su fluidez y permeabilidad, lo que se manifiesta como una disminucién notoria de la

motilidad espermadtica, fundamental para la fertilizacion.

Ademas de la peroxidacion lipidica, los niveles altos de ROS dan lugar a otros eventos
como la induccién a la apoptosis a través de la citocromo C obtenida de la destruccion
mitocondrial, la reduccion de la motilidad al inhibir la generaciéon de energia debido a
mutaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt), y la fragmentacion del ADN

espermatico [8].

Los efectos nocivos de ROS sobre el ADN nuclear de los espermatozoides se manifiestan
como un aumento de la fragmentacion, la reticulacion de la cromatina, las mutaciones en
pares de bases y las microdeleciones cromosomicas [8]. La integridad del ADN
espermatico es esencial para la transmision precisa de informacion genética y cualquier

forma de dafio en este puede provocar infertilidad masculina [11].

Entre las posibles anomalias de ADN en el gameto masculino, la fragmentacion del ADN
es la mas frecuente, especialmente en la poblacion infértil. Un esperma que contiene ADN
fragmentado puede estar vivo, movil, morfolégicamente normal y capaz de fertilizar un
ovocito. Existen evidencias de que el ovocito puede reparar el dafio del ADN dependiendo
del tipo de dafio de este, asi como la calidad y la edad de los ovocitos. Sin embargo, en
las técnicas de reproduccion asistida, un niimero importante de pacientes femeninas
presentan avanzada edad o una causa de infertilidad ovarica que puede dificultar la

capacidad natural de la reparacion del ADN [11, 17].

DNA FRAGMENTATION LIPID PEROXIDATION

5+ 0 *— Laydg Cels

Figura C: consecuencias de ROS en el espermatozoide [ 8].
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La importancia de altos niveles de fragmentacion radica en que generan una disminucion
de las probabilidades de concepcidn, tanto de forma natural como con técnicas de
reproduccion asistida, aumentan el riesgo de aborto tras la realizacion de FIV/ICSI [13],
y podrian ser la causa mas frecuente de transmision de anomalias del ADN paterno a la

progenie, especialmente en hombres subfértiles e infértiles [11].

El estrés oxidativo, producto del desequilibrio entre la produccion de ROS y las defensas
antioxidantes naturales del cuerpo, es la principal causa de la fragmentacion del ADN,
pero existen otros factores como el varicocele, la obesidad, la edad avanzada, los
tratamientos oncologicos o los habitos de vida toéxicos que contribuyen en el proceso al

aumentar las ROS. Ademas, dentro de los factores que aumentan las ROS, se diferencian:

Factores pre-eyaculacién:

- Varicocele: venas escrotales anormalmente dilatadas, presentes en el 15% de la
poblacion masculina y aproximadamente el 40% de los hombres infértiles. Pueden
causar disminuciéon de la movilidad, concentracion y morfologia de los
espermatozoides, fragmentacion del ADN espermatico y aumento en la
inactivacion mitocondrial. Este hecho sugiere que, en los casos de hombres con
varicocele, la determinacion de la fragmentacion del ADN podria ser un factor
importante para decidir la opcion de tratamiento [11,18]. Sin embargo, a pesar de
ser un factor masculino identificable ampliamente aceptado en las parejas
infértiles, el beneficio clinico de la cirugia del varicocele para mejorar la fertilidad
sigue siendo incierto. No obstante, cada vez existen mas estudios que respaldan
el beneficio de la varicocelectomia en hombres infértiles que presentan varicocele

y parametros anormales del semen [14].

- Obesidad: se ha correlacionado con infertilidad masculina y alteracion de los
parametros del semen, debido a los desequilibrios hormonales implicados y al

estilo de vida asociado (sedentarismo, mala alimentacion, entre otros) [14].

- Diabetes: existe evidencia actual que sefala que esta enfermedad puede generar
efectos negativos en las funciones y caracteristicas espermaticas. No obstante, los
estudios al respecto son muy heterogéneos, por lo que es necesario realizar mas
estudios prospectivos para esclarecer el efecto de la diabetes sobre la calidad

seminal [15].



Edad: los pacientes con edad avanzada (> 40 afios) presentan una disminucion de
la calidad del semen, ya que, a mayor edad, mayor acumulacién de mutaciones en
el genoma nuclear y mitocondrial [12], asi como un aumento de la fragmentacion

del ADN [16].
Tratamientos oncologicos: Radioterapia y quimioterapia [1].

Habitos téxicos: se ha demostrado que el consumo de alcohol y el tabaquismo
son los principales factores de estilo de vida con un impacto negativo en la
fertilidad. La exposicion al alcohol y al tabaco, y sobre todo, a este ultimo,
produce un aumento la actividad enzimatica antioxidante de los espermatozoides
que triplica la de los pacientes que no fuman ni beben. Asi, enzimas como la
catalasa, la superdxido dismutasa y la glutation reductasa se ven sometidas a una
intensa actividad para contrarrestar niveles de oxidacion muy elevados. Esta
relacion oxidacion/antioxidante desequilibrada genera a largo plazo un alto estrés
oxidativo y, como consecuencia, dafio del ADN de los espermatozoides. Por ello,
incidir en el abandono del alcohol y, sobre todo, del tabaco, es fundamental para

disminuir la carga oxidativa de los espermatozoides [4].

Exposicion ambiental: gases como el monodxido de carbono, los 6xidos de
nitrogeno (originados por el trafico), el dioxido de azufre (originado de la
industria) y materia particulada como el polvo, metales, polen, etc. contribuyen a
la contaminacion atmosférica y, como consecuencia, a la alteracion de la calidad

seminal a través de procesos inflamatorios y la produccion de estrés oxidativo [1].

Ejercicio fisico intenso: altera el balance energético del cuerpo, afectando
negativamente al sistema reproductivo. De hecho, el ciclismo realizado durante
mas de cinco horas semanales esta relacionado con una alteracion de la movilidad
y concentracion espermatica. Sin embargo, la practica de actividad fisica
moderada y regular (minimo tres veces por semana) es beneficiosa para el

hombre, ya que contribuye a la mejora de los pardmetros de la calidad seminal

[1].

10



Factores post-eyaculacion:

- Leucocitospermia: alteracion espermatica caracterizada por la presencia de mas
de un millén de leucocitos peroxidasa-positivos en el semen, que ante situaciones
pro-inflamatorias producen cien veces mas ROS que en condiciones normales [8].

- Espermatozoides inmaduros o con alteraciones morfologicas: presentan
fragmentos de citoplasma que deberian haber desaparecido por completo y
confieren la capacidad andomala de producir ROS, aumentando asi el estrés
oxidativo [10].

- Alteracion de la calidad espermatica durante alguno de los procedimientos
realizados en las técnicas de reproduccion asistida: como, por ejemplo, una

excesiva centrifugacion o tiempos prolongados en el desarrollo de la capacitacion

[11].

Por tanto, todos estos procesos derivados del alto nivel de oxidacion provocan una pérdida
de la integridad funcional y estructural del semen [12], es decir, generan una disminucion
en su calidad, que conlleva a una disminucién de la capacidad de fertilizacion y de las

probabilidades de una fecundacion exitosa a través de técnicas de reproduccion asistida.

A pesar de la importancia del nivel de oxidacion para la fertilizacion, todavia no esta
aceptado de forma generalizada el uso de pruebas que clasifiquen el semen segun su nivel
de oxidacion (como, por ejemplo, el test de oxidacion OxiSperm®) durante la evaluacion
del semen del hombre que solicita la realizacion de una técnica de reproduccion asistida
ante la imposibilidad de embarazo por via convencional. Por tanto, la amplia literatura
consultada permite definir a los altos niveles de ROS como una causa importante de
infertilidad masculina y, como consecuencia, de resultados deletéreos en las técnicas de

reproduccion asistida.

Una vez identificados los altos niveles de estrés oxidativo, es necesario esclarecer la causa
de estos para asi poder plantear la mejor estrategia terapéutica. Algunos de los principales

tratamientos son:

- Cambios en el estilo de vida: minimizar los habitos toxicos (como el tabaco o ¢l
alcohol) y el estrés tanto profesional como personal, asi como seguir un estilo de
vida saludable (dieta variada y equilibrada, ejercicio regular, etc.) favorecera la

disminuciéon del estrés oxidativo. Ademads, es conveniente controlar aquellas

11



actividades que aumenten la temperatura escrotal, como saunas, bafos calientes y
largas horas de conduccion o sentado en un escritorio, ya que provocan
alteraciones en la espermatogénesis que conllevan a un aumento de
espermatozoides inmaduros, siendo esto una fuente de produccion de ROS [16].
Por tanto, es fundamental mantener una correcta aireacion de la zona y una
proteccion adecuada en aquellos trabajos donde haya contacto con sustancias

quimicas toxicas que puedan favorecer el estrés oxidativo en el espermatozoide

[8].

- Terapia con antioxidantes: actualmente existe un auge en la investigacion de
antioxidantes exdgenos como tratamiento para contrarrestar los altos niveles de
ROS espermaticos en los hombres infértiles y subfértiles [8]. Se diferencian, por
un lado, antioxidantes enzimaticos, como la superoxido dismutasa, la catalasa, las
peroxiredoxinas y la glutation peroxidasa, que se encuentran de forma natural en
el semen y, por otro, antioxidantes no enzimaticos, como los dcidos Omega 3, la
vitamina C y E, la coenzimaQ10, la L-carnitina y la melatonina, que se pueden

adquirir a través de la alimentacion o suplementacion [1].

Aunque se han publicado estudios que han demostrado efectos beneficiosos del
tratamiento con antioxidantes en la mejora de la calidad del semen (aumento de la
motilidad, disminucion de la fragmentacion del ADN, entre otros) , existen otros que han
obtenido resultados negativos, llegando a cuestionar la utilidad de este tratamiento debido
a la poca evidencia clara que respalde su prescripcion; incluso, en algunos estudios han
observado que este tratamiento puede producir efectos dafiinos sobre la salud. La gran
mayoria de estos trabajos tienen como problemas fundamentales el poco tamafio muestral
empleado, no ser doble-ciego o no dividirse en control-placebo. Ademas, la variabilidad
en los tipos y las dosis de antioxidantes empleados, asi como en los disefios de los estudios
hace complicado establecer conclusiones so6lidas y generales [10,16]. Por tanto, para
poder obtener una informacidon mas fiable y contundente, es necesario realizar estudios
con mayores tamafnos muestrales, incluidos grupos de largo control, que permitan
observar los efectos del consumo de antioxidantes en los resultados de las técnicas de

reproduccion [10, 19].

Se deberian realizar experimentos farmacologicos dosis-dependientes para poder

establecer la cantidad efectiva de antioxidantes orales, pudiendo ayudar para esto los
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niveles de oxidacion espermatico, ya que su evaluacion a lo largo del tiempo podria servir
para controlar la respuesta a las terapias antioxidantes y definir la dosis y la duracién

efectiva del tratamiento [8, 20].

Teniendo en cuenta los tratamientos disponibles, costo-efectivos, sencillos para los
pacientes, y en actual investigacion para su mejora (como la terapia antioxidante), es
fundamental, comprobar si es eficiente la estandarizacion de la realizacion de pruebas
eficientes que permitan medir los niveles de oxidacion del semen (como el test
OxiSperm®), para asi poder ofrecer al paciente el mejor tratamiento posible seglin las
circunstancias individuales. Con ello, se podria obtener una mejoria significativa en la
tasa de éxito de las técnicas de reproduccion asistida, lo que supondria un ahorro de los

recursos y un menor estrés psicologico para la pareja.
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JUSTIFICACION

La mala calidad del semen condiciona, entre otros factores, reiterados intentos de FIV/
ICSI sin éxito, que generan malestar y estrés psicoldgico tanto en el hombre como en la
mujer, asi como un gasto sanitario a considerar. Para llevar a cabo estas técnicas de
reproduccion asistida es necesario un analisis exhaustivo tanto de los factores femeninos
como los masculinos, siendo estos tltimos, en un alto porcentaje de casos, la causa de la
imposibilidad de concepcion. Para estudiar la fertilidad masculina se realiza
principalmente un espermiograma, que la clasifica atendiendo a los pardmetros obtenidos
en el mismo. Sin embargo, en ocasiones el analisis de semen convencional no predice la
fertilidad masculina o la probabilidad de embarazo después de un tratamiento de
infertilidad [11]. Por ello, con la realizacion de este proyecto se pretende valorar si el
nivel de oxidacion del semen, que no forma parte del protocolo de estudio basico del
factor masculino en esterilidad, influye negativamente en los resultados de laboratorio de
reproduccién asistida, y poder asi determinar si la realizacion del test de oxidacion
seminal OxiSperm® es eficiente. Si asi fuera, se ahorraria tiempo y recursos, asi como la
posibilidad de ofrecer a los pacientes un tratamiento destinado a reducir los niveles de
oxidacion seminal previo a someterse a FIV u otras alternativas posiblemente mas

exitosas para la concepcion.
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HIPOTESIS

A priori, teorizamos que un nivel de oxidacion seminal alto influye negativamente en los
resultados de las técnicas de reproduccion asistida. Teorizamos también que si se tuviera
en cuenta el nivel de oxidacion del semen previo a su uso en las técnicas de reproduccion
asistida, se ahorraria tiempo y recursos tanto materiales como asistenciales. Asi mismo,
planteamos que una intervencion sobre los habitos de vida en el hombre o la instauracion

de un tratamiento antioxidante individualizado puede mejorar la calidad de su semen.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de nuestro proyecto consiste en determinar si es eficiente llevar a
cabo un test sistematizado de oxidacion del semen (OxiSperm®) previo a las técnicas de

reproduccion asistida, y asi predecir posibles resultados deletéreos posteriores.

Si se obtiene semen con un nivel de oxidacion muy alto que puede influir negativamente
en la tasa de embarazo, se podria establecer un plan terapéutico (antioxidantes y/o
cambios en el estilo de vida) dirigido a la mejora de la calidad del mismo previo a su uso
en reproduccion asistida. De esta forma, se trabajaria con semen de mejor calidad (menor
nivel de oxidacidn) y se incrementarian las probabilidades de conseguir un embarazo

viable.
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MATERIAL Y METODOS

Diseno del estudio

Se ha realizado un estudio observacional prospectivo sobre la muestra seminal de 153

varones con edades comprendidas entre los 18 y 55 afios, con una representacion

homogénea por grupos de edad, sometidos a un ciclo de fertilizacion in vitro, y recogida

el dia de la inseminacion de los ovocitos.

Sujetos del estudio

Son sujetos del estudio las parejas que cumplan los criterios de inclusién de la actual

cartera de servicios del Sistema Nacional de Salud y cuya indicacidn terapéutica sea la

fertilizacion in vitro.

Los criterios de selecciéon empleados son:

Criterios de inclusion

1.
2.

Varones de edades comprendidas entre 18-55 afios.

Cumplir criterios de inclusion de las técnicas de reproduccion asistida de la
sanidad publica (Decreto 06/2014).

Cumplir criterios de inclusion de FIV-ICSI segtn cartera de servicios del Sistema
Nacional de Salud y de la comunidad auténoma.

Recuperacion de espermatozoides méviles (REM) >500,000 espermatozoides/ml.

Haber firmado consentimiento informado.

Criterios de exclusion

hAE e

No cumplir criterios asistenciales de la sanidad publica.
Seminogramas con azoospermia o criptozoospermia.

Haber ingerido farmacos antioxidantes en los ultimos 3 meses.
No cumplir los criterios de FIV.

No firmar consentimiento informado.

A los pacientes que cumplian todos los criterios de inclusién y ninguno de exclusion se

les solicito el consentimiento informado por escrito para realizar el test.

Criterios previstos para la retirada de los sujetos del estudio

1.

Revocar el consentimiento informado.
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Variables del estudio

Las variables que se han considerado para este estudio son:

[u—

Nivel de oxidacion

Edad del paciente

IMC del paciente
Concentracion del semen
Movilidad del semen REM
Volumen del semen

FSH y AMH mujer

N° de ovocitos extraidos

o ® 2o bk WD

N° de ovocitos maduros

[a—
S

. % ovocitos maduros

[u—
[u—

. % fertilizacion
. N° de fertilizados
. N° de divididos

e S
AW

. % division

[a—
(9]

. N° de embriones de buena calidad

[a—
N

. N° de embriones transferidos

[a—
R

. N° de embriones congelados

[a—
o0

. Tasa de embriones utiles: n° total de embriones utilizados (congelados +

transferidos) / n° total de embriones obtenidos

Recogida y andlisis estadistico de datos

Las variables previamente mencionadas han sido recogidas en Excel para su posterior
andlisis. Se han empleado andlisis estadisticos descriptivos y correlacionales (coeficiente
de Pearson y y’, entre otros), con el objetivo de determinar si existe relaciéon
estadisticamente significativa entre el nivel de oxidacién del semen y la viabilidad del
embarazo, justificando asi el uso sistematico del test de oxidaciéon OxiSperm® en la

préctica clinica.

Recogida y manejo de muestras

En primer lugar, el paciente aporta al laboratorio de la Unidad de Reproduccién Humana

del HUC una muestra de semen tras eyacular en las instalaciones del propio servicio.
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A continuacion, se seleccionan 50 microlitros de esta muestra (previo a la capacitacion
espermatica) para ser analizada, tras la licuefaccion, mediante el test de oxidacidén
OxiSperm®, y el resto de semen se emplea para la FIV/ICSI. En caso de excedente de

muestra, se destruye.

OxiSperm® permite cuantificar los niveles de oxidacién del semen empleando un gel
reactivo denominado nitro azul tetrazolio (NBT), que presenta la capacidad de convertirse
en sal de tetrazolio al contacto con el agua. Cuando este gel se mezcla con el liquido
seminal, se convierte, por accidn de los aniones superéxido presentes en el mismo, en un
cristal azul insoluble conocido como Formazin, que se une a las membranas de los
espermatozoides y puede visualizarse facilmente bajo microscopia de campo brillante.
Estos cristales generan en el gel reactivo una intensidad de color creciente (de amarillo a
diferentes niveles de azul pirpura) que puede cuantificarse de manera féacil y comparativa
a simple vista mediante el uso de una escala de colores. Como alternativa, se puede
emplear un colorimetro para medir la absorbancia de longitudes de onda, que varian de
530 nm a 630 nm. La intensidad del color estd relacionada con el nivel de estrés oxidativo
(exceso de aniones super6xido) en la muestra; mayor oxidacion, mayor intensidad del

color.

El protocolo a seguir para la ejecucion de OxiSperm® es el siguiente:

1. Colocar el gel reactivo en un vaso de precipitado y calentarlo durante 1 minuto en
un microondas a maxima potencia o sumergirlo en un bafo de agua a 90°C durante

aproximadamente 5 minutos.

2. Reducir la temperatura del gel reactivo a 37°C introduciéndolo en un bafio de agua

u horno a esta temperatura.

3. Mezclar el gel reactivo con la muestra seminal en un tubo Eppendorf evitando la

formacion de burbujas durante el proceso.
4. Gelificar la mezcla a 4°C durante 5 minutos.

5. Incubar la mezcla durante 45 minutos a 37 ° C y comparar el color de la muestra
con la escala colorimétrica. Hemos establecido, a raiz de la escala colorimétrica,
tres niveles de oxidacion:

e Oxidacién baja: 1,1.5y2
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e Oxidaciéon moderada: 2.5y 3

e Oxidacioén alta: 3.5y 4

6. Para obtener los mejores resultados, el test debe realizarse con muestras de semen
frescas y justo después de la licuefaccion, determinando el estrés oxidativo 60
minutos después de la eyaculacion. Se pueden obtener falsos positivos si este

tiempo se prolonga.
Es imprescindible mantener una temperatura cercana a 37°C al mezclar la muestra de

semen con el gel reactivo, pues de lo contrario la mezcla gelatinizara.

Las precauciones a tener en cuenta a la hora de llevar a cabo OxiSperm® son:

1. Todas las muestras de pacientes y reactivos deben ser tratados como
potencialmente infecciosos y el usuario deberia usar guantes, proteccion para los

ojos y batas de laboratorio.

2. El test debe desecharse en un contenedor de riesgo bioldgico adecuado una vez

finalizado el andlisis.
3. No comer, beber ni fumar en el drea donde se manejan las muestras y los reactivos.

4. Se recomienda el uso de guantes y mascarilla.
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RESULTADOS

Este estudio analiza de manera descriptiva observacional el valor de la oxidacion
espermatica en un total de 153 muestras de semen de pacientes el dia de la inseminacion

de los ovocitos de sus respectivas parejas durante un ciclo de FIV/ICSI.

Caracteristicas del varon

Se trata de un colectivo de varones de edades comprendidas entre 21 y 54 afios, con una
media de 38 + 5,71 afios. Los niveles de IMC observados fueron amplios, entre 17.3 y

48.15 Kg/ m?, con una media de 26.68 + 4,14 Kg/ m’.

Caracteristicas del seminograma

Se realiz6, en primer lugar, el espermiograma basico segin parametros de la OMS. La

distribucion de los resultados obtenidos en nuestra poblacion fue la que se describe a

continuacion:
Tabla 1. Concentracién del semen
Concentracion del semen Frecuencia (N) Porcentaje Porcentaje acumulado
1 Normo 78 51,7 51,7
2 Oligo 34 225 742
3 Oligoasteno 29 19,2 934
4 Asteno 10 6,6 100
Total 151 100

Para determinar el nivel de oxidacién de cada muestra se empleo el test Oxisperm®,
clasificando los resultados obtenidos en tres grupos: oxidacion baja (grupo 1), moderada
(grupo 2) y alta (grupo 3). El grupo mas numeroso correspondi6 al de oxidacion baja, con
un 57,5% del total (88 muestras), seguido del grupo de oxidacion moderada con un 35,3%

(54 muestras) y finalmente el grupo de alta oxidacion con un 7,2 % (11 muestras).

Tabla 2. Nivel de oxidacion del semen

Nivel de oxidacion = Frecuencia (N) Porcentaje
1 Bajo 88 57,5
2 Medio 54 35,3
3 Alto 11 7,2
Total 153 100,0
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Caracteristicas de las parejas femeninas

Las parejas mujeres de los pacientes presentaron una edad media de 35,04 + 3,72 afios,
maxima de 40 afios y minima de 21 afios. La media de la Hormona foliculo-estimulante
(FSH) empleada para el tratamiento de estimulacion ovéarica fue 3007, 23 UI, con un
minimo de 96 Ul y un méaximo de 4900 Ul En cuanto a los niveles de Hormona
Antimiilleriana (AMH), que determinan la reserva ovdrica, el minimo fue de 0,34 ng/mL

y el maximo de 22,20 ng/mL, con una media de 2,37 + 2,56 ng/ml.

La mayoria de las pacientes (64,1%) se sometieron a su primer ciclo de induccién de la
ovulacion. Para un 24,2 % de ellas era su segundo ciclo y en un 10,5% de los casos era el
tercero. Tan solo 2 mujeres sobrepasaron esta cifra, siendo su cuarto y quinto ciclo

respectivamente.

En cuanto a la técnica de inseminacion empleada, en el 85% de los casos se realizd ICSI,

en el 13% FIV y en el 2% mixto (ICSI/FIV).

La transferencia de embriones en el mismo ciclo se llevd a cabo solo en el 56,8% (N=87)
de las pacientes de nuestra muestra. El resto fueron criopreservados para su transferencia
diferida por diferentes causas. Por ello, solo se constata una tasa de gestacion del 16,1%.
Sin embargo, este dato seria mas objetivo calculando la tasa acumulada de embarazo, que
se obtiene sumando la tasa de gestacion en fresco y la generada por la transferencia de

los embriones congelados, ya que estos fueron obtenidos por la misma muestra seminal.

No existen diferencias entre los tres grupos de oxidacion respecto a las variables
analizadas en las mujeres. Esto es importante porque homogeniza en la poblacion los
factores femeninos para validar los resultados del ciclo a partir de la fertilizacion,

eliminando cualquier desviacion de resultados por causa femenina.

La indicacion para someterse a reproduccion asistida fue mayoritariamente el factor
femenino; un 26,1% de las pacientes estaban diagnosticadas de Sindrome de Ovarios
Poliquisticos (SOP) y 6,5% de endometriosis, patologias que afectan a la esterilidad. El
35, 3% de los casos fueron por indicacién mixta, lejos del 9,8% de indicacion por factor

masculino.
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Caracteristicas del ciclo de reproduccion asistida

Este estudio valora las consecuencias que tiene el valor del test de oxidacion en el
resultado del ciclo de reproduccion asistida. Para ello se han recogido las variables que

se describen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Caracteristicas del ciclo de reproduccion asistida

N Minimo Miximo Media DeS\iiaCién
estandar
N° de ovocitos 153 0 33 8,24 592
N° de ovocitos en MII 151 0 33 6,79 5,70
Tasa ovocitos en MII (%) 151 0 100 80,50 25,78
};‘;ﬁ‘llizjzé’s"oc“"s 153 0 21 5,17 427
% de fertilizados 152 0 100 68,23 29,55
Ovocitos divididos 153 0 17 4,67 3,87
% de divididos 141 0 200 96,93 19,57
Emb. de buena calidad 141 0 9 2,65 2,31
% de buena calidad 141 0 100 51,03 31,49
N° Emb. transferidos 124 0 2 142 0,56
Emb. Congelados 140 0 12 2,30 2,62
Tasa de Emb. dtiles 140 0 100 70,84 30,16

Como se ve reflejado en la tabla 3, la media de ovocitos obtenidos de las 153 mujeres
implicadas en el estudio fue de 8,24 + 5,92. De estos, la media de ovocitos que se
encontraban en metafase II (MII) fue de 6,79 £ 5,70. El porcentaje medio de ovocitos que
fueron fertilizados fue del 68%. Tras dicha fertilizacidon, el minimo de embriones de
buena calidad obtenidos fue de 0 y el méximo de 9, con una media de 2,65 (51%). La
media de embriones congelados fue de 2,30 + 2,62, y la de embriones transferidos (en

mujeres sin transfer diferido) 1,42 + 0,56.
ANALISIS CORRELACIONAL
Se clasificé a los hombres en tres grupos segun su nivel de oxidacion, siendo:

1. Oxidacién baja: 1, 1.5y 2 (87 pacientes)
2. Oxidacion moderada: 2.5 y 3 (54 pacientes)
3. Oxidacion alta: 3.5y 4 (11 pacientes)

Cada grupo se correlaciono con los siguientes parametros:
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Edad del paciente

Se agrup6 en 3 intervalos: 20 - 30 afios (Rango 1); 31 - 40 afios (Rango 2) y > 40 afios
(Rango 3). Al correlacionar la edad del paciente con el nivel de oxidacion, se observd
que los pacientes mas jovenes presentaban un nivel de oxidacion superior al de los
pacientes mas afiosos, grupos 2y 3 (18,2% frente a 8,5% y 2,1% respectivamente). Tras
correlacionar ambas variables mediante el coeficiente de correlaciéon de Pearson, se
obtuvo como resultado -0, 186, con un p valor <0,05, es decir, que existe una ligera

relacion negativa entre las variables; a menor edad, mayor nivel de oxidacién seminal.

Tabla 4. Edad / Nivel de oxidacion

NIVEL DE OX
Total
1 2 3

1 Recuento 4 5 2 11
% dentro de rango de edad 36,4% 45.5% 18.,2% 100%

Recuento 52 34 8 94

RANGO DE EDAD 2

% dentro de rango de edad 55.3% 36,2% 8.5% 100%

3 Recuento 31 15 1 47
% dentro de rango de edad 66.,0% 31,9% 2.1% 100%

Recuento 87 54 11 152

Total

% dentro de rango de edad 57 2% 35.5% 7.2% 100%

IMC del paciente

La obesidad constituye un factor de riesgo oxidativo seminal; por ello, se han
correlacionado ambas variables. Para ello, se clasificaron a los pacientes en funcion de su
IMC, formando 3 grupos: 1. Normopeso (18,5 - 24,9 Kg/ m* ) , 2. Sobrepeso (25 - 29,9
Kg/ m?) ; 3.0besidad (> 30 Kg/ m?). La relacion entre el IMC del varén y el nivel de

oxidacién se expone en esta tabla:

Tabla 5. IMC / Nivel de oxidacion

NIVEL DE OX
1 2 3

Recuento 29 17 5 51
! % dentro de Grupo IMC 56,9% 33,3% 9.8% 100%

GRUPO SEGUN 5 Recuento 41 22 5 68
IMC % dentro de Grupo IMC 60,3% 32,4% 7.4% 100%

Recuento 13 12 0 25
3 % dentro de Grupo IMC 52,0% 48.,0% 0,0% 100%

Total Recuento 83 52 10 145
% dentro de Grupo IMC 57.2% 35,9% 6,9% 100%
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Como se observa, en los tres grupos segiin IMC el nivel de oxidacién predominante es el
1, es decir, oxidacion baja. Destaca ademds que ninguno de los varones incluidos en el
grupo 3 (IMC > 30) presenta un nivel 3 de oxidacidn. Tras la realizacion de las pruebas
de y* y el test del coeficiente de correlacién de Pearson, se han obtenido en ambas un
valor no significativo (p < 0,05), es decir, que estadisticamente no hay una relacion

significativa entre la obesidad y un nivel elevado de oxidacion.

Tipo de muestra seminal v nivel de oxidacion

Estos datos se pueden visualizar en la siguiente tabla 6. Llama la atenciéon que ninguno
de los pacientes cuya muestra fue diagnosticada como astenozoospermia presenta un

nivel de oxidacion 3 (alto).

Tabla 6. Concentracion del semen / Nivel de oxidacion

NIVEL DE OX
Total
1 2 3
Recuento 48 24 6 78
1 Normo
% dentro de [ | 61,5% 30,8% 7.,7% 100%
Recuento 15 16 3 34
2 Oligo
CONCENTRACION % dentro de [ | 44.1% 47,1% 8.,8% 100%
SEMEN Recuento 17 10 2 29
3 Oligoasteno
% dentro de [ | 58,6% 34,5% 6,9% 100%
Recuento 7 3 0 10
4 Asteno
% dentro de [ | 70,0% 30,0% 0,0% 100%
Recuento 87 53 11 151
Total
% dentro de [ | 57,6% 35,1% 7.3% 100%

Para profundizar en el andlisis, se agruparon las muestras en dos grupos: normales y
patologicas, incluyendo en este ultimo todos los diagndsticos anormales segun los
criterios de la OMS del 2010; es decir, se estableci6 una compartiva entre
espermiogramas normales (normozoospermia) versus patologicos (oligo, oligoasteno y
astenozoospermia). Ademas, se estudio la influencia de la movilidad o el recuento sobre
la oxidacion, comparando: espermiogramas normo versus oligo (< 15 mill/cc) y normo
versus asteno (< 32% de la movilidad progresiva). Los resultados se muestran en las

siguientes tablas (7, 8 y 9):
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Tabla 7. Categoria semen / Nivel de oxidacién

NIVEL DE OX
1 2 3
Recuento 48 24 6
Normo
CATEGORIA % dentro de grupo de Ox 55.2% 453% 54,5%
SEMEN Recuento 39 29 5
Patologico
% dentro de grupo de Ox 44 8% 54,7% 45 5%
Recuento 87 53 11
Total
% dentro de grupo de Ox 100% 100% 100%
Tabla 8. Concentracion del semen / Nivel de oxidacion
NIVEL DE OX
1 2 3
Recuento 48 24 6
Normozoospermia
CONCENTRACION % dentro de Concentracion 61,5% 30,8% 7.7%
SEMEN Recuento 15 16 3
Oligozoospermia .
% dentro de Concentracion 44 1% 47 1% 8.8%
Recuento 63 40 9
Total
% dentro de Concentracion 56,3% 35,7% 8,0%
Tabla 9. Movilidad / Nivel de oxidacion
NIVEL DE OX
1 2 3
Recuento 48 24 6
Normozoospermia >
CONCENTRACION % dentro de Concentracin 61,5% 30,8% 7.7%
SEMEN Recuento 7 3 0
Astenozoospermia
% dentro de Concentracion 70,0% 30,0% 0%
Recuento 55 27 6
Total

% dentro de Concentracion 62,5% 30,7% 6.,8%

No se observo relacion entre el nivel de oxidacion y las variables del seminograma

recuento y movilidad.

Movilidad del semen REM v Volumen del semen

En cuanto a la movilidad del semen REM y el volumen del semen, se realizo el test de
correlacion de Pearson, obteniéndose unos p valor de 0,504 y 0,424 respectivamente, por
lo que la relacioén de cada uno de ellos con el nivel de oxidacion no es estadisticamente

significativa.
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Porcentaje de fertilizacion

El primer paso que valora la capacidad funcional de un espermatozoide es la fertilizacion
ovocitaria; uno de los objetivos planteados en este estudio es comprobar si la oxidacion
seminal afecta dicha fertilizacion, y por ello se ha analizado su correlacion. Los resultados

se exponen en la Tabla 10.

Tabla 10. Nivel de oxidacion / Tasa de fertilizacion

% FERT (X % DS)

NIVEL DE OX
1 70,54+ 28,03
2 68,37 £29,18
3 49,32 + 3842
Total 68,23 +29,55

Se observa menor tasa de fertilizacion en )
Gréfica I: FERTILIZACION

el grupo 3 de oxidacion (49,32 + 38,42%)
y los sémenes poco oxidados presentan
una tasa de fertilizacion mayor (70,54 +
28,03%), el coeficiente de correlacion de

Pearson, de -0,86, demuestra una ligera

55,00

Porcentaje de fertilizacién

relacion negativa entre las variables, como

50,004

expresa la grafica I; sin embargo, no

T T T

alcanzo la significacién estadistica (p

valor de 0,293).

Nivel de oxidacién

Tasa de embriones utiles

El fin de la FIV/ICSI es la génesis de embriones de calidad para la transferencia en fresco
y la criopreservacion, siendo esto lo denominado como “embriones ttiles”; en sintesis, la
suma de los embriones transferidos mas los embriones congelados. El grupo 3 de
oxidacién es el que presenta la menor tasa de embriones utiles, (59,65 = 22,92%), en
contraste con el grupo 1, que presenta la mayor tasa (72, 60 £2 9,81%). El coeficiente de
correlaciéon de Pearson entre ambas variables, (-0,107), implica una relaciéon negativa
entre ellas, pero con un p valor > 0,05 (0,209), que no es estadisticamente significativa.

Esto se expone en la siguiente tabla 11 y grafica II.
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Tabla 11. Nivel de oxidacion / Tasa de embriones utiles

TASA DE EMBRIONES UTILES (X = DS)

NIVEL DE OX
1 72,60 29,81
2 69,81 +31,75
3 59,65 +2292
Total 70,84 + 30,16

Grifica II: EMBRIONES UTILES

69,00

66,00

Porcentaje de fertilizacion

60,007

T T T

Nivel de oxidacién

Indicadores de calidad ASEBIR

Como se ha comentado, tanto el porcentaje de fertilizacion como la tasa de embriones
utiles no han obtenido significacion estadistica. Sin embargo, su relacion con los distintos
niveles de oxidacion también puede analizarse siguiendo los indicadores de calidad
establecidos por ASEBIR (4sociacion para el estudio de la Biologia de la Reproduccion)
para estos parametros, recogidos en el libro “Cuadernos de embriologia clinica”, avalado

por ASESA (Asociacion Espaniola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva) [22].

Los indicadores de calidad ASEBIR describen la actividad realizada en términos
cuantitativos o cualitativos, contribuyendo a evaluar la metodologia empleada por parte
de los laboratorios de reproduccion asistida. Para ello se establecen 3 niveles: dptimo,
deseable y minimo [22]. Entonces, para porcentaje de fertilizacion y tasa de embriones

utiles establecen:

Tabla 12. Indicadores de calidad ASEBIR [22]

OPTIMO DESEABLE MINIMO
% DE FERTILIZACION 73,5 (70,2 - 79.2) 73,5 (702 - 79.2) 58,1 (56,7 - 59.5)
% DE EMBRIONES UTILES 70,8 (66,0 - 90,1) 56,5 (54,8 - 58,3) 479 (454 - 50.4)
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En cuanto al porcentaje de fertilizacion, los resultados que se obtuvieron para los tres

grupos de oxidacion fueron:

- Grupo 1: 70,54% (Nivel 6ptimo)
- Grupo 2: 68,36% (Nivel deseable)
- Grupo 3: 49,32% (Nivel minimo)

En cuanto a la tasa de embriones tutiles o rendimiento, los resultados para cada grupo
fueron:

- Oxidacién 1: 72,6% (Nivel 6ptimo)
- Oxidacion 2: 69,81% (Nivel 6ptimo)
- Oxidacion 3: 59,65 (Nivel deseable)

Porcentaje de embriones de buena calidad

Como se expone en la tabla 14, no existen grandes diferencias entre los porcentajes de
buena calidad embrionaria segtn los grupos de oxidacion; destacar que el grupo 1 es el
que presenta un mayor porcentaje de embriones de buena calidad, con una media del

54,46%. P valor > 0, 05.

Tabla 13. Nivel de oxidacion/Embriones de buena calidad

% EMBRIONES DE BUENA CALIDAD (X+DS)

NIVEL DE OX
1 54,46 + 30,58
2 46,47 + 33,70
3 4494 + 2378
Total 51,03 £31,49

El porcentaje de embriones de buena calidad disminuye a medida que aumenta el nivel
de oxidacién. Sin embargo, esta relacion no es significativa. Si se realizara el estudio con

una N superior, el grado de significacion podria ser diferente.
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Tasa de embarazo y tasa de implantacion

Tanto la tasa de embarazo como de implantacion no experimentan cambios significativos
entre los distintos grupos 1 y 2 de oxidacion salvo en el grupo 3, donde el porcentaje en
ambos casos es del 0%; es decir, no se produjo ninguna implantacién adecuada ni se
obtuvo ningiin embarazo en el grupo de alta oxidacion. Estos datos se exponen en la

siguiente tabla:

Tabla 14. Nivel de oxidacion / Tasa de embarazo e implantacion

TASA DE EMBARAZO TASA DE IMPLANTACION

NIVEL DE OX N
1 50 16% 11%
2 33 18,2% 16%
3 4 0% 0%

Esto podria dar lugar a la interpretacion de que existe cierta tendencia a obtener peores
resultados cuando el nivel de oxidacion es alto. Sin embargo, tras la realizacion de la
prueba de igualdad de Levene de varianzas de error, se llegd a la conclusion de que no
existen diferencias significativas entre los tres niveles de oxidacion y la tasa tanto de

embarazo como de implantacion.

Destacar que estos datos se obtuvieron solo de las pacientes sometidas a una transferencia
de embriones en fresco (N=87), mientras que el resto presentaron transferencia diferida.
Por tanto, esta variable deberia sustituirse por la “tasa acumulada de embarazo”, que se
obtiene sumando la gestacion de las transferencias en fresco y la que se lograria con las
transferencias de los ciclos de embriones congelados que se generaron con la misma
muestra seminal. Dado que en el momento de la realizacion del estudio las pacientes no
habian descongelado sus embriones, no se ha podido llevar a cabo, pero es una idea para

desarrollar en el futuro.
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DISCUSION

Por su alta prevalencia, la infertilidad representa hoy en dia un problema clinico relevante
y, actualmente, el papel del estrés oxidativo en su etiologia estd cada vez mas aceptado.
Los espermatozoides, al ser ricos en acidos grasos poliinsaturados, son vulnerables al
dafio oxidativo inducido por las especies reactivas de oxigeno (ROS). En condiciones
normales, el balance entre la produccion de ROS y la actividad antioxidante esta
mantenido. Sin embargo, niveles excesivos de ROS pueden afectar negativamente a la
calidad espermatica debido a su implicaciéon en la fragmentacion del ADN, Ia
peroxidacion lipidica y la apoptosis celular, produciendo alteraciones en la concentracion,
movilidad y morfologia espermatica, lo que genera en el varon que sus probabilidades de
infertilidad se incrementen; de hecho, se han descrito concentraciones clevadas de ROS
en el 30-80% de hombres infértiles. Estas cifras, sumado a que en un 25% de los casos el
factor masculino es la tinica causa de infertilidad en la pareja, ha propiciado la realizacion
de este estudio para poder abordar con mayor profundidad la repercusion del nivel de
oxidacién en los distintos parametros que se valoran en las técnicas de reproduccion

asistida [1,21].

En cuanto a los parametros del seminograma, se observd que no existen diferencias
significativas entre los distintos niveles de oxidacién y la concentraciéon y movilidad
espermadtica, e incluso ninglin paciente con astenozoospermia presentd un nivel alto de
oxidacién. Sin embargo, existen numerosos estudios que explican el efecto apoptotico del
estrés oxidativo en los espermatozoides maduros, provocando la disrupcién de sus
membranas mitocondriales y alterando la actividad de las caspasas inductoras de la
apoptosis, lo que explicaria que pacientes con niveles de oxidacion elevados presenten mas
probabilidades de padecer oligozoospermia. Ademas, como la apoptosis espermadtica
controla la produccion de gametos masculinos, si esta se altera provocaria la persistencia
de espermatozoides anormales que estaban marcados para ser destruidos, aumentando esto
la astenozoospermia [1]. Los resultados obtenidos pueden estar condicionados por el
tamafo muestral del grupo 3 de oxidacion, muy reducido (N=11), por lo que la realizacién
de otro estudio con una muestra mayor podria aportar datos mas concordantes con la
bibliografia consultada. No obstante, existen estudios que concluyen que no puede
establecerse una relacion entre el aumento de ROS y la movilidad espermatica [1], por lo

que seria conveniente realizar mas investigaciones sobre esta correlacion.
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Otro de los factores que se relaciona con el nivel de oxidacion seminal es la edad. En la
bibliografia consultada se expone que los pacientes con edad avanzada (> 40 afos)
presentan una disminucion de la calidad del semen, pues, a mayor edad, mayor
acumulacion de mutaciones en el genoma nuclear y mitocondrial [11,17], asi como un
aumento de la fragmentacion del ADN [13]; sin embargo, en este estudio, los pacientes
mas afosos no presentaron niveles de oxidacion superiores a los de los jovenes, todo lo
contario. Se observo una ligera relacion inversa entre las variables; a menor edad, mayor
nivel de oxidacion seminal. Entre las posibles causas que pudieron haber favorecido este

hecho destacan:

- Numero de pacientes que constituye el grupo de oxidacion alta, que es muy
reducido (N=11) y, por tanto, la muestra no es significativa ni extrapolable a la
poblacion general.

- Resultados debido al azar como consecuencia de una N no representativa.

- Posibles habitos de vida en los pacientes jovenes que favorecen la produccion de
ROS: tabaco, marihuana, alcohol, ejercicio fisico intenso, consumo de
anabolizantes entre otros.

- Presencia de patologias que favorecen el estrés oxidativo: diabetes, varicocele,

cancer.

La obesidad se ha relacionado con una alteracion en la espermatogénesis y en la funcion
espermatica, generando efectos dafiinos como la fragmentacién del ADN [10]. De hecho,
se han realizado estudios sobre su efecto en la cromatina del nticleo espermatico. Un nivel
alto de IMC favorece la produccion de niveles patoldgicos de ROS, lo que incrementa a
su vez la fragmentacion del ADN, que se manifiesta clinicamente como una disminucioén
en la capacidad de fecundacion del espermatozoide, un incremento en las tasas de aborto,
una afectacion del desarrollo embrionario y en posibles complicaciones en el recién
nacido [1]. Dado el impacto negativo que podria tener la obesidad en las técnicas de
reproduccion asistida, se ha querido estudiar su relacion con el nivel de oxidacion y asi
comprobar si es significativo, para poder actuar sobre ella y mejorar asi los niveles de
oxidacién. Sin embargo, en este trabajo, ninguno de los varones incluidos en el grupo 3
(IMC > 30, obesidad) han presentado semen con oxidacion alta (nivel 3). Una de las
principales limitaciones de este estudio ha sido que la muestra que constituye el grupo 3
(IMC < 30, obesidad) es muy reducida (N= 25). Posiblemente, ampliando el tamafo

muestral en una segunda fase, se podrian obtener datos mas esclarecedores.
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En cuanto al Porcentaje de fertilizacion y la Tasa de embriones utiles, a pesar de no
haberse relacionado de forma estadisticamente significativa (p valor > 0,05) con el nivel
de oxidacion, al analizar los resultados en base a los indicadores de calidad establecidos
por ASEBIR, se observé que en ambos parametros un nivel de oxidacion bajo se relaciona
con niveles 6ptimos de calidad. Por tanto, aunque no sea significativo a nivel estadistico,
es conveniente presentar niveles bajos de oxidacion, pues a nivel biologico si que se
obtienen resultados peores en estos parametros a medida que aumenta el estrés oxidativo.
Esto puede ser debido a los efectos nocivos de la oxidacion, entre los que destaca la
fragmentacion del ADN espermatico, relacionado con la disminucion de la capacidad de
fecundacion del espermatozoide y la alteracion en el desarrollo embrionario. No obstante,
nuevamente, podria ser beneficioso la realizacion de estudios con un mayor tamafo

muestral, para asi comprobar si se podria obtener una significacion estadistica.

Con respecto a la Tasa de embarazo e implantacion, tampoco fue estadisticamente
significativa su relacion con los distintos niveles de oxidacion, pero aun asi se observo
una disminucidn notable en el porcentaje de estos parametros en el nivel de alta oxidacion
(3), presentando un porcentaje del 0% en ambas tasas. Por lo tanto, niveles elevados de
estrés oxidativo parecen tener relacion con el éxito de las técnicas de reproduccion
asistida. Las alteraciones en el espermatozoide le impiden el desarrollo 6ptimo de sus
funciones, entre las que se incluyen procesos de gran importancia como la union a la zona
peltucida del ovocito y la fusion espermatozoide-ovocito, lo que dificulta una correcta
fecundacion, disminuyendo asi las probabilidades de implantacion y de desarrollo del
embarazo [22]. Destacar que los resultados se obtuvieron de un porcentaje reducido de
mujeres, ya que en el 37,9% de los casos se realiz6 una transferencia de embriones
diferida, por lo que no fue posible obtener los datos de estos parametros en dichos casos.
Estudios donde se incluya un mayor tamafio muestral y donde el porcentaje de
transferencias diferidas sea menor podria aportar datos mas reveladores y que alcanzaran
la significacion estadistica. Por otro lado, podrian sustituirse en otros trabajos la tasa de
embarazo e implantacion por la tasa de acumulacion del embarazo, comentada con
anterioridad, ya que esta incluye, ademas de los embarazos obtenidos por transferencia
de embriones en fresco, los obtenidos con embriones congelados transferidos con
posterioridad, obtenidos ambos de la misma muestra seminal, consiguiendo asi un analisis

mas completo. Por ello, es necesario seguir investigando sobre la relacion del nivel de
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oxidaciéon y la tasa de embarazo, ya que supone el objetivo final de las técnicas de

reproduccion y de las parejas que las solicitan.

Como se observa, en ningun parametro se ha obtenido un resultado significativo a nivel
estadistico en su relacion con los niveles de oxidacidon. Sin embargo, uno de los
principales efectos que genera el estrés oxidativo y que también podria alterar las
variables incluidas en el ciclo de reproduccion asistida es la fragmentacion del ADN. La
integridad del ADN espermatico es crucial para una transmision adecuada de la
informacion genética, lo que implica que cualquier dafio en este puede conllevar a
infertilidad masculina, malos resultados tras la realizacion de técnicas de reproduccion
asistida y un aumento de las pérdidas de embarazo. Dentro de las distintas causas que lo
generan se encuentran parametros estudiados en este trabajo, como es la obesidad y la
edad, pero existen muchas otras, como la exposicion ambiental a agentes toxicos, el
tratamiento con radiacidn ionizante, el calor, etc. [11]. Por tanto, la fragmentacion del
ADN cada vez esta cobrando mayor importancia dentro del estudio de los factores
masculinos implicados en la esterilidad. Se podria plantear la realizaciéon de futuros
trabajos enfocados a la correlacion de las variables estudiadas con la fragmentacion del
ADN, para asi poder indagar mas en su impacto dentro de las técnicas de reproduccioén

asistida y comprobar si es eficiente su estudio previo al inicio de dichas técnicas.

La generacion de ROS y los mecanismos de dafio espermatico estan cada vez mas claros,
ofreciendo nuevas posibilidades de tratamiento empirico. Se han publicado multiples
estudios atendiendo al potencial beneficio del tratamiento antioxidante sobre la calidad
espermatica, sin embargo, las recomendaciones sobre su uso aiin no son consistentes [1].
El semen presenta mecanismos enzimaticos antioxidantes que actiian sobre el
metabolismo directo de ROS, la sintesis y reduccion del Glutation y los ciclos redox de
Tiol, entre otros, y estdn regulados mediante el factor de transcripcion nuclear NRF2 y
los elementos de respuesta antioxidante localizados en los promotores de algunos de los
principales genes del sistema antioxidante del semen. Entre estas enzimas se encuentran
la superoxidodismutasa, la catalasa, la glutation S-transferasa, las peroxiredoxinas, las
tioredoxinas y la glutationperoxidasa. Ademas, existen moléculas no enzimaticas que
presentan accidon antioxidante y se encuentran de forma natural en el semen, como la
vitamina E y C, la CoEnzima Q10, la L-carnitina y la Melatonina [23]. Sin embargo, en
ocasiones estos mecanismos de defensa contra el dafio oxidativo no son suficientes y se

produce un desequilibrio a favor de ROS. Seglin algunos autores entre el 30 y el 80% de
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los casos de infertilidad masculina son debidos al dano producido por estrés oxidativo
sobre el espermatozoide, por ello la terapia antioxidante constituye una linea de
investigacion de gran interés en la medicina reproductiva. Entre las moléculas mas
estudiadas destacan el 4cido docosahexanoico, la coenzima Q10, las vitaminas C y E, el
zinc y el selenio, que son capaces de contrarrestar los efectos de las ROS y mejorar la
concentracion, motilidad y morfologia espermatica. Teniendo en cuenta la cinética de la
espermatogénesis, se ha establecido que el tratamiento debe durar al menos 3 meses para
objetivar algin cambio en los pardmetros seminales, existiendo controversia actualmente
sobre si tratamientos mas prologados son mas beneficiosos [1, 21]. Por ello, es un campo
que todavia necesita de la investigacion y desarrollo para concretar la efectividad de
planes terapéuticos cuya dosis y duracion sean precisas, para asi disponer de un
tratamiento sencillo y no invasivo para los pacientes con niveles altos de oxidacion,

mejorando con ellos los resultados reproductivos.
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CONCLUSIONES

1.

10.

El nivel de oxidacion es independiente de las variables del seminograma, es decir, un

semen catalogado como normal puede presentar niveles altos de oxidacion.

En esta serie, la edad no se correlaciona directamente con el nivel de oxidacion, pero

se observa ligera relacion negativa entre ambas variables.

El IMC se correlaciona, paraddjicamente, de forma contraria a lo esperado,
probablemente por una N muy reducida en el grupo de obesos, que podrian ser

subsidiarios de estudio de la fragmentacion del ADN.

Existe cierta tendencia a la disminucién del porcentaje de ovocitos fertilizados y tasa
de embriones utiles a medida que aumenta el nivel de oxidacién espermatico, aunque

no es estadisticamente significativo.

La tasa de embarazo e implantacion no presentan una relacion estadisticamente
significativa con el nivel de oxidacion, a pesar de que se observe una disminucion
notable cuando el nivel de oxidacidn es alto. Seria conveniente hallar en una segunda

fase del estudio la tasa acumulada de embarazo.

Todos los parametros analizados se han visto condicionados por un tamafio muestral

reducido del grupo 3 de oxidacién (N=11).

El nivel de oxidacién no aporta resultados contundentes sobre su efecto en las
variables analizadas, por lo que podria ser interesante realizar una segunda fase del

estudio donde se analice su relacidn con la fragmentacion del ADN

A pesar del efecto negativo de ROS sobre el espermatozoide, sigue habiendo
controversia sobre el efecto de los niveles elevados de ROS sobre los resultados de

las técnicas de reproduccion asistida (TRA).

A dia de hoy, no se puede afirmar que sea eficiente realizar un test sistematizado para
determinar la oxidacién del semen a todo var6én que se someta a técnicas de

reproduccion asistida sin tener estos puntos mencionados clarificados.

Sin embargo, si asi fuera, el test OxiSperm® constituiria un método no invasivo,
sencillo, rdpido y econdémico para determinar el nivel de oxidacidén del semen y
orientar asi sobre su calidad y las probabilidades de obtener resultados exitosos en las

técnicas de reproduccidn asistida.
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