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ANEXO 4

Guayaquil, 5 de enero del 2018

Blga.

Monica Armas Soto. Msc.

DIRECTOR DE LA CARRERA DE BIOLGIA
FACULTAD CIENCIAS NATURALES
UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

Ciudad. -

De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la tutoria realizada al Trabajo de Titulacion Andalisis
por el método SCD del nivel de fragmentacion de ADN espermdtico de la muestra poblacional
de hombres en Guayaquil del estudiante Daniel Xavier Regato Cajas, indicando ha cumplido
con todos los pardmetros establecidos en la normativa vigente:

El trabajo es el resultado de una investigacion.

El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

El trabajo presenta una propuesta en el drea de conocimiento.

El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se adjunta el certificado de porcentaje de similitud y la valoracion del trabajo
de titulacion con la respectiva calificacion.

Dando por concluida esta tutoria de trabajo de titulacion, CERTIFICO, para los fines
pertinentes, que el estudiante estd apto para continuar con el proceso de revision final.

Atentamente,

Iy

Bigo. Telmo Aﬁmbar Troya MSc
C.1. 0201316650




UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL
FACULTAD CIENCIAS NATURALES
CARRERA BIOLOGIA

UNIDAD DE TITULACION

RUBRICA DE EVALUACION TRABAJO DE TITULACION

ANEXO 5

Titulo del Trabajo: Andlisis por el método SCD del nivel de fragmentacion de ADN espermdtico de
la muestra poblacional de hombres en Guayaquil .
Autor: Regato Cajas Daniel Xavier
ASPECTOS EVALUADOS PUNTAJE CALF.
MAXIMO

ESTRUCTURA ACADEMICA Y PEDAGOGICA 4.5 4.5
Propuesta integrada a Dominios, Misién y Visién de la Universidad de Guayaquil. 0.3 0.3
Relacién de pertinencia con las lineas y sublineas de investigacién Universidad / Facultad/ 0.4 04
Carrera
Base conceptual que cumple con las fases de comprensién, interpretacién, explicacién y 1 1
sistematizacién en la resolucién de un problema.
Coherencia en relacién a los modelos de actuacién profesional, problematica, tensiones y 1 %
tendencias de la profesién, problemas a encarar, prevenir o solucionar de acuerdo al PND-BV
Evidencia el logro de capacidades cognitivas relacionadas al modelo educativo como 1 1
resultados de aprendizaje que fortalecen el perfil de la profesion
Responde como propuesta innovadora de investigacién al desarrollo social o tecnolégico. 0.4 0.4
Responde a un proceso de investigacién — accién, como parte de la propia experiencia 0.4 0.4
educativa y de los aprendizajes adquiridos durante la carrera.
RIGOR CIENTIFICO 45 45
El titulo identifica de forma correcta los objetivos de la investigacién 1 1
El trabajo expresa los antecedentes del tema, su importancia dentro del contexto general, del 1 1
conocimiento y de la sociedad, asi como del campo al que pertenece, aportando

Ligniﬁcativamente a la investigacion.
El objetivo general, los objetivos especificos y el marco metodolégico estéan en 1 1
correspondencia.
El andlisis de la informacién se relaciona con datos obtenidos y permite expresar las 0.8 0.8
conclusiones en correspondencia a los objetivos especificos.
Actualizacién y correspondencia con el tema, de las citas y referencia bibliografica 0.7 0.7
PERTINENCIA E IMPACTO SOCIAL 1 1
Pertinencia de la investigacién 0.5 0.5
Innovacién de la propuesta proponiendo una solucién a un problema relacionado con el perfil 0.5 0.5
de egreso profesional
CALIFICACION TOTAL * 10 10
* El resuitado sera promediado con la calificacion del Tutor Revisor y con la calificacién de obtenida en la
Sustentacion oral.

No. C.1.0201316650 Fecha: 20 de agosto de 2018
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CERTIFICADO PORCENTAJE DE SIMILITUD

Habiendo sido nombrado TELMO ARIEL ESCOBAR TROYA, tutor del trabajo de titulacion certifico que
el presente trabajo de titulacion ha sido elaborado por DANIEL XAVIER REGATO CAJAS,
C.C.:0917180465, con mi respectiva supervision como requerimiento parcial para la obtencion del titulo
de BIOLOGO.

Se informa que el trabajo de titulacion: _Andlisis por el mét ) del nivel de ntacion de AD.

espermdtico de la muestra poblacional de hombres en Guayaquil , ha sido orientado durante todo el
periodo de ejecucion en el programa antiplagio URKUND quedando el 5 % de coincidencia.

(URKUND
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Instances where selected sources appear:
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/
Blgo. TELMO[RIEL ESCOBAR TROYA Msc
C.1. 0201316650
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Guayaquil, 31 de agosto del 2018

Blga.

Moénica Armas Soto. MSc.

DIRECTORA DE LA CARRERA BIOLOGIA
FACULTAD CIENCIAS NATURALES
UNIVERSIDAD DE GUAYAQUIL

De mis consideraciones:

Envio a Ud. el Informe correspondiente a la REVISION FINAL del Trabajo de Titulacion
~Andlisis por el método SCD del nivel de fragmentacion de ADN espermdtico de la muestra
poblacional de hombres en Guayaquil del estudiante DANIEL XAVIER REGATO CAJAS. Las
gestiones realizadas me permiten indicar que el trabajo fue revisado considerando todos los
pardmetros establecidos en las normativas vigentes, en el cumplimento de los siguientes
aspectos:

Cumplimiento de requisitos de forma:

e El titulo tiene un maximo de 20 palabras.

® La memoria escrita se ajusta a la estructura establecida.

e Ll documento se ajusta a las normas de escritura cientifica seleccionadas por la
Facultad.
La investigacion es pertinente con la linea y sublineas de investigacién de la carrera.
Los soportes tedricos son de mdximo 25 afios.
La propuesta presentada es pertinente.

Cumplimiento con el Reglamento de Régimen Académico:

El trabajo es el resultado de una investigacion.

El estudiante demuestra conocimiento profesional integral.

El trabajo presenta una propuesta en el drea de conocimiento.

El nivel de argumentacion es coherente con el campo de conocimiento.

Adicionalmente, se indica que fue revisado, el certificado de porcentaje de similitud, la
valoracion del tutor, asi como de las pdginas preliminares solicitadas, lo cual indica el que el
trabajo de investigacion cumple con los requisitos exigidos.

Una vez concluida esta revision, considero que el estudiante DANIEL XAVIER REGATO
CAJAS esta apto para continuar el proceso de titulacion. Particular que comunicamos a usted
para los fines pertinentes.

Atentamente,

W,

BLGO"XAVIER ALVAREZ M RO, Ph.D.
C.1. 0908695364
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I ANEXO 8

Titulo del Trabajo: Andlisis por el método SCD del nivel de fragmentacién de ADN espermético de
la muestra poblacional de hombres en Guayaquil .
Autor: Daniel Xavier Regato Cajas

RUBRICA DE EVALUACION MEMORIA ESCRITA TRABAJO DE TITULACION

ASPECTOS EVALUADOS PUNTAIE | CALF. COMENTARIOS
MAXIMO
ESTRUCTURA Y REDACCION DE LA MEMORIA 3 2.8
Formato de presentacién acorde a lo solicitado 0.6 0.6
Tabla de contenidos, indice de tablas y figuras 0.6 0.5
Redaccién y ortografia 0.6 0.5
Correspondencia con la normativa del trabajo de titulacién 0.6 0.6
Adecuada presentacion de tablas y figuras 0.6 0.6
RIGOR CIENTIFICO 6 6
El titulo identifica de forma correcta los objetivos de la 0.5 0.5
investigacion
La introduccién expresa los antecedentes del tema, su 0.6 0.6

importancia dentro del contexto general, del conocimiento y de la
sociedad, asi como del campo al que pertenece

El objetivo general estd expresado en términos del trabajo a 0.7 0.7
investigar

Los objetivos especificos contribuyen al cumplimiento del objetivo 0.7 0.7
general

Los antecedentes tedricos y conceptuales complementan y 0.7 0.7
aportan significativamente al desarrollo de la investigacién

Los métodos y herramientas se corresponden con los objetivos de 0.7 0.7
la investigacién

El andlisis de la informacién se relaciona con datos obtenidos 04 0.4
Factibilidad de la propuesta 0.4 0.4
Las conclusiones expresa el cumplimiento de los objetivos 04 04
especificos

Las recomendaciones son pertinentes, factibles y vélidas 0.4 04
Actualizacién y correspondencia con el tema, de las citas y 0.5 0.5
referencia bibliografica

PERTINENCIA E IMPACTO SOCIAL s 0.9
Pertinencia de la investigacién/ Innovacién de la propuesta 0.4 0.3
La investigacién propone una solucién a un problema relacionado 0.3 0.3
con el perfil de egreso profesional

Contribuye con las lineas / sublineas de investigacién de la 0.3 03
Carrera/Escuela

CALIFICACION TOTAL* 10 9.7

* El resultado serd promediado con la calificacion del Tutor y con la calificacién de obtenida en la
Sustentacion oral.

/,K“N'v %’W\

Blgo Xavier Alvatez Monter
No. C.I. 0908695364 Jfecha: viernes 31 de agosto del 2018
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ANEXD 10
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REPOSITORIO NACIONAL EN CIENCIA Y TECNOLOGIA

FICHA DE REGISTEO DE TESIS TEABATG DE GEADUACION

[ TITOLO ¥ SUBTITULD: |

Al EL DE
FRAGMENTACION DE ADN ESFERMATICO DE LA MUESTEA

POELACTONAL DE HOMBEES EN GUAYAQUIL.

[ ATTORIES) .
rapedlidos momrhres): FEGATO CATAS DAMIEL XAVIER.
Elgo. ALVARES RAOMNTERC 2 AVIER GUILLEFAIG, Ph L
(apellidos mombras): Blgo. ESC0BAR. TROY A TELMO ARTEL, Msc
L TTTOCION: UNIVEREIDAD DE GUAYACHIL
[ TRIDAINFACULTAL: CIENCIAS NATURALES
[ RAES TR ESPE CLALITAT:
[ GEATID OB TENII: BICLOG0
[ FECHA DE PUBLICACTION: | Septiembrs 2013 [ Mo DE PAGINAS: | 7
[ ARFAS TERLATICAR: Thasarralle BiotacmolAEIc CORSArvACIAR T ApoUschasmisess sastaniRla O 10 Tecursns
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EFYWOEREDS:
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con prusbes de mutine 2 75 individoos, de los cuales 45 (37%) foaron considerados pare &l estodio. Se clasificaron an cozfo
Frupos (1) de ssfodio, considerande las actividades bboreles, siemdo lxs dmees carrades para &1, 2l aire Bhre (52, fumadores
33 v, control 4. Em la cormalaciim total da los Factores de [ecidenciz Intergdnica (FII), [a mas ala fos anire ol criterio da 12
sdad com medicamanios (p=0.5) ar 3. Fr cuamo al analisis 4z afinidad do todas las meribestrochorss esparmaticas (hEE);
sl Té% dio uma comrelacion de p=+1.-1. Dy pousgds 3 12 asizracion estirada por los componentes principales; -1 demuesira
1A ascciasidn positiva anire defectn s cabeza ¥ coslla. Por otre lada, el Indice da Fragmentacion (TOF} com mayor moidensia
msgativa se emconird e (-1 con &l 15%. Femalmenie 2 MEE v, 12 fregreantacion dal ADN presenta diferencia no significatz,
ademds sz bognd obsanar qua la infartitidad provocada por 1a fregmestacion dal AN fue dad 208

[ ATITRTO FOF- =] =L 5T
CONTACTO COM Teltfome: 17 [0GCI-I0RANA0I] | E-mall gabo_ 1990 mhot=ar comm
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CONTACTO CON LA Nombre: TACULTAL DE CIEACIAS MATCFRALES
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[ E-matl: mici fcrmeas. o
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CERTIFICACION DEL TUTOR REVISOR

Habiendo sido nombrado TELMO ARIEL ESCOBAR TROYA, tutor del trabajo de
titulacion  Andlisis por el método SCD del nivel de fragmentacion de ADN
espermdtico de la muestra poblacional de hombres en Guayaquil certifico que el
presente trabajo de titulacion, elaborado por REGATO CAJAS DANIEL XAVIER, con
C.I. No. 0917180465, con mi respectiva supervision como requerimiento parcial para la
obtencion del titulo de BIOLOGO, en la Carrera de Biologia/Facultad de Ciencias
Naturales, ha sido REVISADO Y APROBADO en todas sus partes, encontrdndose apto

para su sustentacion.

Guayaquil, 31 agosto del 2018

ol n

Blgo. XAVIER ALVAREZ AHNTERO, Ph.D.
C.I 0908695364
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ANEXO 12

LICENCIA GRATUITA INTRANSFERIBLE Y NO EXCLUSIVA PARA EL
USO NO COMERCIAL DE LA OBRA CON FINES NO ACADEMICOS

Yo, Daniel Xavier Regato Cajas con C.I. No. 0917180465, certifico que los contenidos
desarrollados en este trabajo de titulacién, cuyo titulo es  ANALISIS POR EL METODO SCD DEL
NIVEL DE FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO DE LA MUESTRA POBLACIONAL DE
HOMBRES EN GUAYAQUIL. son de mi absoluta propiedad y responsabilidad Y SEGUN EL Art.
114 del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD
E INNOVACION*, autorizo el uso de una licencia gratuita intransferible y no exclusiva para el
uso no comercial de la presente obra con fines no académicos, en favor de la Universidad de
Guayaquil, para que haga uso del mismo, como fuera pertinente

Déniel Xavier Regato Cajas
NOMBRES Y APELLIDOS DEL ESTUDIANTE
C.l. No. 0917180465

*CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS, CREATIVIDAD E INNOVACION (Registro Oficial n. 899 -
Dic./2016) Articulo 114.- De los titulares de derechos de obras creadas en las instituciones de educacién superior y centros
educativos.- En el caso de las obras creadas en centros educativos, universidades, escuelas politécnicas, institutos superiores
técnicos, tecnoldgicos, pedagdgicos, de artes y los conservatorios superiores, e institutos publicos de investigacion como resultado
de su actividad académica o de investigacidn tales como trabajos de titulacién, proyectos de investigacion o innovacion, articulos
académicos, u otros analogos, sin perjuicio de que pueda existir relacion de dependencia, la titularidad de los derechos
patrimoniales corresponders a los autores. Sin embargo, el establecimiento tendra una licencia gratuita, intransferible y no
exclusiva para el uso no comercial de la obra con fines académicos.
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EUBRICA DE EVALUACTON MERMORIA ESCRITA TRABAJO DE TITULACTON®

HOMBEES EN GUAYAQUIL
Auntor {s); DANIEL XAVIER REGATO CAJAS

[Titulo del Trabajo: ANALISIS FOR EL METODO 5C0 DEL RIVEL DE
FRACMENTACION DE ADN ESPERMATICO DE LA MUESTEA PORLACTONAL DE

[ Fombre del miembro del tribunal de Susfentacion:
M EC WILLIAMS SANCHEF ARIFAGA

Fecha de Snstentacion:

11 de septiembre, 2018

[EVALTACION DE LA EXPOSICION OFAL

PUNTAIJE
MAXIMO

CALF | COMENTARIOS

El ahumno realiza ima presentacion con seEumdad,
dirigiendoze hacia €] tribumal, manfenizndo s
2tencian v marejarde las ransparenciaz o cuzlgmer
giro medio con solura

b2

Capanoad oe aah:: ¥ sntess, Capacidad de
arganizacion, planificacion v habilidad en la gestion
da [z informacion, admirisrando & tempo de la
exposicicn de memera adeczda.

b

Laz 1peas = presentan de mareta Clara ¥
comprersible, dominando 2l tema v uhilizanda
recursos visuales y ejemplos. La ]:rE!.enm:u:'lL s
ariginzl y creativa, sin wse epoesine de animaciones
Los elernertos visuales son adacuadas.

b2

Los comterncos que 2e exponsn son adecuzados,
Zjustado: a [a memoria escrita v enus lensuaje
cientifica.

b2

Eesponce adecuadaments 2 las pregantas dal tmiknmal,
Zu actifud e respetucsa hacia Loz miembros dal
irifumal.

b
-

CALIFICACTION TOTAL **

10

* Laga mismbro del mbumal uhhizar una rubmica para
=i fimma en &l documents individuatmente

Motz Final ds Sustertacion del Trakajo da Trholacion

[ exahzcion

T2 voztemtacion ¥ registan

** El resultado sera promediado con la calificacion de la memaoria escrita para la obtencion de la

FIEMA DEL MIEMBED DEL TRIEUNAL

FIEMA Y 5ELLO

SECEETARIA DE LA CAREERA

C.I No. 0025010608

xii
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UNIDAD DE TITULACION  [oomn

EUBFICA DE EVALTACION MEMORIA ESCEITA TRABATO DE TITULACTON®

[Titule del Trabajo: ANALISIS POR EL METODO SCD DEL MIVEL DE
FRAGMENTACION DE ADN ESFEEMATICO DE LA MUESTEA POELACIONAL DE

HOMBEES EN GUAYAQUIL
Autor {s): DANIEL XAVIER EEGATO CAJAS

[ Nombre del miembro del tribunal de Suzfentacion: | Fecha de Sustentacion;
Bl X AVIER ALVAREZ MONTERD 11 de saptiemibre, 2018

[ EVALTACION DE LA EXFOSICION ORAL FUNTAJE

AMAXIMO CALF. | COMENTARIOS

Elahemrp reahiza vma presentacion com sagundad,
diriggendaze hacia &l mibanal, mantenizndo =0
2tencion vy mansjarde las transparencia: o cualgoier
otro medio con solhora

Capanicad gs mmahe: v andesis, caparidad de
arganizacian, plamificacion v habilidad en la gesticn
de Iz informacion, admirizrands &l Hempo de la
expozicicn de manera adeczda.

Laz 1deas 22 presentan de marera Claray
comprersinle, dominando a] tema v otlizanda
recurzos visuales ¥ sjemplos. La presentacion &5
arigimal ¥ creativa, sinuse exoe:nn de animariones
Los elementos vignales zon adecnadas.

Los comterndas que 28 eXponen s080 adecaados,
Zjustados a la memoria escrifa v ek un lenmuzje
cienfifico.,

Hesponce adecuadamente 2 las preganta: dal mibunal,
s actifud px respetuosa hacia lo: mismbros dal 2
izl
CALTFICACION TOTAL ** 10
* Laca miemibre del trobumal uhivzars una rubrica para Ja evaluacson de Ia sostentation ¥ registrar
=1 fima en 2] docuemento indfiduaineente

** El rasultadp sera promediade com la calificacion de [ memoria escrita para 12 elvtencion éz la
Motz Final ds Sustertacion dal Trabajo da Tialacion

b2

Fa

b2

b2

FIEMA Y SELLO
FIEAA DEL MIEMEBRD DEL TRIBUNAL SECEETARTA DE LA CAREERA

C.I No. 0803605364

xiii
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FEUBRICA DE EVALUACTON MEMORTA FSCEITA TRABATO DE TITULACTON®

[Titulo del Trabaje: ANALISIS FOR EL METODO SCO DEL RIVEL DE

HOMBEES FN GUAVAQUIL
Autor (s): DANTEL XAVIER RECATO CATAS

FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO DE LA MUESTEA POELACIONAL DE

[ Fombre del miembro del tribunal de Susfentacion: | Fecha de Sustentacion
M 3T MONICA ARMAS 30T0.

11 de septiembre, 2018

EVALUACION DE LA EXFOSICION OFAL | FUNTATE

RIAXINIO CALE.

COMENTARIOS

El zhwano realiza vma presentacion con seguridad,
dirigiendaze hacia &l fribmal, mantsnisnda s
2tencion ¥ mansjando las Tansparencias o cualgoer
oiro medio con solhura

Fa

C2paciced oe amalizie v smiesi:, Caparwdadde
arganizacion, planificacion ¥ habilidad en la gestion
de [z informacion, administrando &l tempo de la
SxEposlcion de manera adecuada.

Fa

Laz 10eas e prezentan de mansma Clara y
comprensinle, dominando el tema v uhilizanda
recuraos visuales v gjeniplos. La presentacion =
ariginal ¥ creaiiva, sinwse epcesive de animariones
Los elementos wiznales son adecuadas.

Fa

Lps comterncos que 38 exponsn son adeciados,
Zjustados 2 [a memoria escrita v en un lenzuzje
cisnfifica.

Fa

Fespomss adecuadamente 2 las pregunta: dal mbumal,
s actined e respetnosa bacia oz miembros dal 2
triumal.

CALTFICACTION TOTAL ** 10

su firmia en &l documents individuaimente.
** El resultado sera promediado con 1a calificacion de la memaria escrita para la
Motz Final da Sustentacion del Trabajo de Trulacion

* Laga mismbro del fmbumal uhlizara wna Tubmca pera [a evahmacion de la sustenfacion y regisiran

pirtercion de la

FIFA{A ¥V SELLD
FIEA[A DEL MIEAMBED DEL TEIBUNAL SECEETARTADE LA CARRFRA

C1 Ro. 007636240

Xiv
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ANEXD 185-4

TRABAJD DE TITULACTON)
TITULD DEL TRABAJD DE TITULACION: Analisiz par & métods SCD del mivel de

ﬁ:%udﬁm de ADN ﬁiﬁtﬂ de la muesira %hhr_l-:-nll de bombres en Guavaquil

NOTA
EVALUACIONDELA | Calificacion del Tutor del Trabajode | P
MEMOEIA Tindacion L.
ESCRITA Lahhcacson del Tutor Esnzor del | MUTA
Trabajo fnal de Timalacion B

x

EVALUACIONDELA | Cabfcacion de 2 stentacion del
SUSTENTACION ORAL | Trabejo de Timlacion & Tribural | NOTA
RS0 MOMITA Tromedin | PARCIAL
ARMAS 30TO 3
[ Al XAVIER
ALVARET MONTERD
RS WILLIARS
SANCHEEZ ARIZAGA
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RESUMEN

Una de las causas de infertilidad masculina es la fragmentacion del ADN espermatico.
En este trabajo se evaluaron pacientes por espermatograma y Dispersion de la
Cromatina Espermética (SCD). Para esto, se sondearon con pruebas de rutina a 75
individuos, de los cuales 43 (57%) fueron considerados para el estudio. Se clasificaron
en cuatro grupos (G) de estudio, considerando las actividades laborales, siendo las areas
cerradas para G1, al aire libre G2, fumadores G3 y, control G4. En la correlacién total
de los Factores de Incidencia Intergénica (FII), la més alta fue entre el criterio de la
edad con medicamentos (p=0.9) en G3. En cuanto al andlisis de afinidad de todas las
morfoestructuras espermaticas (MEE); el 76% dio una correlacion de p=+1,-1. De
acuerdo a la asignacion estimada por los componentes principales; G-1 demuestra una
asociacion positiva entre defecto de cabeza y cuello. Por otro lado, el Indice de
Fragmentacion (IDF) con mayor incidencia negativa se encontré en G-3 con el 29%.
Finalmente la MEE vy, la fragmentacion del ADN presenta diferencia no significativa,
ademas se logré observar que la infertilidad provocada por la fragmentacion del ADN
fue del 20%.

PALABRAS CLAVES

Contaminacion ambiental, Degradacion, Espermatozoide, Infertilidad.
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ABSTRACT

One of the causes of male infertility is spermatic DNA fragmentation. In this work,
patients were evaluated by spermatograms and Sperm Chromatin Dispersion (SCD).
This is plumbed with routine testing to 75 individuals, of which 43(57%) were
considered for the study. They were classified in to four study groups (G), considering
work activities, being closed areasG1, open airsG2, smokingG3 and control G4. In total
correlation of the factors of intergenic incidence (FII), the highest was from the criterion
of age with medicines (p=0.9) in G3. Analysis of affinity of all sperm morfoestructuras
(MEE); 76% gave a correlation of p= +1, -1. According to the allocation estimated by
main components; G1 shows a positive association between defects in the head and
neck. On the other hand, the fragmentation index (IDF) with increased negative
incidence was found in G3 with 29%. Finally, the MEE and the fragmentation of the
DNA present no significant difference, also managed to observe that the infertility
caused by the fragmentation of the DNA was 20%

KEY WORDS
Degradation, Environmental pollution, Infertility, Spermatozoon,
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1. Introduccién

La infertilidad, es un grado de patologia que puede ser de caracter fisioldgico,
congénito o genético que sufre un 15% de las parejas en el mundo. Entre los factores de
riesgo que inciden; esté el uso inadecuado de métodos y medicamentos anticonceptivos.
Segun reportes de un total de consultas dirigidos a esta poblacion basado sobre el factor
de infertilidad, se estima que puede llegar al 50% entre hombres y mujeres (1:1) (Jalén
Monzon et al., 2006). De acuerdo a datos reportados por La Clinica de Fertilidad
Innaifest, (2016), indica que la tasa de infertilidad en Ecuador se enmarca entre el 12%
y 15% de parejas en edad reproductiva y, sin excepcion de clases sociales (Innaifest,
2016).

Entre las causas de infertilidad en el género masculino se encuentran los problemas
obstructivos de la via seminal, el fallo testicular primario, el varicocele, las infecciones
urogenitales o los disturbios endocrinos entre otros. También existe un porcentaje de
varones en los que no se encuentra una causa especifica de infertilidad. (Jalon Monzon
et al., 2006)

¢En que afecta los distintos ambientes laborables sobre la fragmentacion del ADN

espermatico en hombres infértiles de este estudio?

Varios reportes demuestran datos comparativos de la técnica de Dispersion de la
Cromatina Espermaética (SCD) versus las técnicas de SCSA, TUNEL, COMETA vy,
DBD FISH; mostrando resultados no significativos entre ellas, por lo que ademas de ser
una técnica altamente fiable, eficiente y practica varios autores sugieren su utilizacion
para la evaluacion de la fragmentacion de ADN espermatico. (Chohan, Griffin,
Lafromboise, De Jonge, & Carrell, 2006)

Para poder determinar la fragmentacion del ADN existen varias herramientas vy,
entre las que se enmarcan en lo molecular esta la técnica de la SCD Salvador Zaira,
(2018), la cual se basa en la observacion dada por la fluorescencia provocada en la
desnaturalizacion del ADN, la misma que indica la formacion de un bucle (halo) en una

region de la molécula cuando su estado esta degradada (ruptura de regiones



espaciadoras del ADN cromosomico). Este método es relativamente nuevo y se reporta
como una técnica simple, especifica, altamente reproducible y, econémica (Fernandez et
al., 2003).

En este trabajo se evaluaran tres grupos de pacientes y uno de prueba (control),
para determinar la viabilidad celular y los niveles de Fragmentacion del ADN
espermatico en la poblacion masculina de la ciudad de Guayaquil. Con la finalidad de
establecer la incidencia de la infertilidad; se realiza la relacion de los factores

morfométricos celulares frente a la Fragmentacion del ADN Espermatico por (SCD).



Capitulo 1

1.1. Justificacion

En el proceso de la fecundacion el ADN gendmico del espermatozoide aporta la mitad
del material genético a la ascendencia, en la actualidad los pardmetros obtenidos a
través de un espermatograma no dan una informacion completa sobre el potencial
fecundante del semen y la capacidad de dar lugar a un embrién sano y un embarazo
evolutivo. Es por esto que ha aumentado el interés en desarrollar técnicas encaminadas a
evaluar la fragmentacion del ADN espermatico, ya que en cualquiera de las etapas del
proceso de la espermatogénesis se puede producir algun tipo de dafio, siendo éste un
fendmeno multifactorial y no del todo delimitado. Actualmente la infertilidad es un
problema global que va en aumento y se ha demostrado que la calidad del ADN del
espermatozoide puede afectar la fecundacién; es por ello que la evaluacion de la
integridad del ADN, ademas del estudio de los parametros seminales, puede aportar
informacidn adicional acerca de la calidad del de la infertilidad masculina y asi orientar
de mejor manera a las parejas.(Quintero—Vasquez, Bermudez-Cruz, & Castillo-Cadena,
2015)

Las poblaciones que viven en ciudades y zonas urbanas densamente pobladas estan
permanentemente expuestas a la contaminacion atmosférica producto de su actividad
laboral o por condiciones atmosféricas debido al auge de industrias y avances
tecnoldgicos, que afectan nuestra salud en muchas maneras. (Bosco et al., 2018)

Los distintos tipos de ambientes de trabajo pueden ayudar a minimizar estos riesgos o
agravarlos, uno de los dafios que producen este tipo de contaminacion es el de la
fragmentacion del ADN espermatico, esta condicidn es multifactorial y se puede dar por
patoldgicas locales o sistémicas, enfermedades bacterianas y condiciones

ambientales.(Fraczek, Szumala-Kakol, Dworacki, Sanocka, & Kurpisz, 2013)



La fragmentacion del ADN espermatico se reconoce cada vez mas como una causa
importante de infertilidad. En este estudio se usara como método la prueba de
Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD), la cual es relativamente nueva para la
deteccion de la fragmentacion del ADN espermatico en el semen. La prueba de SCD se
basa en el principio de que los espermatozoides con ADN fragmentado no producen el
halo caracteristico de los bucles de ADN dispersos que se observa en la cabeza de los
espermatozoides con ADN integro o sano. La prueba SCD es un método simple,
preciso, altamente reproducible y de bajo costo para el analisis de la fragmentacion del
ADN espermatico en esperma y esperma procesado. Por lo tanto, la prueba SCD se
podria utilizar potencialmente como una prueba de rutina para el analisis de la
fragmentacion del ADN espermatico en cualquier laboratorio de andrologia.(Fernandez
et al., 2003)

En Ecuador no se registran trabajos relacionados con la fragmentacion del ADN
espermatico y su relacién con la salud reproductiva, reproduccion asistida y la

contaminacién ambiental.

1.2. Planteamiento del problema

La calidad y la cantidad de los espermatozoides son vitales para la reproduccion de
cualquier especie, ya que a mayor numero de lesiones en el ADN de los
espermatozoides, menor sera la probabilidad de un embarazo a término (Salvador Zaira,
2018), la contaminacion ambiental en las zonas urbanas producida por condiciones
atmosféricas, radiacion, vibracion, ionizacion del aire, contaminacion luminica,
temperatura a las cuales estamos expuestos todos los dias de manera continua o por
largos periodos en las Gltimas décadas, han provocado una declinacién de la produccion
y calidad de espermatozoides generando un problema de salud reproductiva. (Bosco et
al., 2018)

El anélisis del espermatograma es utilizado como una prueba basica de evalua la calidad

seminal, recientemente el analisis de fragmentacion espermatica a tomado importancia



dado los diversos estudios que han demostrado que la integridad de ADN en el
espermatozoide puede afectar la fecundacion o la evolucion del embrion. (Portella,
Lopez, Noriega-Hoces, & Guzman, 2013)

En los tratamiento de reproducion asistida, la integridad del ADN en el espermatozoide
es esencial para el correcto desarrollo del embrion, una elevada cantidad de
fragmentacion del ADN estan estrechamente relacionados en la infertilidad del hombre,
como en aborto espontaneos en la mujer, si se llega a fecundar no hay registro que
demuestren que afecta la primera y segunda etapa de escision del embrion, pero si
cuando esté en blastocito o cuando el gen paterno se active. (CeFeGen, 2018)

2. HIPOTESIS

La Fragmentacion del ADN puede ser causada por los distintos tipos de ambiente en los
que laboran los hombres infértiles.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo general:

Determinar el nivel de fragmentacién del ADN espermatico por la técnica SCD en una
poblacién de hombres infértiles en Guayaquil.

3.2. Objetivos especificos:

e Categorizar la poblacion de acuerdo a los criterios de inclusién y exclusién

epidemioldgica y sus areas de incidencia.

e Analizar la incidencia de la contaminacion atmosférica asociada a la calidad de

espermatozoides en una poblacién mestiza ecuatoriana.

e Correlacionar las tipologias fenotipicas frente a las moleculares de los

espermatozoides.



Capitulo 11

4. Antecedente

En América Latina méas de 100 millones de personas viven en areas susceptibles a la
contaminacion atmosférica (Pb, Cd, As, CO: etc) segin la OMS; 17 de 33 paises de
esta region se han visto la tarea de medir la calidad del aire de alguna manera, de
acuerdo a estos reportes las estaciones suelen estar ubicadas en las ciudades con mayor
indice de personas en cada pais,(OPS OMS, 2016). Los ambientes tdxicos y, una vida
sedentaria y ciertos habitos como el consumo de cigarrillo, droga, alcohol; provocan un
decaimiento en la salud general de las personas, entre ellos esta la infertilidad que segun

nuevos reportes va en aumento en este nuevo siglo(Antonio Requena, 2013).

Como parte del examen de rutina que se emplea para detectar las causas de la
infertilidad esta el espermatograma, el cual se basa en la examinacion de los pardmetros
seminales para identificar la causa de la patologia (Ivan Ochoa, 2012), cuando los
valores dan normales (20 a 30%); se recurre a otro tipo de prueba la cual se examina el
ADN espermatico; puesto que para una correcta fecundacién la molécula debe llegar sin
ninguna anomalia ni ruptura (Cortés-Gutiérrez, Davila, Lopez-Fernandez, Fernandez, &
Gosélvez, 2007),cuando esto sucede se determina el grado de dafio; para relacionar la
degradacion frente algin factor sea interno o ambiental que podria ser el causal de la
infertilidad, entre los factores internos que pueden dafiar el ADN esta la apoptosis,
remodelacion de la cromatina espermatica y, los radicales libres de oxigeno (Sakkas &
Alvarez, 2011).



4.1. Factores ambientales

Los niveles de particulas en suspension permitidos OMS, (2018) para el ser humano
debe estar max. 20 pg/m3. En Ecuador, las ciudades que registran limites superiores son
Santo Domingo con 33 pg/m®y, Milagro (Prov. Guayas) con 32 pg/m?. (Ministerio del
Ambiente, 2014)

Segun reportes del proyecto Huellas de Ciudades; en la ciudad de Guayaquil se genera
6,8 tonelada de metales pesados, particulas en suspension y didxido de carbono (COy) al
afio, de las cuales 39% provienes del trasporte (principalmente por el consumo de
gasolina y Gas Licuado de Petroleo GLP), 25% de residuos (disposicion de desechos),
16% de zonas residenciales (Consumo de energia eléctrica y GLP), 14% del sector
industrial (por uso eléctrico y diésel) y 6% del comercio e institucional.(Fundacion
Futuro Latinoamericano (FFLA), 2015)

La contaminacion es una de las causas por las que segun estudios de Rubes, Selevan,
Sram, Evenson, & Perreault,( 2007) los hombres que tienen una delecion homocigética
del gen glutathione S-transferasa mu 1 (GSTM1) son méas propensos a sufrir un dafio
del ADN espermatico por factores ambientales, los estudios revelaron que los
metabolitos cancerigenos de hidrocarburos policiclicos aromaticos (CPAHS), se pueden
acumular en los testiculos vy, el epididimo los cuales pueden interferir en la
espermatogénesis, estos metabolitos pueden reaccionar con el ADN y pueden provocar
mutaciones en el nucleo de los espermatozoides.

Bosco et al. (2018) Concluyé que los efectos de los contaminantes ambientales tienen
un impacto sobre la cromatina de los espermatozoides, y que los valores por encima del
30% en el Indice de Fragmentacién del ADN (IDF) indican problemas claros de
infertilidad. Por otro lado, los factores térmicos estan relacionados con el estrés
oxidativo, los cuales producen dafo directo o indirectamente al esperma, por medio de
un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y actividad

de los antioxidantes; provocando fragmentacién del ADN, (Rose et al., 2018)



4.2. Tabaquismo

El consumo de cigarrillo esta asociado a muchos problemas de salud, aproximadamente
el 15% de las personas en el mundo son identificadas como infértiles debido a su
consumo, de los cuales los hombres constituyen el 50-60% (Harlev, Agarwal, Gunes,
Shetty, & du Plessis, 2015), cuando una persona consume cigarrillo provoca la
liberacion del Cadmio en nuestro organismo que ingresa por los pulmones y alcanza el
semen por medio de la sangre que llega a los testiculos, este metal toxico desequilibra
el nivel Reactivo de la Especies de Oxigeno ROS en el plasma seminal, afectando la
morfologia del ADN espermatico. (Ranganathan, Rao, Sudan, & Balasundaram, 2018)

Segln Lingappa et al. (2015) concluyeron que la mayoria de los hombres infértiles sin
una causa aparente demostrada mediante examenes fisico-quimicos y morfométricos del
semen eran fumadores, y que los parametros seminales vitales fueron notablemente
bajos debido al tabaquismo, ademas de que se producia un declive adicional por el

consumo continuo y superior a los 5 afios.

4.3. Espermatograma

Es una herramienta béasica que proporciona informacion paraevaluar el nivel
de fertilidad en el vardn; este examen clinico mide los parametros bésicos fisico-
quimicos del semen y el morfoldgico del espermatozoide, en los estudios también se
observan otras variables como la edad, dias de abstinencia, padecimiento congénito,
enfermedades padecidas y actividad laboral. (Ivan Ochoa, 2012)

Jose Ortiz (2014) Se estima que de todos los pacientes que son sometidos a un
espermatograma basico, solo el 25% de los casos no se puede detectar la causa del
problema, por este motivo se envia hacer una prueba molecular para detectar problemas
en el ADN espermatico; de ahi qué, el otro porcentaje entre el 20% o 30% de ellos los
resultados salen normales, y el resto se detecta el problema; dependiendo de este

resultado el paciente es sometido un tratamiento (Instituto BERNABEU, 2018)



Segun Cutié, Napoles, and Fabars, (2016) sobre una poblacién de pacientes infértiles se
estableci6 que el factor que predomino fue la enfermedad del Varicocele, se determiné
que ninguno de los pacientes vivia o trabaja en ambientes tdxicos, cuando se obtuvieron
los valores de la morfologia de estos pacientes; los espermatozoides normales y
deformes, sin embargo se comprobd que todos los pacientes tenian habitos toxicos
como fumar y consumir alcohol, al contrastarlos con los pacientes que no tenian estos

habitos; sus valores de morfologia espermatica eran normales para estos Gltimos.

4.4, Molécula de Acidodesoxirribonucléico (ADN)

En la fecundacién se da la biparticion del material genético a su progenie, por esta
razén es esencial que llegue de manera viable, son tres etapas las que debe cruzar el
ADN antes de tomar su estructura definitiva, la primera etapa es la Mitosis que es una
division celular, la segunda etapa es la Meiosis la cual produce células haploides propias
de las células sexuales y la tercera etapa es la espermiogénesis donde el ADN cambia de
histonas por protaminas para poderse enrollarse y reducir hasta 6 veces su tamafio para
poder estar dentro de la cabeza del espermatozoide la cual es la célula mas pequefia del
hombre(E & Jj, 2017).

4.5. Técnica Molecular de Dispersion de la Cromatina Espermética (SCD)

Esta prueba, asi como otras se utilizan para determinar la fragmentacion del ADN
espermatico, cuando en el examen de espermatograma no Se encuentra una causa
aparente de la condicién de infertilidad, muchos estudios determinan a esta prueba
como simple, de bajo costo, que no requiere de una persona especializada, precisa y
altamente reproducible. (Fernandez et al., 2003)

Segun un reporte, cuatro técnicas SCSA (Ensayo de la Estructura de la Cromatina
Espermatica), TUNEL (Terminal dUTP nick-end Labeling Assay), SCD (Dispercion de
la Cromatina Espermatica) y AOT (Ensayo de Naranja de Acridina) se utilizaron para



comparar entre si el nivel de fragmentacion del ADN, entre los resultados, las técnicas
SCSA, TUNEL y SCD registraron valores diferenciales no significativos entre ellas,
habiendo diferencia con la técnica AOT. El indice de Fragmentacion (IDF); para la
técnica molecular AOT mostros rangos mayores que las técnicas SCSA, TUNEL y

SCD, siendo esto significativo en las tres frente a AOT.(Chohan et al., 2006)

Dorado Silva et al. (2008) Al intentar correlacionar los pardmetros seminales con el
nivel de fragmentacion del ADN aplicando el método del SCD de 212 pacientes, solo
considero como una patologia a la fragmentacion; cuando los niveles superaban el 30%.
Por otro lado, no encontr6 diferencia significativa entre el dafio del ADN y la
morfologia, mientras tanto que la correlacion negativa entre el porcentaje de movilidad

y, la fragmentacién fue significativa para el indicador.

Portella, Lopez, Noriega-Hoces, & Guzméan (2013) En su modelo predictivo analizd
316 pacientes con un rango de edad de 22 a 68 afios y, con un promedio de 40 (DV: %
7) afios de edad, se determind que los rangos asignados pueden incidir en los valores de
la viabilidad y motilidad; también demostré una correlacion negativa con la

fragmentacion de ADN espermatico, en este Gltimo utilizando la técnica de SCD.

Bosco et al., (2018) Realizaron un trabajo para determinar la relacion entre la calidad de
ADN espermatico frente a los factores ambientales, los resultados demostrados
estimaron una asociacion con la calidad del semen, puestos que los pacientes que vivian
en areas con los niveles de contaminacion por debajo de los establecidos o que no
trabajaran en ambientes tdxicos, daban un porcentaje de fragmentacion por debajo del
30%. Los autores concluyen que los factores ambientales afectan en la fragmentacién
del ADN v, sugieren que se podria considerar esta prueba como un bioindicador
sensible y temprano sobre los efectos de la contaminacién ambiental en la calidad del

semen.

10



5. Marco Tedrico
5.1. Etapas de la espermatogénesis

La formacion de los gametos masculinos sigue el proceso de meiosis para formar 2
células de igual tamarfio y composicion (divisiones simétricas). Ademas, en el tercer mes
de embarazo de los fetos masculinos, al contrario de lo que ocurre en los femeninos, las
pre- espermatogonias no se multiplican, sino que entran en un periodo de latencia en el
que van a permanecer practicamente hasta la pubertad del nifio. En la pubertad, inician
un intenso proceso de multiplicacion celular mediante mitosis sucesivas y continuas,
que forman las espermatogdnias y estas los espermatocitos primarios, en los que se
inicia el proceso de la meiosis. En esta, se produciran 4 espermétidas con la mitad del
namero de cromosomas, las cuales seguiran un proceso de transformacion celular para
adquirir la estructura de espermatozoides maduros.(Reus Rebeca, 2017)

Esta Gltima transformacion es un proceso complejo, que no solo incluye la pérdida del
citoplasma y la adquisicion del flagelo, sino una importante modificacion de la
estructura de la cromatina del nucleo. Basicamente se trata de cambiar la configuracion
de la estructura de la cromatina para que el ADN se compacte mucho mas, de forma que
se pueda incluir en el pequefio espacio del nacleo del espermatozoide (que es la célula

mas pequefia de los seres humanos).(Martinez-Frias, 2010)

5.2. Mutaciones en el ADN

Las mutaciones son cambios en los genomas de los biomas y, elementos no bioldgicos,
estas pueden ser congénitas o inducidas, de acuerdo a su origen su efecto podria afectar
a la funcionabilidad de las células somaticas o germinales. Los tipos de mutaciones
pueden ser puntuales; las mismas que se enmarcan sobre los cambios en la organizacion
de los genes o grupos de genes especificos y, no producen una alteracion al fenotipo.
Por otro lado, estan los del tipo cromosomico, siendo en los autosomas o sexuales cuya
consecuencia puede ocurrir en la forma estructural de la molécula de los acidos

nucleicos;
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Delecion: es un tipo de mutacion genética en la cual se pierde material genético, desde
un solo par de nucleétidos de ADN hasta todo un fragmento de cromosoma. (NHGRI,
2016)

Duplicacion: es un tipo de mutacion donde se produce una 0 méas copias de un gen o
region de un cromosoma.(NHGRI, 2016)

Translocacion e Inversion: es un cambio localizado de una region del cromosoma a otro

cromosoma. (Adam, 2018)

Numéricos; Aneuploidia y Poliploidia son mutaciones que se producen en la meiosis,
cuando no se separan los cromosomas correctamente por lo que una de las células recibe

el par de la otra.(Manuel & Herrera, 2010)

5.3. Fragmentacion del ADN espermatico

Este proceso puede ocurrir en varias regiones del ADN, el punto cardinal de este evento
es la translocacion o delecion de fragmentos de nucledtidos, lo que conduce a la
segmentacion de una o varias regiones de la molécula, los mismos que pueden ser
provocados durante la produccion o el transporte a las células espermaticas. En el marco
de este proceso puede ligarse a la apoptosis celular y, la remodelacion de la cromatina
espermatica en las cadenas de ADN, cuando los espermatozoides son trasportados desde
los tubulos seminiferos al epididimo, este ciclo también puede ser alterado por la
sintesis de los radicales libres de oxigeno (incluido el radical hidroxil y oxido nitricos)
Fig.1

Varios reportes dirigen sus resultados al efecto que producen los factores fisico-

quimicos del entorno del individuo. Entre los externos estan la radiacion ultra violeta,

quimioterapia, compuestos ambientales, cigarrillo y humo del tabaco(Sakkas &
Alvarez, 2011)
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Espermatogonia

Espermatocitos

Espermatides Tempranas

Espermatides elongadas

(1) Apoptosis durante |3 espermatogénesis
(Il) Roturas de |z cadenas de ADN durante Iz
espermiogénesis

(IV) Fragmentacion del ADN inducida por caspasas
endogenasy endonucleasas

(V) Dafio del ADN inducido por radio y quimioterapia
ﬂ (VI) Dafio del ADN inducido por toxicos ambientales

[Iil) Fragmentacion postestircular del
ADN viz RCS

Figura 1 Principales factores de la fragmentacion espermatica a partir de la apoptosis en la célula de
Sertoli hasta los factores externos como la contaminacion atmosférica y la radiacion (Sakkas & Alvarez,
2011)

5.4. Apoptosis en el proceso de espermatogénesis

La muerte celular programada, es un mecanismo de desactivacion funcional de la célula,
lo que conduce a la lisis y, deceso regulado; este proceso es activado por un conjunto de
genes especificos microRNAs/miRNAs. (Su, Yang, Xu, Chen, & Yu, 2015) , estos genes
sintetizan moléculas efectoras cuya funcién es la creacion de una barrera natural, la cual
inhabilita la supervivencia y amplificacién de células infectadas o con deterioro a nivel

del genoma y su diseminacion. (Su et al., 2015)

Durante el proceso de espermatogénesis el mecanismo de seleccién de células
germinales sanas esta supervisada por las células de Sertoli, las cuales son responsables
del etiquetado y la induccion de la Apoptosis, esto es en un 50 a 60% de todas las
células germinales que entran en la fase de Meiosis I. Por otro lado, estas células

reguladoras, cuando existe deterioro o contaminacion de celulas por agentes virales o
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microbianos intracelulares, asignan a dichas células con marcadores apoptéticos de tipo
Fas; para poder ser fagocitadas y eliminadas. (Verbrugge, Johnstone, & Smyth, 2010)

Una vez ocurrido el proceso de etiquetado de la membrana celular e induccion de sefial
para el mecanismo humoral, varios reportes han demostrado que este mecanismos no es
100% efectivo, para obtener células sanas, y concluyen que un porcentaje de estas
células germinales con caracteristicas defectuosas entran en el proceso de remodelacion

en la espermiogénesis y, posteriormente en la eyaculacion.(Sakkas & Alvarez, 2011)

5.5. Remodelacion de la cromatina espermatica en las cadenas de ADN

La cromatina es un compuesto que esta formado por el ADN vy las histonas, estos
constituyen la base para poder formar los cromosomas, los mismos que se forman
cuando el ADN que esta formado por &cidos se acoplan a las histonas que tienen bases,
esto permite darle estabilidad a la molécula para asi poder enrollarse sobre si mismas al
punto de poderse empaquetar, todo esto ocurre durante la etapa de la Profase en la
Meiosis. (Gupta, Pentakota, Mishra, Jones, & Rao, 2017).

En el proceso de la espermatogénesis este compuesto se ve reorganizado en su
estructura y funcidn, durante el empaquetamiento del ADN las enzimas endonucleasas
se activan para ayudar en la creacion y los cortes de los nudos de la cromatina, estas
digestiones permiten una disminucion de la tension torsional del espiral de la molécula,
y facilitar la sustitucion de las histonas por protaminas, (Celeste, 2016). Por otro lado de
no ocurrir este proceso, puede culminar con anomalias en el empaquetamiento o cortes

en los nudos que no fueron reparados en el cromosoma.(E & Jj, 2017)

5.6. Efecto de los Radicales Libres de Oxigeno (ROS) en el ADN

Las células para poder realizar la sintesis de biomoléculas necesitan de energia, la cual
adquieren por el desdoblamiento de los nutrientes en reaccion con el oxigeno en las

mitocondrias durante este proceso también se producen los radiales libres, sin embargo
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estos ayudan a cumplir funciones en la células, y solo puede ser perjudicial cuando el
namero de radiales sobrepasan al de antioxidantes producido por la misma célula, este

efecto se lo conoce como estrés oxidativo.(Marotte & Zeni, 2013)

Las espermatidas durante el proceso de especializacion celular, para poder adquirir la
estructura de espermatozoides maduros requieren de un gasto de energia y liberacion de
radicales libres, todo esto ocurre cuando circulan por los tibulos seminiferos hacia la
cola del epididimo, la estabilidad de los radicales se estima en nanosegundos o
microsegundos; ese tiempo es suficiente para afectar a los espermatozoides maduros,

considerando que estas células se encuentran altamente comprimidos.(Rose et al., 2018)

5.7. Radiacién y quimioterapia

Los cuerpos producen algin tipo de energia, entre ellas la de mayor emisién es
luminica o calorica. Los efectos colaterales que provocan la exposicion directa a ellos,
ya sea de manera poco frecuente o prolongada; clinicamente la incidencia de esta
exposicion en los seres humanos han sido extensamente estudiados, actualmente con la
tecnologia los estudios apuntan a la radiacion no ionizante y sus efectos en los
organismos, las cuales segun Hill, O’Neill, & McKenna, (2016) concluyeron que la
resonancia magnética a pesar de que se deben hacer mas estudios puede producir
rupturas en la doble cadena de ADN y aberraciones cromosémicas.

Por otro lado estudios sobre la radiacion electromagnética revel6 que el uso continuo
del celular y el lugar donde se lo guarde pueden interferir en el proceso de la
espermatogénesis, puesto que provoca un incremento de la muerte celular programada.
(Abad inés, Deba Shuyana, & Del Rio Javier, 2016)

En cuanto a la radiacion ionica hay reportes de un impacto negativo ante una gran
exposicién, como por ejemplo la quimioterapia con lo que son tratados los pacientes
con cancer, el cual provoca en los espermatozoides dafios significativos en el ADN al
nivel de la cromatina, reduciendo el nivel de protaminacion; alterando la compactacion
del ADN.(Flaherty, 2014)
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5.8. Técnicas para determinar la fragmentacion del ADN Espermatico

Varias técnicas son empleadas para determinar la fragmentacion del ADN,
cronoldgicamente el ensayo de la estructura en la cromatina espermatica (SCSA) fue el
primer método usado a principios de los 90, con la cual se pudo desarrollar el (IDF)
indice de fragmentacion, por medio de la desnaturalizacion del ADN por &cido. La cual
se inicia utilizando un &cido (1,2 pH) que nos permite abrir las cadenas de ADN con lo
cual podremos tefiirlo con acridina naranja lo que permitird unirse a las cadenas de
ADN vy se marcaran de rojo fluorescente si la cadena tiene alguna ruptura en su
estructura y verde fluorescente si esta intacta fig.2 (Evenson, Jost, Baer, Turner, &
Schrader, 1991)
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Figura 2 se visualiza las dos diferentes tonalidades que el espermatozoide tomara con la tincion
de acridina naranja; verde fluorescente para las cadenas de ADN integras en su estructura, y el
color rojo fluorescente para las cadenas de ADN fragmentadas (Center for Woman’s Health,
2015)

La técnica de TUNEL, cuyas siglas vienen del inglés “Terminal dUTP nick-end
Labeling Assay” fue reportada en 1992, (Gavrieli, Sherman, & Ben-Sasson, 1992). Esta
herramienta es ampliamente usada en muestras de humanos y animales. Se basa en el
uso del marcador trifosfato de desoxiuridina (dUTP), que se agrega a los extremos
libres 3> OH del ADN monocatenario o bicatenario, por medio de una enzima llamada
Terminal Deoxynucle6tidos Transferasa (TdT).

Estos dUTP pueden marcarse directamente sobre la ruptura del ADN o también pueden
darse por la amplificacion para absorber el anticuerpo anti-dUPT, entre mas rupturas
tenga la cadena méas de estos fragmentos se incorporaradn y por ende estard mas tefiida
la célula, esto puede observarse microscopicamente, 0 se puede evaluar por una

citometria de flujo que detecta la fluorescencia intracelular de dUTP marcado con
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fluorocromo y asi evaluar la fragmentacion del ADN. Fig.3 (Sharma, Masaki, &
Agarwal, 2013)

Tecnica
TUNEL

lD Citometria de Flujo

Figura 3 Técnica de TUNEL (Terminal dUTP nick-end Labeling Assay). Se basa en la
integracion de fragmentos dUTP los cuales se unen a las regiones del ADN Dafiados y
mediante un citometria de flujo se puede cuantificar la fragmentacion del ADN
espermatico. (Malvezzi, Sharma, Agarwal, Abuzenadah, & Abu-Elmagd, 2014)

Ensayo del Cometa, (ensayo de electroforesis en gel de células individuales) es una
técnica publicada en 1984, determina el dafio del ADN en las células por medio de
electroforesis, pero en el afio 1996 se modificd para emplearse en espermatozoides, es
un método relativamente simple, el cual revela las roturas de cadena en el ADN en los

espermatozoides individuales (E & Jj, 2017)

Para el desarrollo y, la visualizacion de los resultados de esta técnica, se estima el efecto

en las células espermaticas, para ello se observa la incrustacion del ADN en una capa
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delgada de agarosa, ubicada en una cdmara de vidrio o portaobjetos y se someten a lisis
con detergente en condiciones de alta salinidad. Este proceso elimina protaminas e
histonas que permiten que el nucleo forme una estructura tipo nucleoide que contiene
bucles superenrollados de ADN. Las condiciones de pH alcalinas dan como resultado la
anulacion del ADN bicatenario, y la posterior electroforesis da como resultado la
migracion de hebras rotas hacia el anodo, formando una cola de cometa, cuando se
observa bajo un microscopio de fluorescencia. La cantidad de ADN en la cabeza y la
cola se refleja por su intensidad fluorescente. La fluorescencia relativa en la cola en
comparacion con su cabeza sirve como una medida del nivel de dafio en el ADN.
(Simon & Carrell, 2013).

Actualmente para determinar la fragmentacion de ADN en células germinales de
vertebrados e invertebrados, es la técnicas de Dispersion de la Cromatina Espermatica
(SCD) (Fernandez et al., 2003). El principio basico es la desnaturalizacion del ADN,
donde la formacion de halos de ADN determina la fragmentacion de la molécula. Se ha
comprobado que aquellos espermatozoides con ADN fragmentado no se desnaturalizan
por ende no esta en capacidad de liberar los bucles de ADNA alrededor de la cabeza del
espermatozoide, lo cual se observan Bucles o halos casi imperceptibles o

definitivamente ausencia del mismos.

La valoracion se realiza mediante el conteo de los espermatozoides con halos bien
dispersos de su molécula de ADN cromosémico, versus los que no hayan formado
ningun tipo de halo para poder realizar esta valoracion se debe tener un microscopio
tanto de campo claro como de fluorescencia. También existen herramientas que
permiten hacer esta valoracion de manera computarizada, mediante el uso de programas
tipo CASA (Analizador de Esperma asistido por computadora). La técnica, requiere el

uso de microgeles pero sin electroforesis. Fig.4 (Cortés-Gutiérrez et al., 2007)
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Espermatozoides visto en
microscopia basica

Formacion de halo ADN No Fragmentado Cabezo sin halo ADN Fragmentado

Figura 4 el ensayo de SCD A) formacion de Bucles (halos) tefiidos en la cabeza del espermatozoide que
indica un ADN intacto B) los espermatozoides vistos desde un microscopio de campo claro C) la no
formacion de los Bucles propios del ADN Fragmentado. (Innaifest, 2017)
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Capitulo 111

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Area de estudio:

Se efectud en la provincia del Guayas, ciudad de Guayaquil; con una poblacién mestiza

de hombres que presento un cuadro clinico de infertilidad.

6.2. Disefio experimental:

Se lo realizo en el Centro Nacional de Reproduccion Asistida en el Laboratorio de
Andrologia INNAIFEST. Para esto, se utilizd un método de seleccion primaria no
aleatoria unidireccional, con anexo implicito de cuatro variables cuantitativas

poblacionales, cinco morfoestructurales y una molecular.

6.3. Seleccion de la poblacion

Se eligieron pacientes con problemas de infertilidad que se realizarian la prueba
diagndstica del SCD solicitada por su respectivo Doctor (los cuales dieron su

aprobacion para usar su informacion en este trabajo).

Del tandem de pacientes seleccionados, fueron divididos e identificados en cuatro

grupos de trabajo para su estudio.

- Grupo 1: Pacientes que trabajan en areas de oficinas y que no tiene un contacto
directo con factores contaminantes del medio ambiente.

- Grupo 2: Pacientes que trabajan en areas abiertas y que estan expuesto
directamente y en tiempos prolongados a factores contaminantes del medio
ambiente.

- Grupo 3: Pacientes que fuman y fumadores pasivos.

- Grupo 4: Pacientes donadores (sanos).
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6.4. Matriz de encuesta

Es un formulario protocolo disefiado por el Centro Nacional de Reproduccion Asistida
Laboratorio de Andrologia INNAIFEST; para realizar el registro de los datos de los
pacientes asignados para los exdmenes. Este documento se enmarca en descriptores

bésicos, epidemioldgicos vy, clinico-farmacolégicos.

- Descriptores basicos: Edad, dias de abstinencia, actividad laboral, si en su area
de trabajo usa quimicos, fumay el uso del celular

- Descriptores epidemiologicos: enfermedades (congénitas y adquiridas):
varicocele, papera y enfermedades oncologicas

- Descriptores clinico-farmacoldgicos: registro de tratamientos profilécticos,
intervencion quirdrgica que causa infertilidad. Administracion de medicina.

(Anexo 1)

6.5. Criterios de seleccion para la inclusion y exclusion de las muestras

Estos seran seleccionados en funcion de la alteracion que afecte al resultado como:

- Inclusion: Se toma en cuenta los factores: edad, dias de abstinencia, actividad
laboral, si usa quimicos o tiene alguna enfermedad como Papera, Varicocele, e
oncoldgica, si tiene habitos como fumar o el uso del celular y si se médica.

- Exclusion: Se toma en cuenta los factores: prostatitis, fiebre y registro de golpes
u operacion en la region pélvica o zona de los 6rganos sexuales que causara la
infertilidad.
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a.

6.6. Protocolos para la examinacién del liquido seminal

Toma de muestra

Se lo realiza de acuerdo con las normas publicadas por la Organizacion Mundial de la

Salud (OMS). Para el examen, el laboratorio establece codificar y protocolizar la

muestra del liquido seminal (Cooper et al., 2009) en base a la normativa de la OMS,

para lo cual debe cumplirse lo siguiente.

b.

El paciente debe tener una abstinencia sexual minima de dos y no mas de cinco
dias.

La muestra debe ser obtenida; via Unica de masturbacion, sin lubricacion ni
preservativos.

Se debe recoger la muestra en un frasco estéril de capacidad de 100mL (titulado
con el cdédigo de identificacion de paciente) y, mantener a 37 °C hasta el
momento de los examenes correspondientes.

Las pruebas bésicas, como el espermatograma no debe pasar mas de 90 horas
desde la hora de la recoleccion.

Determinacion de parametros basicos (Volumen Final, Color, pH).
Comprobar el Volumen Final por medio de una jeringuilla de 5 ml, la cual se
realiza por toma directa del volumen total del semen que se encuentra en el
colector.

Observar el color de la muestra, para ver si tiene sangre o si requiere algun tipo
de examinacion clinica, los colores normales son: blanco, opalescente, gris,
perlado.

Medir el pH utilizando tiras de revelado, para lo cual se coloca 10 pl de semen

(pH normal del semen es ligeramente alcalino).

c. Concentracion de espermatozoides por volumen de la muestra

Se coloca 10 pL de semen en la cAmara de Makler (Anexo 2).
Se observa al microscopio invertido en el lente de 10X y objetivo 40X, filtro

monocromatico de luz verde.
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e Se cuenta el numero de espermatozoides (moviles o inmdviles) en 10 cuadros
continuos de la camara Y, en sentido horizontal o vertical (Anexo 3).

e El valor obtenido se multiplica por (206) factor K de la camara, aqui se
determina la Concentracion [cél / mL].

Célculos paramétricos del espermatograma

d. Porcentaje de espermatozoides moviles e inmaviles.

e Se determina con la siguiente ecuacion:

. . # de espermatozoides moviles X 100
% de espermatozoides moviles =

Y. total de espermatozoides moviles e inmoviles

# de espermatozoides inmoviles X 100

% de espermatozoides Inmoviles = _ . : .
) total de espermatozoides moviles e inmoviles

e. Concentracion total de espermatozoides.
e Se calcula con el valor de la Concentraciéon [cél / mL] por el Volumen Final de la
muestra

f. Total de espermatozoides Mdtiles.

e Se calcula mediante la siguiente ecuacion:

_ Concentracion Total Porcentaje de Espermatozoides
Total de espermatozoides _ De Espermatozoides X motiles

Motiles . 100

g. Porcentaje de Traslacion Progresiva y no Progresiva
e Se considera traslacion progresiva a los espermatozoides que se mueven por la
placa, mientras la traslacion no progresiva a los espermatozoides que tiene
movimiento pero de manera oscilatorio o in situ

e Laformula que se usé para determinar los valores fue una regla de 3:
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# de espermatozoides con Traslacion Progresiva X 100

% de Espermatozoides con traslacion Progresiva= S ol d pr— il
otal de espermatozoides moviles

# de espermatozoides con Traslacion no Progresiva X 100

% de Espermatozoides con traslacion no Progresiva= S total d tozoid Vil
otal de espermatozoides moviles

h. Determinacion y célculo de la morfologia estricta (Kruger 2010)
e Se coloca una gota (10uL) de semen en un porta objeto, se realiza un frotis en la

placa para extender la muestra por toda la superficie y se lo deja secar. Fig.5

DATOS DEL PACIENTE -_____..-'
l ] T it
. ' S8
(0 1L e sémen —
(I - ; anqulode 30°C

Figura 5 Demostracion del frotis de la muestra de semen en la placa porta objeto

e La fijacion y la tincidn se la realiza utilizando el Kit de tincion Diff — Quick

(DADE) (Microptic, n.d.) (Anexo 4).

- En todas estas etapas se sumerge por 10 segundos la placa, iniciando en
solucién de metanol al 95%, después en la solucion fijante y luego en la de
tincion, por ultimo se lava la placa con agua destilada y se la dejé secar a
temperatura ambiente.

e Se observa al microscopio invertido con un lente de 10X y objetivo de 40X, se
identifica los espermatozoides morfolégicamente sanos (Anexo 5) y deformes

(Anexo 6 y 7), luego se clasifica los deformes de acuerdo al tropismo

estructural donde existe la degradacion de la célula (Cabeza, Cuello y, Cola).
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e Para validar el test morfoldgico la muestra debe contener una concentracion
minima [100 cél/mL].

e Laecuacion para determinar los valores fue una regla de 3:

# de espermatozoides Sanos X 100

% de espermatozoides Sanos =
° P 2. total de espermatozoides (Sanos y Deformes)

# de espermatozoides Deformes Cabeza* X 100

%d tozoides Def Cabeza)=
/o de espermatozoides Deforme (Cabeza) Y. total de espermatozoides (Sanos y Deformes)

La variable bioldgica de ajuste en el Numerador * para todas las ecuaciones se
remplaza por el valor que desea conocer: Cabeza, Coello, Cola e Inmaduro

6.7. Métodos: SCD Test

Protocolo-Fase Pre analitica (Anexo 8)
e Alicuotar 100uL de la muestra.

e Se congelan las placas que vienen dentro del Kit a 2°C por 24 horas antes de

realizar la prueba.
e Para iniciar el test, la muestra de semen debe tener una concentracién de
espermatozoides no menor [5 x 10%/mL], luego se realizan diluciones seriadas.

e Se debe preparar 5 mL de medio HTF con HEPES al 10% de Albimina (4.5 ml del
medio con 0.5 ml de albumina). Este se mantiene a 37°C para su uso.

Preparacion de la Agarosa
e Calentar el tubo de agarosa a 80 °C por 25 minutos. (Anexo 9)

e Luego de esto se lo introdujo en una incubadora a 37°C por 5 minutos. (Anexo
10)
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Preparacion de la muestra.
e Se retira la agarosa de la incubadora y se coloca dentro de la cabina de flujo
laminar con la alicuota de la muestra previamente obtenida. (Anexo 11)

e Se retira 60 pL de la muestra y se lo coloca dentro del tubo de la agarosa y se

homogeniza con pipeta.

e De la mezcla se extrae 30uL y se deposita en la placa previamente enfriada para
luego colocar de manera inclinada el cubreobjetos.
e Enfriar la placa al congelador por 5 minutos a una temperatura de 2°C.
e Se retira el cubreobjetos deslizandolo cuidadosamente para no alzarlo.
Proceso de Lisado
e Introducir la placa en LA SOLUCION A por 7 minutos. (Anexo 12)
e Introducir la placa en LA SOLUCION B por 25 minutos. (Anexo 13)

Lavado de la placa
e Sumergir en Agua destilada por 5 minutos. (Anexo 14)
e Secar.
e En esta etapa se sumerge durante 2 minutos por cada solucion la placa a
distintos niveles de concentracion de Etanol (70%, 90%, 100%). (Anexo 15).
e Secar la placa por completo.
Tincion (Anexo 15)
e Se afiade 15 gotas de tincidn de Wright. (Anexo 16)
e Se afiade 30 gotas de buffer de Wright. (Anexo 17)
e Se retira el excedente de la tincion y el buffer

e Selo deja secar (Fernandez et al., 2003)

6.8. Pruebas estadisticas:

Para los analisis se aplicaran ANOVA (paramétrica o no paramétrica), X2, Spearman y
KRUSKAL WALLIS los programas utilizados seran SPSS, MedCALC, e Info Stat
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Capitulo IV

7. Resultados

7.1. Categorizacion de la muestra

En el marco del estudio taxativo molecular de la fragmentacion del ADN espermatico,
primero se determinaron los grupos etarios a partir de 75 individuos, como sigue a
continuacion: (1) 25-31, (11) 32-37, (I11) 38-43, (1V) 44-49, (V) 50-56.

Subsiguientemente, se establece una segunda seleccion previa; para tomar la poblacion
final de individuos candidatos para el desarrollo de este trabajo; para ello se
consideraron los criterios de inclusion (1) y exclusion (E); pacientes que no forman parte
para la prueba. Como resultado de la discriminacion de los pacientes el 57% (43/75)
fueron para I; mientras que para E fue del 43% (32/75). (Fig. 6).

Criterios de inclusion y exclusion

100
90
80
70

53
50
40 33
30 25 22
20 16
: m HEBE
0

Inclusion Exclusién

HG-1 mG-2 mG-3

Figura 6. Datos porcentuales que demuestran la formacion de los grupos de Inclusién y
Exclusién para el estudio.G1= grupo 1; G2=grupo 2; G-3=grupo 3
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En la figura anterior se observan los grupo de evaluacién, distribuidos para I: G-1 51%
(22/43), G-2 33% (14/43), y G-3 16% (7/43) que corresponden al 57% (43/75) del
global, el mayor porcentaje de pacientes para realizar la prueba es G1. Los porcentajes
de excluidos son G-1: 25% (8/32), G-2: 53% (17/32), G-3: 22% (7/32), correspondiendo
el 43% (32/75) del global.

Por otro lado, una vez logrado la evaluacion y seleccion de los individuos de Inclusion;
se establecieron finalmente cuatro grupos (G) para este estudio: G-1: Pacientes que
laboran en zonas cerradas; G-2: Pacientes que laboran en espacios abiertos; G-3:
Pacientes con hébitos de fumar y, G-4: Grupo control (donadores). Los grupos que
fueron sometidos a la prueba SCD fueron el G1, G2 y G3.

Como resultado del coalescen de la muestra, los grupos se retrajeron por la edad, con el
objetivo de conocer su dispersion y ubicacion en el diagrama. Para esto, se observa que
los rango de edad en G-1 (25 a 52), G-2(28-50), G-3(25 a 49) y G-4 (28-57), el
promedio de edad se ubica entre los 38 afios. Para la examinacion y evaluacion de los

pacientes se selecciond los grupos etarios (1) 32-37 'y, (l11) 38- 43 afios. Fig.7

Relacién de la distribucion por grupo con los

60 |- valores de edad

)
55

50

|
y

45

40

Rango de edad

30

'S -4 L —p—
e | |
25 ] . ]
G_1 G2 G_3 G_4

1

Figura 7 Relacion de la distribucion de los grupos G-1, G-2, G-3 y G-4 con los valores de
edad: Celeste=G-1, Ladrillo=G-2, Amarillo =G-3, Verde=G-4.
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Por otro lado, como prueba complementaria y previa a la SCD; se examinaron los

Factores de Incidencia Intergénica (FIl) enmarcadas en la Edad, Varicocele, Papera,

Enfermedades Oncologicas, Celular en el Bolsillo y Medicacion.

Para los datos de los Factores de Incidencia Intergénica (FII), sometidos a Sperman

(p=0,05), las correlaciones obtenidas se las clasifico en fuertes y, moderadas; las

correlaciones mas fuerte la presento el G-3 (Fumadores) con 0,9 y -0,6. Mientras que

para los grupos 1y 2 la correlacion maxima fue de 0,5 para cada uno; lo que sugiere que

los FIlI analizados, inciden en los pacientes de los tres grupos y, variando de manera

intraespecifica (Tablal).

Tabla 1

Correlacion de los Factores de Incidencia Intergénica (Sperman p=0,05) en G-1,

G-2vy, G-3.
Grupo Factores de Incidencia Intergénica (F11) Coefictente de
G-3 Edad Medicamento **0,9
G-3 Edad Uso de Celular **.0,6
G-3 Uso de Celular Medicamento **.0,5
G-3 Edad Varicocele *-0,4
G-3 Papera Uso de Celular *0,4
G-3 Papera Varicocele *0,4
G-3 Medicamentos Varicocele *-0,4
G-2 Varicocele Uso de Celular **.0,5
G-2 Varicocele Medicamento **0,5
G-2 Uso de Celular Medicamento *-0,4
G-2 Edad Medicamento *0,3
G-2 Papera Varicocele *0,3
G-1 Edad Uso de Celular **.0,5
G-1 Edad Medicamento *0,4
G-1 Uso de Celular Medicamento *.0,3

**Fyerte; *Moderada.
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La tabla 1 ademéas demuestra la formacién de tres Grupos con los Fll, los mismos que
tuvieron coeficiente de correlacion tanto positiva como negativa; se excluyo los factores
que tenian débil o ninguna correlacién entre ellos. Se observa que el factor con mayor
predominancia es el de medicamentos con 27%, el uso de celular con 23%, edad y
varicocele con 20% cada uno y, por ultimo papera con el 10%. Al cotejamiento, la
combinacién que tuvo mayor afinidad fue la edad con los medicamentos con p= 0,9 lo
que indica que el uso de medicamentos aumenta con la edad, seguido por la edad con el
uso de celular con p= -0,6; este Gltimo demuestra que el uso del celular disminuyes a

medida que el individuo envejece.

La afinidad intermedia de los tres grupos analizados estuvo entre el uso del celular con
los medicamentos p=0,5; varicocele con uso de celular con p=-0,5y, por ultimo el

varicocele con medicamento p=0,5.

Los coeficientes mas fuertes por grupos Yy, frente a los FIl se encontraron en el G-3 con
la edad y medicamento p= 0,9; G-2 varicocele y uso de celular p=-0,5y G-1 con edad

y uso de celular p=-0,5.

Para determinar y, evidenciar diferencias estadisticas entre las lesiones de la Morfo
Estructura Espermatica (MEE) en cada uno de los grupos, se analizé con X2; (p=0,05),
de esta prueba se logro obtener que al cotejamiento no habia una diferencia significativa

entre ellas.
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Tabla 2

Anadlisis de afinidad |[Sperman (p=0,05) de las Morfo Estructura Espermatica de los G-1,

G-2yG-3.
Coeficiente
, L. de
Grupos Edad Parametros Morfolégicos (MEE) Correlacié
n
G-1 32-37 Lesion en Cabeza Lesion en Cuello -0,78
Lesién en Cabeza Lesién en Cola -0,81
50-56 Espermatozoides Sanos Lesion en Cabeza -1,00
Espermatozoides Sanos Lesion en Cuello -1,00
Lesion en Cuello Lesion en Cabeza 1,00
Lesién en Cola Lesién en Cabeza -1,00
Lesion en Cola Lesion en Cuello -1,00
G-2 25-31 Espermatozoides Sanos Lesién en Cabeza -1,00
Espermatozoides Sanos Lesion en Cuello 0,87
Lesién en Cabeza Lesion en Cuello -0,87
Lesion en Cola Inmaduros 1,00
32-37 Espermatozoides Sanos Lesion en Cuello -0,92
G-3 25-31 Espermatozoides Sanos Lesion en Cabeza -1,00
Espermatozoides Sanos Lesién en Cola 1,00
Lesion en Cabeza Lesion en Cola -1,00
44-49 Lesién en Cabeza Espermatozoides Sanos -1,00
Lesion en Cabeza Lesion en Cuello -1,00
Lesion en Cuello Espermatozoides Sanos 1,00
Lesién en Cola Espermatozoides Sanos -1,00
Lesién en Cola Lesién en Cabeza 1,00
Lesion en Cola Lesion en Cuello -1,00

** Muy Fuerte; *Fuerte.

En la tabla 2, se pueden observar de mayor a menor que los MEE con mayor frecuencia
hallado es la Lesion de cabeza con el 29%, seguido por Espermatozoides sano y lesion
en cuello (24% cada uno), lesién de cola 21% e inmaduros 2%.

Las correlaciones de los MEE de cada grupo con relacion a la edad determiné que el
76% tuvieron una correlacion de p=+1,-1 y; una correlacion del 24%, no se incluyeron

las correlaciones moderadas o débiles dentro del cuadro.
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7.2. Andlisis por Componentes Principales de los factores externos con la
calidad de los espermatozoides.

En lo macro, se cotejaron datos por Anova (p=005) y, X? (P=005); el grupo testigo
versus el de pacientes infértiles; asistiendo para el analisis las MEE. En cuanto a las
MEE no se encontraron diferencias significativas P= <0,05, esto sugiere que las MEE
no pueden ser tomados como criterios tempranos para la discriminacion de pacientes

con perfil de infertilidad.

Andlisis de los componentes principales

Eje 4

1,00 0,50 0,00 050 1,00
Eje3

Figura 8 Andlisis de los componentes principales las MEE por los tres grupos; A= G-3
(espermatozoides Sanos y deformes en cola), B= G-1 (deformes en cola), C= G-2 (deforme
cabeza y cuello), D= G-1 (deformes en cabeza y cuello), E= G-2 (deforme en cola).

Subsiguientemente, se trataron los datos para determinar la robustez de asociacion de
las MEE, para ello se realiz6 el analisis multivariado por Biplot y ARM. Se logra
observar la formacion de tres grupos en asociacién, siendo el G-3 el que forma la
partida con el criterio sano y defecto en cola, la asociacién se la examina como directa.
Por otro lado, se destaca que el G-2; se asocia de manera robusta con la deformidad en
cabeza y cuello; sin embargo el defecto en cola difiere drasticamente de los dos antes
citados. Para el G-1, existe una asociacion positiva entre defecto de cabeza y cuello,
también se consigue observar una alta plasticidad negativa respecto al defecto en cola.

Fig. 10
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7.3. Determinacion del IDF por SCD

De acuerdo a estos resultados, se describe una distribucion conformacional de quartiles
acoplados para la descripcion de estos resultados (Q1= 25%; Q2= 50% y Q3= 25%)
para los tres grupos, siendo para G-1, al Q1- (3,9 a 7), Q2- (8 a 23), Q3- (27 a 50) en
D(x)= 19; siendo para G-2, al Q1- (5,4 a 6), Q2- (8 a 23), Q3- (27 a 50) en D(x)=22; y
por dltimo el G-3, al Q1- (9 a 11), Q2- (14,1 a 26), Q3- (40,6 a 50) en D(x)=24 Tabla 3.
De acuerdo a X? (p=0,01), se determind que no existia una diferencia significativa entre

los tres grupos analizados.

Tabla 3
Rango de Quartiles del IDF por grupo

Grupos Q1 Q2 Q3 D(x)
G-1 39-7 8-23 27 -50 19
G-2 54-6 8-23 29,3-83 22
G-3 9-11 141-26 40,6 -50 24
Tabla 4
Porcentaje de cada grupo dentro de los rangos del IDF
Rangos Grupo
(CeFeGen, 2018) 1 Grupo 2 Grupo 3
45%
0, 0, 0,
<15% IDF (10/22) 43% (6/14) 42%(3/7)
37%
(8/22) 43%(6/14) 29%(2/7)
0/f*
>30% IDF (1%’2) 149%*(2/14) 2006*(2/7)

*Porcentaje de pacientes con mayor (IDF).

El IDF de la tabla 4 muestra que la poblacién con mayor incidencia negativa para este
criterio se encasilla en el G-3; con del 29% de las muestras; seguido por el G-1 con el
18% y el G-2 con el 14%. Este rango >30% IDF; demuestra de manera conjeturada que
si el paciente cae en este cuadro, la patologia de infertilidad basada en esta prueba
asigna de manera directa a que el paciente tiene carencia de fertilidad. Mientras que los
pacientes que se ubican en la casilla de >15 a <30% de IDF, demuestran que un 43% de
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ellos esta representada por el G-2, seguido de G-1 'y G-3 (37 y 29% respectivamente);
este rango permite a los pacientes a preveer tratamientos para la induccion de viabilidad
espermatica, no asistiendo a esto, perfilan a caer en el cuadro clinico de infertilidad.
Para los pacientes que se enmarcan en los rangos de <15% de IDF, se determina que la
poblacién presenta una homogeneidad de los datos, siendo asi 42,43 y 45% para G-3,2 y
1. De acuerdo a estos hallazgos vy, a los reportados; esta técnica puede permitir ayudar
potencialmente a discriminar a los MEE de los SCD, lo que demuestra que de 75

pacientes 42 son considerados infértiles bajo esta examinacion.

7.4. Correlacion grupal de las Morfo Estructuras Espermaticas y la
Dispersion de la Cromatina Espermatica

De acuerdo a los datos complementarios de los cotejamientos  , G-1 representa el 14%
de sanos, siendo este el mas alto en relacion a los dos grupos contrastantes (G-2 10% y
G-3 11%). De acuerdo a la deformidad total; G-2 es el que presenta el valor mas alto
con el 90% seguido por G-3 (89%) y G-1 (86%). Para la fragmentacién G-1 es el menor
con el 19% seguido por G-2 (23%) y G-3 (24%). (Figura 11)

Correlacion de los MEE vy la Dispersion de la
Cromatina Espermatica

0 20 40 60 80 100 120 140

B Normales  H Deformes Fragmentacion

Figura 9 Porcentaje X de la degradacion espermaética; Azul= espermatozoides sanos. Ladrillo=
deformes. Gris= Fragmentacion.

Subsiguientemente, se establecié para los tres grupos el cotejamiento entre la

fragmentacion frente a los de MEE, para ello se utilizd6 Sperman (p=0,05). Los
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resultados determinaron que el G-3 tuvo una correlacion positiva (p= 1) entre los
niveles de deformidad frente a la fragmentacion.

8. Discusion

En el marco de este trabajo se logré obtener datos claros en la aplicacion de la prueba
de SCD, ademas de las MEE; siendo la primera una herramienta eficiente para

determinar la variabilidad del ADN de las células espermaticas.

Los resultados demostrados aqui sobre la afectacién que se obtuvieron en cada grupo de
estudio, fueron contrastados con otros reportes; para esto se concuerda con lo publicado
por Bosco et al., (2018),quien junto a sus colaboradores demostraron que el nivel de
contaminacion atmosférico incide de manera indirecta sobre la condicion normal de las
espermatidas; ademas se concatenan ciertamente con las condiciones evaluadas y los

porcentajes de fragmentacion.

De acuerdo a los datos reportados por Mostafa et al., (2017) los pacientes que no fuman
tuvieron un nivel intermedio de fragmentacion y, los fumadores un nivel alto. Los datos
que se registraron en este trabajo demuestran que la fragmentacion del ADN para los

dos grupos fue similares en comparacion a los niveles registrados.

Se determind que los dafios asociados con la morfologia de los espermatozoides; son
indicadores de interés; debido a que la examinacion previa arroja datos prospectivos
para evaluar la condicion de la fertilidad, los estudios publicados por Lingappa et al.,
(2015) y colaboradores; demostraron que el estado de la cola es un criterio que sirve
para medir la viabilidad del espermatozoide, la tendencia fue menor en ambos trabajos;

alcanzando una similitud en los pacientes fumadores.

En cuanto a los parametros seminales; el trabajo reportado por Cutié et al., (2016.),

quienes demuestran la incidencia de los factores medioambientales sobre las personas
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que realizan la actividad de chofer, lo que concuerda con los resultados obtenidos en
este trabajo con pacientes que reportaron la misma condicion laboral.

De acuerdo a Wdowiak, Bakalczuk, & Bakalczuk, (2015), el plomo del medio ambiente
puede incidir negativamente sobre la degradacién del ADN en pacientes con pre
disposicion genética a la infertilidad, segn los datos sostenidos en este trabajo y los
reportados, la perdida de viabilidad de los espermatozoides en ambos trabajos
presentaron similitud en el perfil clinico, lo que demuestra un mismo patrén de

comportamiento celular.

Datos reportados por Quintero—Vasquez et al., (2015), demostraron que los dafios a
nivel del ADN pueden ser provocados por la combinacién directa e indirecta de los
factores fisicos-quimicos o la interaccién con agentes etiolégicos que provocan las
enfermedades de transmision sexual (ETS), los datos presentados en este estudio v, el

antes citado confirman una correspondencia positiva sobre este criterio.

Para el desarrollo de este trabajo se presentaron dos limitantes, la primera se enfoca en
la implementacion de la prueba, en vista que en este laboratorio es nova. Por otro lado,
estuvo el nimero de muestras; esto es debido a la alta tasa de discriminacion de las
muestras por MEE y, por lo consiguiente al escaso nimero de pacientes que llegaron a
la etapa de realizarse la prueba del SCD.

9. Conclusiones

e El grupo de los Fumadores tuvieron un nivel de afectacion mayor debido a
factores de Incidencia Intergénica y el porcentaje de fragmentacion que los
demas.

e EI Grupo control, G-4 solo tuvo diferencia con los grupos G-1 G-2 G-3, en las
morfoestructuras al nivel de la deformidad en cola.

e Menos de la mitad de los pacientes estudiados tuvieron un indice de

fragmentacion alto para poder considerarlos infértil por la degradacion del ADN.
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10. Recomendaciones

e Serecomienda aumentar el nimero de pacientes para poder tener un mejor resultado al
momento de validarlo estadisticamente.

e Se sugiere relacionar mas parametros seminales para poder tener una correlacion entre
ellos y los niveles de fragmentacion.

e Se considera comparar la técnica usada con otra comercial para poder determinar la
sensibilidad
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12.Anexos

Anexo 1
Nombre: Facha: iHa padecido o padece algunz enfermedad o accidente que considere pudo o puede afectarsu fertilidad?: 51 NO=
iCudl?
Edad: Estatura: Peso: Cédula de Kentidad: iRecibe o recibid tratamianto? £Que Tratamiento?:
Facha inicio tratamiento: Fecha de dltima tratamiento:
Hora Toma da Mugstra: . Facha Ultima Eyzculzcién:
Dias de Abstinencia: . . ) o
Hora Entrega de Muestra: Hara Aproximada: iToma medicamentos actuzlmente de manera continua? Sla NO=  iCudles®:
. . " Dosis por semana: Tiempo que |leva medicado:
iHubo pérdida de parte de |2 muestra en el momento de |2 recoleccian? ? Pea
) ) ) Eyaculzciones
£Tuvo episadios de fiebre, malestares el dia pravio 2 |2 toma de muestra? or samzna: Haga zlgiin comentaric que considers importante referente 2 |z evaluacidn de su fertilidad:
ETuva sjercicios fisicos y/o deportivos prolongados el dia anterior a la toma de muestra?
£Durmid |2 nache pravia  |a toma de musstra, 6 = B horas [0 mas)?
Telgfono convencional: Calular:
Hijos: SIa NO= Edad de sus hijos: Antecadantas de infertilidad familiar:
Nombre de su parsja: Dr. que Refiera:
Ciudzd de Nacimienta: Ciudad de residenciz:
. L Correo electronico: Firma:
£5us actividades
. o Combustibles
involucran el uso = Quimicos industrizles
"directo” dz alguna  de .
) S 1 Productas quimicos
Actividzd Leboral: los siguientes sqricol
gricalas
compuestos?
Nombre del L]
producto;

iPaperss? Sla NO=
Edzd padecimiznto:

Fecha operacian:
Dizbetes:  Sla NOao

iVaricocele?  SI= NO=

iFuz operade? Sla NOa

Enfermedad oncolagica: Sz NO=
Tipo de cancer:
Tratamiento:

Fachz dltimo tratzmiento:

Edzd de Dizgndstico: Enfermadad Genética: Sla NO=
Fuma?: Sla NOa | Actividad deportiva: N0 iUtiliza su Celular en balsillo delantera del
i . . pantzldn?
Cigarrillos x samana iCudi
Sl= NOa
Bebidas alcohdlicas: S1a NO o | HOTSs PO semens: Horzs dizrizs:

Consuma ¥ semanz: Dias x Semana:

Dizs por semanz:

Formulario masculino
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Anexo 2

Camara de Makler

Anexo 3

Observacion con los espermatozoides en la camara de Makler
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Anexo 4

1Kkit de tincién Diff — Quick (DADE)

Anexo 5
Slightly  sjighty ~ Stiehtly
Steett tapered i BATOWEL Oval Oval
loval shape ; narrower o o ed
equatorial pe smaller Smaller
5.0x3.5 5.0x3.5 5.0x2.5 5.0x2.5 4.0x2.5 4.0X2.5

Espermatozoides Sanos



Anexo 6

2.1 HEAD DEFECTS 2.2 MIDPIECE DEFECTS

. >2
Micro Tapered Macro Amorph yacuoles Bent ~ Thick Thin  Irregular

)

A

Espermatozoides defectos de Cabeza (A) y Coello (B)

Anexo 7
2.3 TAIL DEFECTS
Cyto-
: L Bent
Coiled Double grlzgrl!;ic Hairpin Stumped _ o deggees

£

Espermatozoides con defectos en la Cola
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Anexo 8

Kit de prueba del SCD

Anexo 9

10
HIGH TEMPERATURE
ADJUSY

La agarosa dentro del bafio en seco
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Anexo 10

La agarosa en la incubadora

Anexo 11

Solucion A
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Anexo 12

Solucién B

Anexo 13

Placa en agua destilada
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Anexo 14

Etanol a diferentes concentraciones

Anexo 15

Tincion de Wright's (A) y el buffer Wright's (B)
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Anexo 16

Poniendo las gotas de Tincion de Wright

Anexo 17

Colocando las gotas del buffer Wright
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