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RESUMEN

Introduccion: Se ha demostrado ampliamente coémo la obesidad altera la
capacidad reproductiva en mujeres pero en varones no existen suficientes
estudios que describan esa relacién. La mayoria de los estudios solo describen
la influencia de ese estado moérbido sobre los pardmetros seminales sin tener
en cuenta la evaluacion de la integridad del ADN espermatico. Objetivo:
evaluar los pardmetros seminales y la fragmentacion del ADN espermatico en
hombres obesos y no obesos de la ciudad de Barranquilla durante el periodo
de 2010 a 2012. Metodologia: Se tomd muestra seminal para espermogramay
analisis de fragmentacién de ADN espermatico a partir de 20 sujetos con indice
de Masa Corporal (IMC) mayor o igual a 30 (casos) y 20 sujetos con IMC entre
18,5 y 25 (controles). Los datos se analizaron mediante el programa SPSS
versibn 17 para Windows. Resultados: Los sujetos obesos presentaron alta
frecuencia de oligozoospermia (55%) y mayor porcentaje de espermatozoides
lentos (44%), inmoviles (36%) y con cabeza anormal (58%). El porcentaje de
fragmentacion fue mayor en los casos (41.42 + 17.85) que en los controles
(21.25 + 14.28) y se encontr6 diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre
los dos grupos. Conclusién: Los sujetos con IMC mayor o igual a 30 presentan
alteraciones en los parametros seminales y aumento del porcentaje de
fragmentacion del ADN espermatico en comparacion con sujetos con menor
IMC.
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ABSTRACT

Introduction: It has been amply demonstrated how obesity alters the
reproductive capacity in women but in men there are not enough studies that
describe the relationship. Most studies only describe the influence of that
morbid condition on sperm parameters without taking into account the
evaluation of sperm DNA integrity. Objective: To evaluate sperm parameters
and sperm DNA fragmentation in obese and nonobese men in the city of
Barranquilla during the period 2010 to 2012. Methodology: We took semen
samples for semen analysis and sperm DNA fragmentation from 20 subjects
with body mass index (BMI) greater than or equal to 30 (cases) and 20 subjects
with BMI between 18.5 and 25 (controls). Data was analyzed using SPSS
version 17 for Windows. Results: Obese subjects had high frequency of
oligozoospermia (55%) and higher percentage of slow sperm (44%), immobile
(36%) and with an abnormal head (58%). The percentage of fragmentation was
higher in cases (41.42 + 17.85) than in controls (21.25 + 14.28) and statistically
significant difference (p < 0.05) between the two groups was found.
Conclusions: Subjects with a BMI greater than or equal to 30 have alterations
in sperm parameters and an increase in the percentage of sperm DNA

fragmentation compared to subjects with lower BMI.
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1. INTRODUCCION

La fertilidad estd comprometida en pacientes obesos de ambos sexos y se ha
demostrado que los hombres con un indice de Masa Corporal (IMC) mayor a
30 tienen menor volumen seminal, menor namero de espermatozoides y
mayor proporcion de espermatozoides morfologicamente anormales (1-5).
Entre las causas descritas que explican hasta el momento la infertilidad en
obesos se encuentran las alteraciones hormonales,(6) la hipertermia de los
testiculos causado por el exceso de grasa a nivel local (7,8) el exceso de

radicales libres ocasionados por la sobrealimentacién y otras mas (9,10).

En el estudio del vardn infértil, la historia clinica y el espermograma son los
examenes fundamentales. El espermograma es Util para informar la produccion
de espermatozoides, su movilidad y morfologia, pero no permite evaluar otras
disfunciones de la fertilidad como son las alteraciones de la membrana
plasmatica, el acrosoma y el DNA del espermatozoide (11). Por lo cual es
complementario y necesario utilizar otras técnicas de evaluacion que permitan
calificar estas patologias (12). En tal sentido actualmente las investigaciones
utilizan pruebas tales como la de naranja de acridina para evaluar el potencial
de fertilidad del hombre (13). El exceso de radicales libres en los pacientes
obesos deja presumir que muy probablemente el DNA del espermatozoide
puede estar afectado en su compactacién o fragmentacién lo cual produciria

menor probabilidad de embarazo o mayor frecuencia de pérdidas embrionarias

9).

Este estudio tuvo como objetivo evaluar si el porcentaje de fragmentacion del
ADN espermético en una muestra de hombres obesos es mayor al que se
presenta en los hombres no obesos lo cual permita entender mejor la

fisiopatologia de la infertilidad en la obesidad masculina.
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2. MARCO TEORICO.

2.1. Aspectos generales sobre obesidad

La obesidad es una condicion patolégica en la cual las reservas naturales de
energia, almacenadas en el tejido adiposo de los humanos y otros mamiferos,
se incrementan hasta el punto de comprometer la salud y la vida. Esta
condicién se manifiesta mediante el aumento del IMC por encima de 30 kg/m?,
segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), y forma parte del Sindrome
Metabolico. Se ha descrito como factor de riesgo para enfermedades cronicas,
tales como: enfermedades cardiacas, diabetes, hipertension arterial, accidentes
cerebro vasculares y algunas formas de cancer (14). La evidencia sugiere que
se trata de una enfermedad cronica, compleja y multifactorial, es decir, que
compromete componentes de origen genético, ambiental, psicolégico, entre
otros (15).

Se han descripto evidencias que demuestran que la obesidad tiene una base
genética. Hasta el momento 430 genes son utilizados como marcadores
genéticos relacionados con obesidad (16,17). Se ha observado que la obesidad
de los padres es uno de los factores de riesgo mas importante para el
desarrollo de la obesidad en la descendencia; aproximadamente el 5% de los
casos de obesidad se debe a mutaciones en genes Unicos y a varios
sindromes mendelianos de baja incidencia a nivel poblacional (18). A pesar de
esto, la mayor parte de la poblacion obesa es el producto de la interaccion
entre determinados polimorfismos génicos y el medio ambiente. Entre los
genes implicados en la etiologia de la obesidad se encuentran aquellos que
codifican péptidos de funcion sefial de hambre y saciedad y algunos implicados

en la diferenciacién de los adipositos y el control del gasto energético(19)

El IMC es un método ampliamente utilizado para estimar la proporcién de
grasa corporal en el organismo. Se determina mediante la division del peso

del sujeto (en kilogramos) por el cuadrado de la altura (en metros), por esta
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razén se expresa como Kg/m? (20).

Interpretacion del IMC para el diagnostico de obesidad

indice de masa corporal (Kg/m2) Interpretacion
18,5-24,9 peso normal

25-29,9 sobrepeso

30-34,9 obesidad de clase |
35-39,9 obesidad de clase Il
40 6 més obesidad de clase Il

Fuente: Comité experto de la Organizacion Mundial de la Salud, 1996.

A nivel asistencial, los médicos toman en cuenta la raza, la etnia, la masa
magra (muscular), edad, sexo y otros factores que pueden afectar la
interpretacion del indice de masa corporal. El IMC sobreestima la grasa
corporal en personas muy musculosas y la grasa corporal puede ser
subestimada en personas que han perdido masa corporal (ancianos) (21). A
demés del indice de IMC se utilizan otros métodos para evaluar el grado de
obesidad y la cantidad de grasa corporal, con grandes diferencias en el costo,
aplicabilidad y exactitud, tales como el indice de peso para la talla o peso
relativo, medicibn de pliegues cutaneos, medicion de circunferencias
corporales, impedanciometria bioeléctrica, ultrasonido, tomografia axial

computada, etc. (22)

Segun el origen de la obesidad, ésta se clasifica en los siguientes tipos (23):
1. Obesidad exdgena: debida a una alimentacion excesiva.

2. Obesidad enddégena: causada por alteraciones metabdlicas. Un
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ejemplo claro de obesidad enddégena es la obesidad endocrina causada
por la disfuncion de alguna glandula endocrina, por ejemplo la tiroides.

La obesidad representa uno de los problemas médicos mas comunes, esta
asociado con un alto riesgo de problemas en la salud y aumenta la
probabilidad de aparicion de enfermedades silenciosas como hipertension,
diabetes y dislipidemia. Alrededor de 250 millones de personas,
aproximadamente el 7% de la poblacion mundial, son obesas, y dos o tres
veces mas presentan sobrepeso (19). La OMS califico la obesidad como el
principal problema de salud publica. En la literatura norteamericana, el 50% de
los adultos son obesos, 25% de las mujeres son obesas y 25% tiene
sobrepeso. En América latina segun estudios de la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) existe elevada prevalencia de sobrepeso entre 15% y 25%,
en Brasil, Chile, Costa rica, Colombia y Uruguay (24).

2.2. Infertilidad Masculina.

Aproximadamente el 15% de todas las parejas que intentan tener hijos estan
afectadas de infertilidad. El factor masculino influye en un 30% y una
combinacion de factores, tanto masculinos como femeninos, en un 20%. Es
decir, que en el 50% de todas las parejas infértiles el factor masculino es el
responsable de la falla reproductiva (25).

La Espermatogénesis es un modelo de diferenciacion celular que parte de las
células germinales hasta formar los espermatozoides. Las células germinales
aparecen en una fase temprana del desarrollo embrionario, aproximadamente
al final de la tercera semana de gestacion. Los tipos celulares en los que se
transforma la célula germinal primordial (célula madre de la espermatogénesis)
hasta llegar a formar el esperpermatozoide son comunes en todos los
vertebrados. La célula germinal se divide para originar una del mismo tipo y

una espermatogonia primaria. Esta Ultima tras varias divisiones mitéticas da
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origen a las espermatogonias secundarias que entran a meiosis para dar lugar
a los espermatocitos. Después de la primera divisibn meidtica estos se
transforman es espermatocitos secundarios que se convertiran en
espermatidas al terminar la meiosis. Luego estas espermatidas sufren varias
transformaciones morfoloégicas  (espermiogénesis) para dar lugar a los
espermatozoides. Entre los cambios que se dan en la espermiogénesis estan:
la formacion del acrosoma que contiene las enzimas necesarias para penetrar
la zona pelacida durante la fecundacion, desciende el tamafio nuclear, se
elimina el exceso de citoplasma, el centrosoma se mueve hacia la cara opuesta
del nacleo y a partir de uno de los centriolos se forma el axonema flagelar en
cuya parte proximal estaran las mitocondrias. El proceso de espermatogénesis
se desarrolla en los tubulos seminiferos que se encuentran en los testiculos y
luego de formados los espermatozoides viajan hacia el epididimo donde tienen
el proceso de maduracion espermatica, caracterizada por un aumento de la
condensacion de la cromatina, cambios en la membrana plasmética y

adquisicion de la movilidad. (26).

El semen es un fluido organico producido solamente por los machos en todas
las especies de mamiferos; contiene nutrientes imprescindibles para la
supervivencia y vitalidad de los espermatozoides. El semen sale al exterior con
la eyaculacion y su funciébn es estrictamente reproductora. Este contiene
millones de espermatozoides que portan el mensaje genético que se transmite
a la descendencia en caso que ocurra la fecundacion del ovulo femenino (27).
Existen dos fuentes de liquido seminal: una contenida en las vesiculas
seminales y otra parte producida por la prostata (28). Durante la fase de
excitacion en una relacion sexual, el liquido de la vesicula y la prostata se
concentra en la uretra prostatica. Cuando tiene lugar la eyaculacion, el semen
es proyectado hacia el exterior a través de la uretra. Segun la OMS se
considera un semen "normal" aquel que tiene mas de 2 mililitros de volumen,;

mas de 20 millones de espermatozoides por mililitro, con movilidad lineal
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progresiva de 25% y movilidad total igual o superior al 50% con 30% o mas de
espermatozoides de forma normal. Una calidad inferior no significa que sea
imposible la fecundacion, pero si representa una disminucion de las

probabilidades de que esta ocurra (29).

La fertilidad masculina depende de multiples factores como el balance
endocrino entre hipotalamo-hipdfisis, testiculo y la permeabilidad de las vias
excretoras (30). Entre las causas de infertilidad de pareja, la infertilidad
masculina representa un 33%. Al realizar la historia clinica a un hombre con
sospecha de infertilidad se consideran como factores de riesgo reproductivo
haber padecido infecciones de transmision sexual, epididimitis, orquitis,
criptorquidia, varicocele, traumas testiculares y otros antecedentes como
tratamiento con radioterapia o quimioterapia, la exposicion a sustancias toxicas
como herbicidas, alcohol, pesticidas y sustancias alucinégenas. Ademas se
debe indagar sobre la duracion de la infertilidad, la existencia o0 no de
embarazos previos, métodos anticonceptivos utilizados en el pasado,
frecuencia de las relaciones sexuales, la funcion eréctil frecuente y su
eyaculacion. La exploracion fisica comprende la busqueda de datos de

virilizacion, el examen de la region genital y la determinacion del IMC (31).

Siempre que se sospeche de infertilidad masculina es indispensable hacer un
espermograma (11). Si este presenta alteraciones el siguiente paso es

examinar al paciente y realizar la respectiva consulta médica andrologica.
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Valores de referencia establecidos por la OMS para el analisis seminal
aflo 2005 (29)

Variable Medida
Volumen Mas de 2 mL
Ph 7,2-7,8

Concentracion de espermatozoides | Mas de 20 millones por mL

Numero total de espermatozoides Mas de 40 millones en una

eyaculacion

Motilidad de espermatozoides 50% o mas con movilidad lineal
progresiva y/o 25% con movilidad
lineal rapida dentro de los 60

minutos siguientes a la recoleccion.

Morfologia de los espermatozoides | Mas del 14% con forma normal

usando criterios estrictos

Vitalidad 75% 0 mas vivos

Células blancas hemaéaticas Menos de 1x10%/mL

Si después del analisis seminal se sospecha de hipogonadismo, la evaluacion
de los niveles de hormona foliculo estimulante (FSH), hormona luteinizante
(LH) y de testosterona sérica total pueden ayudar a discernir si las causas son
primarias 0 secundarias. La determinacion de niveles altos de FSH indica
alteraciones importantes en el desarrollo de la espermatogénesis. La presencia
de niveles elevados de LH acompafiados de niveles bajos de testosterona se
relaciona con hipogonadismo primario. Mientras que bajos niveles de ambas
hormonas sugieren un hipogonadismo secundario. Se recomienda la medicion
de los niveles de prolactina si se sospecha de un hipogonadismo secundario y

asi descartar hiperprolactinemia como la causa subyacente (32).
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En pacientes con volumen seminal inferior a 2 mL, se recomienda un
urianalisis post-eyaculatorio y una ultrasonografia transrectal para descartar la
presencia de eyaculacion retrograda y obstrucciéon del ducto eyaculador,
respectivamente. También es pertinente aplicar ultrasonografia escrotal si
se sospecha de anormalidades a nivel de escroto y testiculos como el caso de
hidroceles y tumores (11). Existen pruebas de semen especializadas, como la
vitalidad de los espermatozoides, cultivo de espermatozoides y el analisis de la
funcidbn y bioquimica espermatica, que pueden ser consideradas si se
sospecha de infertilidad en el varon (27). Otro método utilizado para
diagnosticar una posible infertilidad masculina es el estudio de la fragmentacion
del ADN del espermatozoide, el test hiposmético que consiste en evaluar la
integridad y buen funcionamiento de la membrana plasmatica de los
espermatozoides lo cual constituye un pardmetro indicador de la capacidad
fecundante de los mismos (33).

2.3. Obesidad e Infertilidad masculina

2.3.1. Estudios que asocian la obesidad y la infertilidad masculina

Chavarro et al. (2010) realizaron un estudio en 483 varones de parejas
diagnosticadas como infértiles, encontraron que el IMC estuvo relacionado
positivamente con los niveles de estradiol y guardaba relacion inversa con los
niveles de testosterona. También hubo una fuerte relacion inversa entre el IMC
y los niveles de inhibina B. El volumen de eyaculacién era menor en pacientes
con alto IMC. Los hombres con IMC mayor de 35 Kg/m? tuvieron conteos mas
bajos de espermatozoides que hombres con peso normal. La cantidad de
espermatozoides con dafio de ADN fue mayor en hombres obesos. Se pudo
observar mayor diferencia en los niveles de hormonas reproductivas en
sujetos con alto IMC y solo niveles de obesidad mdrbida influyen

negativamente en el potencial reproductivo (32).
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Pauli et al. (2008) realizaron un estudio en 87 varones adultos con IMC entre
16,1y 47 Kg/m?y encontraron que el IMC estuvo correlacionado negativamente
con los niveles de testosterona y de inhibina B. Esta poblacion presentd niveles
bajos de inhibina B y una funcién gonadal reducida debido a que presentaban

un relativo hipogonadismo hipogonadotréfico (33).

Un estudio realizado por Hammoud et al. sugiere que la incidencia de
oligozoospermia y la presencia de bajos conteos de espermatozoides con
movilidad progresiva se relacionan con elevado IMC en varios grupos de
varones (normales, con sobrepeso y obesos) (34).

Shayeb et al. demostraron que los hombres con un mayor IMC producen menor
volumen seminal y tienen mayor proporcion de espermatozoides anormales.
Por esta razon sugieren que los hombres que intentan tener hijo deberian,

primero, alcanzar su peso ideal (35).

Hofny et al. (2009) estudiaron 82 varones obesos y fértiles, y 80 varones
obesos infértiles oligozoospermicos con IMC mayor de 30. Los pacientes
obesos oligozoospermicos presentaron un incremento de la FSH, la LH y el
nivel de leptina en comparacion con los hombres fértiles. El indice de masa
corporal presentd correlacion positiva con morfologia anormal de los
espermatozoides, el nivel sérico de LH y de leptina y correlacion negativa con
la concentracion y la movilidad de espermatozoides tanto en los obesos fértiles
como en los infértiles. La leptina sérica demostrd correlacion positiva con la
edad de los pacientes, la morfologia anormal de los espermatozoides y los
niveles séricos de FSH y LH. Parece ser que la leptina sérica influye en la
relacién entre obesidad e infertilidad masculina (36).

En un estudio realizado con 520 hombres daneses (Kort et al.) se demostré

una relacién significativamente negativa entre altos indices de masa corporal y
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el nimero de espermatozoides moviles con apariencia normal. Ademas,
hombres con un IMC>25 tuvieron niveles bajos de células espermaticas
moviles normales con cromatina intacta por cada eyaculacion (37). En otro
estudio, buscaban la relacion entre el IMC y los parametros seminales en una
cohorte de 1558 soldados jovenes (edad promedio: 19 afios) y reportaron una
asociacion significativa entre la cantidad de espermatozoides y el IMC. Tanto
jovenes con sobrepeso como con desnutricidn presentaron concentraciones
mas bajas de espermatozoides que aquellos con IMC normal (entre 20 y 25).
El IMC no estuvo asociado con el volumen seminal, la motilidad de los
espermatozoides y la morfologia de los mismos. Contrario a esto, un alto IMC
estuvo relacionado con altos niveles séricos de estradiol y disminucién de los
niveles de testosterona, SGBH e inhibina B. La FSH estuvo mas alta en
hombres delgados (6).

Hammoud et al., mediante el andlisis retrospectivo de 390 sujetos,
demostraron que el alto IMC estaba asociado con baja concentracion de
espermatozoides y de la motilidad de los mismos (34). Vasquez et al. aplicaron
un estudio de casos y controles en el que participaron 41 sujetos obesos y 82
con IMC normal y hallaron diferencias significativas en los parametros

seminales con una marcada reduccién de estos en el grupo con obesidad (38).

Aggerholm et al., recientemente, combinaron los resultados de 2139 sujetos
de estudios anteriores y encontraron que los niveles séricos de inhibina y
testosterona estaban entre un 25 y 32% mas bajos en hombres obesos, pero
en este mismo estudio no se encontrd relacion estadisticamente significativa
entre el IMC vy los parametros seminales (39). Posterior a este trabajo,
aparecid6 el de Fejes et al, en el cual trabajaron solo con hombres
oligozoospermicos y reportaron una disminucion de la proporcion testosterona-
estradiol en hombres con sobrepeso comparados con hombres delgados,
acompafado tardiamente con una reduccién severa en la concentracion de

espermatozoides en el grupo que presentaba sobrepeso (40).

21



Sallmén et al. reportaron que tanto la obesidad como el sobrepeso en hombres
estaba asociado con incremento en el tiempo para concebir y la infertilidad (se
defini6 como alteracién en el tiempo de concepcion el hecho de haber tenido
relaciones sexuales sin proteccion durante 12 meses sin resultado) (41).
Nguyen et al., quienes hicieron algo similar, incluyeron esta vez nifios y
madres, reportaron una asociacion similar a la descrita por Sallmén et
al.,después de ajustar algunas variables como la frecuencia de las relaciones
sexuales, el IMC de la mujer, la edad y el habito de fumar de los miembros de
la pareja (42). En un estudio realizado por Ramlau-Hansen et al. se
demostré que la obesidad tanto en mujeres como en hombres estaba
asociada con un incremento en el tiempo para concebir (43). Ademas, Pauli
et al.,, estudiaron 87 hombres, y encontraron que aquellos que tenian
descendencia tuvieron un promedio de IMC méas bajo que otros hombres sin
hijos. Este mismo estudio demostré que el IMC masculino estaba relacionado
negativamente con los niveles séricos de testosterona, FSH e inhibina B, en
cambio, esta guardaba relacion positiva con los niveles de estradiol. Igual
gue en estudios presentados anteriormente, no hubo correlacion entre el IMC y

los pardmetros espermaticos (33).

2.3.2. Teorias sobre los posibles mecanismos de la alteracion de la
fertilidad en hombres obesos

Algunas explicaciones que han surgido para explicar la asociacion entre
obesidad e infertilidad son: la teoria de la integridad de la cromatina, la teoria
del estrés oxidativo, la teoria del desbalance hormonal, la teoria del incremento
de la temperatura escrotal y la teoria de la disfuncion sexual (37). A
continuacion se resefian los aspectos fundamentales de cada una de ellas, asi

COMoO sus soportes experimentales.

Lateoria de laintegridad de la cromatina en los espermatozoides: Propone

gue los hombres con sobrepeso u obesidad tienen una alta proporcion de
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espermatozoides con ADN fragmentado. La integridad del ADN en los
gametos masculinos es importante en la contribucion genética paternay en la
consecucion de una descendencia normal. Se ha observado que en parejas
gue acuden a especialistas para conseguir un embarazo, la medida de la
integridad de la cromatina, es decir, la susceptibilidad que posee el ADN para
desnaturalizarse, que puede medirse a nivel de laboratorio, ha demostrado ser
el mejor predictor de la inhabilidad de las parejas para concebir. En hombres
obesos se ha reportado una alta susceptibilidad del ADN espermatico hacia la

desnaturalizacion (37).

La fragmentacion del ADN consiste en interrupciones, tanto en las cadenas de
ADN simples como en las dobles, que ocurren con frecuencia en las muestras
de semen de pacientes infértiles. Si el material genético que transportan los
espermatozoides presenta fragmentacion en su DNA esperméatico, esto
comprometerd su integridad y podria dificultar, en funcion de la gravedad de la
lesion, la union con el material genético del ovulo (44).

La teoria del estrés oxidativo: Incremento de especies reactivas en oxigeno.
Algunos estudios han demostrado que la obesidad esta asociada,
comunmente, con el incremento del estrés oxidativo y con la peroxidacion de
lipidos (10,45). Ademas del dafio oxidativo al ADN, el estrés oxidativo genera la
peroxidacion de los lipidos a nivel de la membrana de los espermatozoides y

afecta negativamente la movilidad de los mismos (9,46)

La teoria del desbalance hormonal: Existen estudios que reportan niveles
alterados de las hormonas sexuales en hombres con sobrepeso y obesidad.
Los niveles séricos de testosterona, SHBG e inhibina B disminuyen con la
obesidad, mientras que los de estradiol tienden al aumento. Esto resulta en la
caida de la proporciobn testosterona-estradiol en hombres con
sobrepeso/obesidad. A pesar de la disminucién de los niveles de SHGB, se ha

encontrado una correlacion negativa entre la testosterona libre y alto IMC (47).
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En muchos estudios se ha encontrado disminucion de los niveles de
testosterona total, testosterona libre y SHGB, en contraposicion a niveles bajos
o normales de FSH y hormona luteinizante en el suero de sujetos obesos
(39,48).

Niveles normales de gonadotrofinas en presencia de baja testosterona libre
sérica derivan de una supresion del eje hipotalamico-hipéfisis. Se ha observado
un incremento en la incidencia de hipogonadismo-hipogonadotrofico aislado en
hombres remitidos por tratamiento contra la obesidad. La aromatizacion de
andrégenos en el tejido adiposo periférico causa el incremento en los niveles
de estrogenos en hombres obesos. Esto puede explicar la supresion del eje

hipotalamico-hipdfisis (49,50).

La teoria del incremento de la temperatura escrotal: Se ha propuesto que la
grasa de los muslos y en la parte supra pubica puede causar una elevada
temperatura a nivel escrotal, resultando en la disminucion de la calidad
espermatica y de la fertilidad (8). En 1981 se acufidé el término lipomatosis
escrotal para identificar la grasa escrotal distribuida anormalmente, al mismo
tiempo se observo que la lipectomia escrotal causé un mejoramiento de la
calidad seminal. La teoria tiene como base el incremento en la aromatizacion
local de andrégenos a estrogenos en la proximidad del depdsito anormal de
grasa en la regién escrotal que causa la supresion de la espermatogénesis
(51).
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2.4. Fragmentacion del ADN espermatico

2.4.1. ADN espermatico

En la mayoria de los mamiferos, la espermatogénesis lleva a la producciéon de
espermatozoides altamente homogéneos. Durante ese proceso Yy el transito
por el epididimo, las histonas nucleares de los espermatozoides son
reemplazadas por protaminas, pequefias proteinas ricas en arginina y cisteina
(52).

En ratones, mas del 95% de las proteinas del nucleo espermatico esta
conformado por protaminas. Esta composicion le permite al ndcleo maduro
alcanzar un volumen 40 veces menor al nicleo de una célula somatica normal.
Asi el super empaquetamiento del ADN espermatico primario se debe a los
complejos ADN-protamina. En humanos, el ndcleo espermatico contiene
menos protaminas que en ratones (aproximadamente un 85%). Ademas la
cromatina espermatica estd menos compactada y contiene algunas roturas en
la molécula de ADN (53).

Para alcanzar tan singular estado de condensacion el ADN espermatico debe
organizarse de manera sustancialmente diferente al de las células somaticas
(52). La unidad de empaquetamiento de la cromatina espermatica recibe el
nombre de toroide, figura geométrica construida con espirales, circunscrita en
una esfera, semejante a una dona o una manzana, que contiene de 50 a 60 kb
de ADN. Los toroides representan los dominios-bucle de ADN altamente
condensado por protaminas y unidos a la matriz nuclear; los grupos tioles (-SH)
de los residuos de cisteina se oxidan para formar puentes disulfuro que
proveen estabilidad al ADN espermatico (54). Cada cromosoma representa una
guirnalda de toroides y los 23 cromosomas estan agrupados por los
centrobmeros en un cromocentro dentro del ndcleo con las terminaciones de los

telobmeros unidas a dimeros expuestos a la periferia nuclear (55). Esta
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naturaleza altamente organizada de la cromatina esperméatica protege la
integridad genética durante el transporte del genoma paterno durante la
fecundacion. A diferencia de otras especies, en humanos, el empaquetamiento
de la cromatina espermatica varia entre individuos, dicha variabilidad se
atribuye a su componente proteinico. El espermatozoide de gatos, jabalies y
carneros contienen protamina P1 mientras que el del raton y el humano
contiene protamina P2 que carece de residuos de cisteina y se ha probado que
el numero de enlaces disulfuro que permiten la unién de las protaminas y la
estabilidad del empaquetamiento de la cromatina es menor en el
espermatozoide humano comparado con aquellos espermatozoides que
contienen protamina P1 (56). Ademas cualquier anormalidad en el nivel de
protamina lleva al dafio del ADN espermatico y puede inhibir la fertilizacion
(54).

2.4.2. Dafio del ADN espermatico

La fragmentacion del ADN se produce tanto a nivel de la cadena simple como
de la doble hebra (57,58). Existen diferentes mecanismos que pueden dafar el
ADN espermatico. Las especies reactivas en oxigeno y la apoptosis son los
agentes etiolégicos mas importantes en la rotura de la integridad del ADN. La
apoptosis es un mecanismo de control de sobreproduccién de gametos y
previene la proliferacién clonal de células germinales con ADN dafiado. Por
ejemplo, algunos defectos en la remodelacion del citoplasma durante la

espermatogénesis puede llevar a la apoptosis abortiva (59).

La generacion de especies reactivas en oxigeno (Reactive Oxygen Species,
ROS) ocurre de manera fisioldgica como producto del metabolismo celular,
como es el caso de la respiracion mitocondrial que constituye la mayor fuente
de produccion de anién superdxido. Altos niveles de ROS son nocivos para la
calidad y funcion espermatica. Entre el 25-40% de sujetos infértiles presentan

aumento de las ROS y estrés oxidativo a nivel seminal. Se ha demostrado que
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los espermatozoides presentan alta susceptibilidad a dafios causados por las
ROS debido al aumento en la cantidad de &cidos grasos poliinsaturados en
plasma y baja concentracion de enzimas de barrido (scavenger), la mayoria de
las cuales se pierde durante la espermatogénesis, a nivel del citoplasma (60).
Las ROS afectan tanto el ADN nuclear como el mitocondrial induciendo
fragmentacion, recombinacion aberrante o defecto en el empaquetamiento de
la cromatina. Un aumento en las ROS altera la estructura terciaria y la
expresion de proteinas, receptores y proteinas transportadoras a nivel de la
membrana celular desencadenando un desbalance idnico. La disminucion en la
cantidad de radicales libres a nivel seminal estd asociada al aumento en la
habilidad del espermatozoide para unirse a la zona pellcida, capa externa que

rodea al ovocito (61).

Los leucocitos activados también generan un aumento en las ROS y, con esto,
un dafio en la integridad del ADN esperméatico. Esto sucede cuando existe
inflamacion a nivel tisular asi como en sujetos fumadores quienes muestran
cambios inflamatorios en los testiculos y produccion incrementada de radicales
libres por la activacion de los leucocitos. Estas células generan cientos de
veces mas ROS que los leucocitos inactivos. La formacion de 8-hidroxi-2-

desoxiguanosina es un biomarcador clave para dafo oxidativo de ADN (59)

El estrés oxidativo afecta la integridad de la cromatina espermatica causando
rotura del ADN, modificaciones de bases y delecciones. Por otro lado, en
obesos, los adipocitos producen una variedad de moleculas activas
biol6gicamente conocidas como adipocitoquinas o adipoquinas como el TNF-q,
la resistinay la leptina. La excesiva produccién de estas adipoquinas participa
en la patogénesis del sindrome metabolico y otros cuadros clinicos asociados
con obesidad. Ademas se ha demostrado que, en sujetos no diabéticos, la
acumulacion de grasa esta intimamente relacionada con el aumento de
marcadores de estrés oxidativo; algunos estudios muestran alta concordancia

entre el aumento del indice de Masa Corporal (IMC) y la aparicion de ROS a
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nivel sistémico. Estas causan alteraciones a nivel celular especificamente en el
ADN vy las células espermaticas no son la excepcion. Por esta razon se
esperaria que los hombres obesos presentaran cierto grado de fragmentaciéon
de ADN espermatico debido a la influencia de las ROS (62,63).

2.4.3. Técnicas para medir el dafio del ADN espermatico

Hasta el momento se han ideado algunas técnicas para el estudio de los
defectos en el ADN del espermatozoide humano. La tincidon con azul de anilina,
azul de toluidina y cromomicina es usada para identificar los defectos en el
empaquetamiento de la cromatina espermatica. La integridad del ADN
espermatico puede evaluarse por el test de TUNEL (Terminal desoxi nucleotidil
Uridin trifosfato, dUPT , deoxynucleotidil tranferase Nick-End Labelling assay),
el ensayo COMETA, tincion con naranja de acridina o mediante el ensayo de
estructura de cromatina espermatica (SCSA). Las aneuploidias son detectadas
mediante fluorescencia de hibridizacion (FISH) y las microdeleciones del
cromosoma Y en espermatozoides se pueden detectar mediante reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR) (54).

2.4.3.1. El ensayo de Cometa

Esta técnica es muy sensible para la deteccion de dafio del ADN. Se mide la
respuesta la células individuales de tal manera que se puede determinar la
heterogeneidad entre una poblacion celular, lo cual no es posible mediante
otras técnicas. Este ensayo se fundamenta en la diferencia de migracion entre
el ADN fragmentado y el ADN no fragmentado dentro de un campo
electroforético. El primero, por ser mas pequefio migrard mas rapido que el

segundo. La técnica se puede realizar en un pH neutro o alcalino dependiendo

28



del tipo dafio en el ADN que se desee investigar; para el caso de estudio de
infertilidad, es conveniente trabajar a pH neutro (54)

Entre las desventajas de este ensayo esta la sobreestimacion del dafio en el
ADN debido a la presencia de ARN residual el cual crea una especie de fondo
o background durante el analisis o, por lo contrario, puede ser subestimado por
la presencia de proteinas que influyen en el movimiento de los fragmentos
durante la electroforesis. Sin embargo, para el desarrollo de este se requieren
pocas células, se pueden recolectar datos a nivel de células individuales

ademas de la alta sensibilidad y simplicidad (64)

2.4.3.2. Ensayo de TUNEL

En esta técnica se incorpora una desoxiuridina biotinilada (dUTP) al 3'OH de la
cisura presente en la molécula de ADN hasta crear una sefal que se
incrementa proporcionalmente con el namero de cisuras. El fundamento
envuelve la marcacion de la terminal 3’ del fragmento de ADN con dUTP
mediante una desoxinucleotidil transferasa terminal. Los nucle6tidos marcados
e incorporados pueden detectarse mediante citometria de flujo o microscopia
de fluorescencia (65). Mediante la deteccidon enzimatica, una estreptavidina
peréxidasa marcada con peroxidasa de rabano picante se une a los nucleétidos
biotinilados, los cuales son detectados usando peréxido de Hidrégeno (sustrato
de la peroxidasa) y el cromogeno estable, diaminobencidina que produce una

tincion marron (66)

Mediante este ensayo no se puede cuantificar el grado de dafio del ADN dentro
de una célula, solo revela el nUmero de células que presentan dafio dentro de
la poblacion celular. Debido a que la técnica involucra observacion al
microscopio de células tefiidas (dafio de ADN) y no tefiidas (sin dafio de ADN),

algunos restos de la tincidbn pueden disminuir la eficacia. Ademas, solo un
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namero limitado de células pueden ser tefiidas debido al empaquetamiento
caracteristico del ADN espermatico (54)

2.4.3.3. Determinacion de la estructura de la cromatina espermatica

Es una técnica en la cual la extension de la desnaturalizaciéon del ADN seguido
por tratamiento con calor o acido se determina mediante medicion del cambio
de metacromético de fluorescencia verde (naranja de acridina intercalada
dentro de la doble hebra de ADN) a roja (naranja de acridina intercalada dentro
de la hebra simple de ADN). Esta técnica muestra el indice de fragmentacion
del ADN de manera simple y rapida (66).

2.4.3.4. Prueba con naranja de acridina

Este es un método microscépico simplificado del método anterior que no
requiere citometria de flujo y depende de la interpretacion visual de la
fluorescencia de los espermatozoides y escombros que caen dentro de un
amplio rango de colores bajo el examen microscopico. Las muestras con
espermatozoides pretratados (solucién de acido citrico pH 2.0) y tefiidas con
naranja de acridina se lavan y se cubren con un cubreobjetos para analisis.
Los espermatozoides con dsDNA (ADN de doble cadena) aparecen con
fluorescencia verde mientras que los que poseen ssDNA (ADN monocatenario)
presentan fluorescencia roja bajo el microscopio de fluorescencia (67).
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3. OBJETIVOS

3.1.

GENERAL

Evaluar los pardmetros seminales y la fragmentacién del ADN espermatico en

hombres obesos y no obesos en la ciudad de Barranquilla durante el periodo
de 2010 a 2012.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

ESPECIFICOS

Determinar el volumen seminal, el recuento, movilidad y morfologia
espermatica tanto en sujetos obesos como en no obesos.

Comparar los parametros seminales entre los dos grupos de estudio.
Determinar el porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico,
mediante el test de acridina, en el grupo de Obesos conformados
por hombres con IMC mayor o igual a 30 (obesos).

Determinar el porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico,
mediante el test de acridina al grupo no Obeso conformado por
hombres con IMC entre 18,5y 25.

Comparar el porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico y los

parametros seminales entre los sujetos obesos y no obesos
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4. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Hipoétesis

Ho: Los varones con indice de masa corporal superior o igual a 30
(obesos) no presentaran un porcentaje de fragmentaciéon del ADN

espermatico mayor al grupo no obeso

H1: Los varones con indice de masa corporal superior o igual a 30
(obesos) presentaran un porcentaje de fragmentacion del ADN

espermatico mayor al grupo no obeso.

4.2. Tipo de estudio y poblaciéon de referencia

Este es un estudio descriptivo, transversal, prospectivo que tom6é como
poblacion de referencia los varones obesos y no obesos residentes en la

poblacion de Barranquilla-Colombia.

4.3. Muestra

La muestra estuvo integrada por 20 varones obesos y el grupo control por 20
jovenes entre 18 y 50 afios de edad que voluntariamente participaron en el

estudio en el periodo septiembre del 2010 a marzo del 2012.

Criterios de Inclusiéon en el grupo de Obesidad:
1. Servarones con indice de masa corporal igual o mayor de 30.
2. Tener entre 18 a 50 afios de edad
3. Ser voluntarios y firmar el consentimiento informado de participacion en

el estudio.
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Criterios de Inclusién en los controles:
4.2.1. Servarones con indice de masa corporal entre 18,5y 25.
4.2.2. Tener entre 18 a 50 afios de edad
4.2.3. Ser voluntarios y firmar el consentimiento informado de participacion

en el estudio.

Los pacientes tuvieron libertad para retirarse del estudio en el momento que lo
desearan. Este proyecto contd con la aprobacion del comité de Etica médica

de la Division Salud de la Universidad del Norte.

4.4, Fragmentacion de ADN del espermatozoide

Para el estudio de la fragmentacion de ADN del espermatozoide se utiliz el
test de Naranja de Acridina (67). Para esto, se utilizd Acido Citrico 0.1M,
Fosfato de Sodio Heptahidrato 0.3M y solucion stock Naranja de Acridina al
0.1%.

Procedimiento: se lavo un mililitro de semen con cinco mililitros de solucion de
PBS-DULBECCO vy se centrifugd por 5 minutos a 1500 rpm. EIl pellet se
resuspendio después del lavado con 0.5 mililitros de PBS-DULBECCO vy se
ajusto el conteo final a 10 millones de espermatozoides por mililitro. Se hicieron
extensiones en laminay se dejaron secar al aire por 20 minutos.

Las laminas se fijaron en solucién de Carnoy’s (3 partes de metanol por 1 parte
de acido acético glacial) por dos horas. Luego se removieron del fijador y se

dejaron secar al aire antes de colorearlas con naranja de acridina.

El naranja de acridina se calienta a 56°C por 5 min. Se cubren las laminas con
el colorante por 5 minutos y se lavan con agua desionizada. Antes que la
lamina se seque se coloca una laminilla de 20x40 y se observa con el
microscopio de fluorescencia. La observacion no puede sobrepasar los 40

segundos en inmersion de 100x.
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Cuando la cabeza del espermatozoide aparecia con fluorescencia verde

indicaba la presencia de doble cadena de ADN intacta. En cambio, cuando la
cabeza aparecia con fluorescencia amarillenta o rojiza indicaba la ruptura de
las cadenas de ADN. Se manejé como parametro normal la presencia de mas

de 70% de espermatozoides con ADN intacto.

4.5. Espermograma

A todos los participantes se les solicitard una muestra seminal con tres dias de
abstinencia, la cual sera procesada de acuerdo a los criterios y normas de la
Organizacion Mundial de la Salud (29). Se evaluaran los siguientes
parametros: volumen de semen (en mililitros), concentracion de
espermatozoides (en millones por mililitro) y recuento total de espermatozoides,
grados de movilidad (porcentaje), morfologia normal y alteraciones de
morfologia (porcentaje).

4.6. Analisis estadistico

Se aplico el estadistico t de Student para probar las diferencias significativas
entre las medias de los porcentajes de fragmentacion de ADN espermatico
entre los dos grupos estudiados. Para esto, se probaron dos supuestos: la
distribucion normal de los datos mediante la prueba de Kolmogorov Smirnov y
la igualdad de varianzas mediante la prueba de Fisher. Luego, se determiné la
fuerza de correlacion entre el IMC y el porcentaje de fragmentacion en la

totalidad de la muestra con la prueba de correlacion de Pearson.
Todo este analisis se realiz6 mediante el software estadistico SPSS version 17
para Windows, en espariol (Chicago, USA. 2008). El nivel de confianza fue de

95%.
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5. RESULTADOS

5.1. Fragmentacién de ADN del espermatozoide

Tabla 1. Porcentaje de fragmentacion de ADN en los grupos de estudio

SUJETOS CONTROLES OBESOS
1 27% 12%
2 51% 70%
3 22% 41%
4 19% 34%
5 41% 57%
6 12% 61%
7 20% 23%
8 15% 51%
9 21% 41%
10 59% 55%
11 17% 39%
12 10% 100%
13 32% 76%
14 8% 45%
15 10% 13%
16 10% 32%
17 12% 39%
18 9% 22%
19 17% 49%
20 13% 27%

Promedio £ | 51 5541428 | 41.42+17.85

Desviacion estandar

Entre el grupo de obesos, 15 (75%) estuvieron por encima del valor normal de

30%, mientras que entre los controles solo 4 (20%) pasaron dicho limite. Se

destaca el caso de un sujeto obeso con un porcentaje de fragmentacion de

100%.
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Los datos vienen de una distribucion normal (p=0.998, obesos) (p=0.245,

controles) segun la prueba de Kolmogorov Smirnov. Las varianzas de los

datos son relativamente iguales entre los dos grupos segun la prueba de Fisher

(p=0.282). Se encontro diferencia estadistica significativa en los porcentajes de

fragmentacion de ADN entre los dos grupos (p=0.000, p<0.05) y correlaciéon

estadisticamente significativa entre el IMC y el porcentaje de fragmentacion de
ADN espermatico (indice= 0.601).

Tabla 2. Comparacion entre el IMC y la fragmentacién del ADN

espermatico

IMC Fragmentacion
IMC Correlacion de Pearson 1 ,601(**)
Sig. (bilateral) ,000
N 39 39
Fragmentacion  Correlacion de Pearson ,601(**) 1
Sig. (bilateral) ,000
N 39 39

Se puede observar que el indice de correlacion de Pearson (0.601) indica relacion estadisticamente

significativa

Grafica 1. Promedio de fragmentacion de ADN espermatico en sujetos
obesos y no obesos
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Los sujetos obesos presentaron un promedio de fragmentacion mayor que los controles
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5.2. Espermograma

Tabla 3. Volumen y pH seminal en sujetos obesos y no obesos

CONTROLES OBESOS
SUJETOS VOL PH VOL PH
1 3.5ml 8.5 2.2ml 8.3
2 1.9ml 8.1 1.0ml 8.5
3 2.2ml 8.3 3.5ml 8.5
4 3.8ml 7.9 2.0ml 8.1
5 1.8ml 8.5 4.5ml 8.1
6 3.0ml 8.5 2.0ml 8.3
7 3.5ml 8.3 4.0ml 8.3
8 2.2ml 8.1 0.9ml 8.7
9 4.5ml 7.4 3.2ml 8.1
10 4.0ml 8.1 2.5ml 8.5
11 2.0ml 8.1 3.7ml 8.5
12 3.5ml 8.1 2.5ml 8.1
13 4.5ml 8.3 4.0ml 8.1
14 3.5ml 8.5 2.0ml 8.1
15 4.0ml 8.5 2.5ml 8.1
16 1.6ml 8.1 2.0ml 8.5
17 3.0ml 8.1 4.0ml 8.1
18 3.0ml 8.2 4.0ml 8.1
19 3.5ml 8.1 4.5ml 8.1
20 4.3ml 8.3 4.3ml 8.1
Promedio
Desviiacién 3.2+0.93 82+0.26 | 3.0+£1.14 | 8.3+£0.20
estandar

No se encontrd diferencia significativa con respecto al volumen y pH seminal
entre los dos grupos (p=0.05). 16 sujetos controles (80%) presentaron un
volumen seminal mayor de 2 ml mientras que, entre los obesos, 14 (70%)

superaron ese limite.

37



Tabla 4. Movilidad espermaética en sujetos obesos y no obesos

CONTROLES OBESOS
MOV.RAP IN IN
SUJETOS IDO MOV.LENTO| SITU |INMOVILES | MOV.RAPIDO | MOV.LENTO | SITU |INMOVILES
1 16% 63% 2% 19% 36% 38% 13% 12%
2 2% 48% 8% 42% 1% 45% 20% 34%
3 69% 16% 0% 15% 33% 47% 2% 18%
4 14% 69% 8% 9% 4% 61% 5% 25%
5 0% 54% 6% 40% 13% 60% 7% 20%
6 7% 63% 1% 29% 0% 51% 2% 47%
7 61% 15% 0% 24% 35% 46% 3% 16%
8 32% 37% 11% 20% 0% 46% 19% 35%
9 55% 30% 5% 10% 0% 18% 2% 80%
10 0% 41% 6% 53% 0% 65% 3% 31%
11 45% 34% 8% 13% 15% 61% 2% 22%
12 68% 17% 0% 15% 0% 0% 0% 100%
13 30% 40% 0% 30% 2% 50% 2% 46%
14 65% 20% 2% 13% 7% 37% 3% 53%
15 70% 20% 0% 10% 61% 21% 1% 17%
16 72% 10% 0% 18% 20% 28% 10% 41%
17 60% 10% 10% 20% 0% 62% 0% 38%
18 67% 20% 3% 10% 15% 54% 4% 27%
19 42% 30% 8% 20% 26% 53% 2% 19%
20 49% 33% 0% 18% 5% 45% 20% 30%
Promedio *
Detass:[\;i:;i;jrn 4:?61- 34%+0.18 g{;: 315/02; 14% +0.17 | 44% +0.17 Z‘VB;_- 36% +0.22

Entre los sujetos controles, 14 (70%) presentaron mas del 25% de
espermatozoides con movilidad rapida mientras que entre los sujetos obesos

solo 5 (25%) presentaron alto porcentaje de movilidad espermatica.

Entre los sujetos obesos, 3 (15%) presentaron un porcentaje de inmovilidad
espermatica mayor de 50% y se destaca uno de los sujetos con 100% de
inmovilidad, mientras que entre los sujetos controles solo uno presentd alto

porcentaje de inmovilidad espermética.
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obesos

Tabla 5. Movilidad espermatica r4pida en sujetos obesosy no
Desviacién Error tip. de
Estado N Media tip. la media
Movimiento Obesos 20 13,65 16,850 3,768
Rapido Controles 20 41,20 26,357 5,894

Gréfica 2. Promedio de espermatozoides con movilidad entre los grupos
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Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje

de espermatozoides con movimiento rapido entre los dos grupos (p<0.05). Los

controles presentaron mayor porcentaje que los sujetos obesos.

Tabla 6. Movilidad espermatica lenta en sujetos obesosy no obesos

Desviacién Error tip. de
Estado N Media tip. la media
Movimiento Obesos 20 44,40 16,800 3,757
Lento Controles 20 33,50 18,266 4,084
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Gréfica 3. Promedio de espermatozoides con movilidad lenta entre los

grupos obesos y no obesos

Obesos

Contrales

Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje

de espermatozoides con movimiento lento entre los dos grupos (p<0.05). Los

sujetos obesos presentaron mayor porcentaje que los controles.

Tabla 7. Movilidad espermaética in situ en sujetos obesosy no obesos

Desviacién Error tip. de
Estado N Media tip. la media
INSITU  Obesos 20 6,00 6,696 1,497
Controles 20 3,90 3,892 ,870
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Gréfica 4. Promedio de espermatozoides con movilidad in situ entre los

grupos obesos y no obesos

Obesos

Controles

Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje

de espermatozoides con movimiento in situ entre los dos grupos (p<0.05). Los

sujetos obesos presentaron mayor porcentaje que los controles.

Tabla 8. Espermatozoides inmoviles en sujetos obesosy no obesos

Desviacién Error tip. de
Estado N Media tip. la media
INMOVILES  Obesos 20 35,55 22,049 4,930
Controles 20 21,40 11,940 2,670
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Gréfica 5. Promedio de espermatozoides inmoviles en los grupos obesos

y no obesos
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Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje

de espermatozoides inmoviles entre los dos grupos (p<0.05). Los sujetos

obesos presentaron mayor porcentaje que los controles.
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Tabla 9. Morfologia de los espermatozoides en los grupos obesos y no

obesos

CONTROLES OBESOS
FORMAS CABEZA | ALTERACIONES | FORMAS CABEZA ALTERACIONES

SUJETOS | NORMALES | ANORMAL | COMBINADAS | NORMALES | ANORMAL | COMBINADAS

1 7% 68% 25% 5% 68% 27%

2 5% 47% 48% 3% 46% 51%

3 10% 40% 50% 7% 68% 25%

4 13% 38% 49% 4% 41% 50%

5 10% 45% 45% 8% 46% 46%

6 8% 35% 57% 3% 19% 76%

7 16% 40% 44% 4% 44% 52%

8 11% 48% 41% 6% 72% 22%

9 12% 55% 33% 3% 80% 27%

10 2% 52% 46% 2% 47% 51%

11 13% 41% 46% 4% 81% 15%

12 15% 35% 50% 3% 64% 33%

13 13% 45% 42% 2% 69% 39%

14 15% 37% 48% 5% 71% 24%

15 9% 41% 50% 8% 62% 30%

16 14% 40% 46% 5% 45% 50%

17 10% 40% 50% 4% 64% 32%

18 14% 44% 56% 5% 58% 37%

19 11% 45% 44% 12% 71% 17%

20 9% 43% 48% 8% 44% 48%
Promedio
Desv;‘:acién 11% +0.35 | 44% +0.076 | 46% +0.071 5%+0.25 | 58%+0.16 38% +0.15
estandar
Entre los sujetos obesos, 19 (95%) presentaron un porcentaje de

espermatozoides con forma normal menor de 10% mientras que entre los

controles,

14 (70%) presentaron un porcentaje mayor

espermatozoides con forma normal.

de 10%

de
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Entre los sujetos obesos, 12 (60%) presentaron un porcentaje de
espermatozoides con cabeza anormal mayor de 50% mientras que entre los

controles solo 3 (15%) superaron ese limite.

Tabla 10. Espermatozoides con forma normal en obesos y no obesos

Desviacién Error tip. de
Estado N Media tip. la media
FORMA Obesos 20 5,05 2,502 ,559
NORMAL " Controles 20 10,85 3,558 796

Gréfica 6. Promedio de espermatozoides con forma normal en los grupos

estudiados

12

1o

'Y

Y

Obesos Controles

Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje
de espermatozoides con forma normal entre los dos grupos (p<0.05). Los
controles presentaron mayor porcentaje que los sujetos obesos.
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Tabla 11. Espermatozoides con forma anormal en sujetos obesos 'y no

obesos
Desviacién Error tip. de
Estado Media tip. la media
CABEZA Obesos 20 58,00 15,788 3,530
ANORMAL  controles 20 43,95 7.674 1,716

Gréfica 7. Promedio de espermatozoides con forma anormal en los

grupos obesos y no obesos

T0

a0

50

40

an

20

10

QObesos Controles

Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje
de espermatozoides con cabeza anormal entre los dos grupos (p<0.05). Los

sujetos obesos presentaron mayor porcentaje que los controles.

Tabla 12. Espermatozoides con alteraciones combinadas en obesosy no

obesos
Desviacién Error tip. de
Estado Media tip. la media
Alteracion Obesos 20 37,60 15,195 3,398
combinada  controles 20 45,90 7,130 1,594




Gréfica 8. Promedio de espermatozoides con alteraciones combinadas en

los grupos obesos y no obesos

Obesas Controles

Se encontré diferencia estadistica significativa entre las medias de porcentaje
de espermatozoides con alteraciones combinadas entre los dos grupos

(p<0.05). Los controles presentaron mayor porcentaje que los sujetos obesos.

Tabla 13. Parametros seminales y fragmentacion del ADN de los sujetos
obesos y los no obesos. Barranquilla, 2011-2012

Parametros Obesos No obesos

seminales (n=20) (n=20)

Media + Desviacion Estandar

Volumen seminal | 3.0 +1.14 3.2+0.93

pH 8.3+£0.20 8.2+£0.26
Concentracion 35.730.000 +105.109.091
espermatica/mL | 47.888.055 53.566.839
%espermatozoide | 36% + 0.22 21% + 0.120
inmoviles

%espermatozoide | 44% + 0.17 34% £ 0.18
lentos

%espermatozoide | 14 % + 0.17 44% + 0.26
rapidos
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Morfologia 5% + 0.25 11% + 0.35
formas normales
Morfologia 58% + 0.16 44% + 0.076
cabeza anormal
Morfologia 38% £ 0.15 46% £ 0.071

alteraciones
combinadas
Fragmentacion 41.42 +17.85 21.25+14.28
de ADN

6. DISCUSION

Aproximadamente el 20% de las parejas en edad reproductiva se ven
afectadas por la infertilidad y el factor masculino esta involucrado en la mitad
de los casos. A pesar de los datos que brinda el espermograma para evaluar la
calidad espermatica, parece ser que un 15% de los varones infértiles se
encuentran entre los parametros normales lo que lleva a sospechar la
presencia de defectos a nivel del ADN de los espermatozoides; este dato ha
cobrado importancia debido que no solo esta involucrado en la fertilidad sino
también en la transmision de defectos genéticos a la descendencia y en la

efectividad de las técnicas de reproduccion asistida (13, 68,69).

En estudios anteriores ya se habia descrito el dafio que podia causar la
obesidad en la capacidad reproductiva tanto de hombres como de mujeres (70,
42). Altos depodsitos de grasa en la region suprapubica pueden ocasionar
alteracion en la produccion de espermatozoides y en la integridad genética de

los mismos, fendmeno que se puede revertir con la lipectomia escrotal (71). En
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este estudio se ratifica la influencia de la obesidad sobre la concentracion,
movilidad y morfologia de los espermatozoides asi como sobre la integridad del

ADN espermaético.

En este proyecto se determinaron los parametros seminales y el porcentaje de
fragmentacion de ADN espermatico en dos grupos de sujetos: obesos y no
obesos tomando como criterio de clasificacion el IMC. EI pH y el volumen
seminal estaban entre los valores normales y no se encontré diferencia
significativa entre sujetos obesos y controles, lo cual indicaria que no existe
influencia de la obesidad sobre dichas variables. Con respecto al volumen
seminal, el resultado concuerda con lo encontrado por La Vignera et al. vy
Jensen et al. pero es discordante con lo encontrado por Chavarro et al. y
Vasquez et al. quienes encontraron una relacion inversamente proporcional
entre el IMC y el volumen seminal explicada por la baja concentracién de
testosterona como consecuencia de la aromatizacion de la testosterona hasta
estrégeno en el tejido adiposo (6, 32, 38, 72). Generalmente, los estudios
relacionados con el tema no reportan el pH seminal. Sin embargo, Vasquez et

al. reportaron valores similares a los encontrados en este estudio (38).

Se observdé mayor prevalencia de oligozoospermia (baja concentracion de
espermatozoides) en el grupo de obesos (n=11, 55%) en comparacion con los
controles (n=2, 10%), lo cual concuerda con los estudios de Jensen et al.,
Koloszar et al., Vasquez et al., Kort et al.,, Abdullah et al., Hofny et al. vy
Hammoud et al. (2008) (2, 6, 73, 36, 37, 38, 74). Sin embargo, en otros
estudios como los realizados por Aggerholm et al. y La Vignera et al. no se
observé diferencia significativa en la cantidad y concentracion de
espermatozoides entre sujetos obesos y sujetos con IMC normal (39, 72).

Con respecto a los datos de movilidad, se observé que los promedios de
espermatozoides inmoviles y con movimiento lento fueron mayores en el grupo

de obesos (36% y 21%) que en el de los no obesos (44% y 34%). Al comparar
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esos datos en los dos grupos se obtuvo diferencia estadistica significativa
(p<0.05). Estos datos son similares a lo reportado por Chavarro et al., Abdullah
et al., Hammoud et al. y Hofny et al., sin embargo, son discordantes con los
resultados de Jensen et al. que no muestran asociacion con el aumento del
IMC (2, 6, 32, 36, 74). La alta frecuencia de espermatozoides con movilidad
reducida y el alto indice de fragmentacion de ADN espermatico encontrado en
los sujetos obesos en este estudio concuerdan con lo reportado por Sallmén et
al. y demuestran una vez mas la influencia directa o indirecta de la obesidad

sobre los cambios biolégicos de la célula espermatica (41).

El porcentaje de espermatozoides con forma normal fue menor entre los
sujetos obesos. Al comparar este dato en los dos grupos se obtuvo diferencia
estadistica significativa (p<0.05). Esto concuerda con lo reportado por Chavarro
et al., Abdullah et al., Hammoud et al., Hofny et al. y Jensen et al. (2, 6, 32, 36,
74).

Por otro lado, al analizar la integridad del ADN espermatico, se encontrd
diferencia estadistica significativa entre los porcentajes de fragmentacion de los
dos grupos (p p<0.05) presentando los mayores valores el grupo obeso
(IMC=30). Este resultado es compatible con lo encontrado por Kort et al.,
inicialmente y reafirmado por Chavarro et al. y Fariello et al. quienes
observaron que el niumero de espermatozoides con dafio de ADN era mayor
en hombres obesos en comparacioén con sujetos no obesos y con sobrepeso
(32, 37, 75).

Estudios de correlacion han demostrado la influencia que ejerce la estructura
de la cromatina espermatica sobre los resultados de los procedimientos de
inseminacion intrauterina (70). Los hombres con un IMC mayor que 30 kg/m?
presentan reduccion en la fertilidad y aumento en la probabilidad de pérdida del

embarazo (73). La mayoria de los varones de parejas infértiles con alto IMC
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presentan un bajo niamero de células espermaticas con motilidad normal.
Deficiencias en la integridad del ADN espermatico pueden explicar dicho
fendmeno segun estudios que han demostrado una relacion positiva entre el
IMC vy el indice de fragmentacion de ADN. Gopalkrishnan et al. y Bungum et al.,
encontraron que a medida que aumenta el IMC por encima de 25 kg/m? de la
misma manera aumenta el indice de fragmentacion del ADN espermético (76,
77).

En este estudio de casos y controles, se pudo observar que los hombres que
presentan un IMC mayor que 30 kg/m? muestran alteraciones en algunos
parametros seminales asi como un mayor porcentaje de fragmentacion de ADN
espermatico en comparaciéon con hombres no obesos, confirmando una vez
mas la asociacion entre la obesidad y la disminucion de la capacidad
reproductiva en varones.

Se demuestra una vez mas que la obesidad es un factor de riesgo de
infertilidad en el varon debido a que no solo influye sobre las variables del
espermograma sino también sobre un parametro tan importante como lo es la
integridad del ADN del espermatozoide. Por esta razon, en la blusqueda de
causas de infertilidad en sujetos obesos a nivel clinico, se deberia adicionar el
estudio de la fragmentacion del ADN espermatico al espermograma
convencional. Ademas, estudios que evallen los cambios en la fragmentacion
del ADN espermatico que se producen por la pérdida de peso serian utiles para

el tratamiento de fertilidad en el paciente obeso.
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7. CONCLUSIONES

e Los sujetos obesos presentan un mayor porcentaje de fragmentacion
del ADN espermaético en comparacion de los sujetos con indice de masa

corporal normal
e Elaumento en el IMC afecta la concentracion espermatica.

e EIl recuento, movilidad y morfologia del espermatozoide se ven mas

afectadas en sujetos con obesidad comparados con los no obesos.

o1



8. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

Taylor RW, Keil D, Gold EJ, Williams SM, Goulding A. Body mass index,
waist girth and waist-to-hip ratio as indexes of total and regional adiposity
in women: evaluation using receiver operating characteristic curves. Am.
J. Clin. Nutr. 1998; 67: 44-9.

Hammoud AO, Gibson M, Peterson CM, Meikle AW, Carrell DT. Impact
of male obesity on infertility: a critical review of the current literature.
Fertil Steril. 2008; 90(4):897-904.

Pasquali R, Patton L, Gambineri A. Obesity and infertility. Curr Opin
Endocrinol Diabetes Obes. 2007; 14(6):482-7.

Hammoud AO. Gibson M, Paterson CM, Hamilton BK, Carrell DT.
Obesity and Male Reproductive Potential. J Androl. 2006; 27 (5): 619-
26.

Loret de Mola JR. Obesity and its relationship to infertility in men and
women. Obstet Gynecol Clin North Am. 2009; 36(2):333-46.

Jensen TK, Andersson AM, Jgrgensen N, Andersen AG, Carlsen E,
Petersen JH, et al. Body mass index in relation to semen quality and
reproductive hormones among 1,558 Danish men. Fertil Steril. 2004;
82(4): 863-70.

. Dura LB. Obesidad e infertilidad masculina. Madrid. 2010 [Consultado 8

de Julio de 2011]. Disponible en: http://www.reproduccionasistida.org/
reproduccion-asistida/esterilidad/embarazada/obesidad-infertilidad/

Koskelo R, Zaproudina N, Vuorikari K. High scrotal temperatures and
chairs in the pathophysiology of poor semen quality. Pathophysiology.
2005; 11: 221-4.

Kodama H, Yamaguchi R, Fukuda J, Kasai H, Tanaka T. Increased
oxidative deoxyribonucleic acid damage in the spermatozoa of infertile
male patients. Fertil Steril. 1997; 68: 519-24.

Davi G, Falco A. Oxidant stress, inflammation and atherogenesis. Lupus.
2005; 14: 760-4.

Vésquez F, Vasquez D. Espermograma y su utlidad clinica. Salud
uninorte. 2007; 23 (2): 220-30.

52


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Jensen%20TK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andersson%20AM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22J%C3%B8rgensen%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Andersen%20AG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carlsen%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Petersen%20JH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15482761
http://www.reproduccionasistida.org/%20reproduccion-
http://www.reproduccionasistida.org/%20reproduccion-

12.Cruz I, Colmenares M, Berrueta-Carrillo L, Gobmez-Pérez R, Montes H,
Berrueta L, et al. Evaluacion de la calidad del espermatozoide humano:
comparacion entre la integridad del and esperméatico y variables del
semen. Invest Clin. 2010; 51(1):87-99.

13.Morales R, Lledé B, Ortiz José A, Rodriguez-Arnedo D, Fabregat A,
Bernabeu R. Fragmentacion del ADN espermatico y su implicacion en la
fertilidad. Revista iberoamericana de fertilidad. 2007; 24(5):305-13.

14.Woods SC, Seeley RJ. Understanding the physiology of obesity: review
ofrecent developments in obesity research. International Journal of
Obesity. 2002; 26(4): 8-10.

15.Tomasello B, Malfa G, Galvano F, Renis M. DNA damage in normal-
weight obese syndrome measured by Comet assay. Mediterranean
Journal of Nutrition and Metabolism. 2011; 4(2): 99-104.

16.Snyder EE, Walts B, Perusse L, Chagnon YC, Weisnagel SJ, Rankinen
T et al. The human obesity gene map: the 2003 update. Obes Res 2004;
12: 369-439.

17.Comuzzie AG, Allison DB. The search for human obesity genes. Science
1998; 280: 1374-7.

18.Whitaker RC, Wright JA, Pepe MS, Seidel KD, Dietz WH. Predicting
obesity in young adulthood from childhood and parental obesity. N Engl J
Med 1997; 337: 869-73.

19.Gil A, Garcia C, Campos M. Genetica de la obesidad humana. Ntr clin
med. 2007; 1 (3): 163-73.

20.De onis M, Habicht JP. Anthropometric reference data for international
use: recommendations from a world health organization Expert
committee. Am J Clin Nutr. 1996; 64: 650-8.

21.Berdasco A. Evaluacion del estado nutricional del adulto mediante la
antropometria. Revista Cubana Aliment Nutr. 2002; 16(2): 146-52.

22.Moreno M. Diagnostico de obesidad y sus métodos de evaluacion.
Boletin de la escuela de medicina. 1997; 26, (1), 1997.

23.Leibel RL, Berry EM, Hirsch J. Metabolic and hemodynamic responses to
endogenous and exogenous catecholamines in formerly obese subjects.
Am J Physiol. 1991; 260: 785-91.

53


http://www.ingentaconnect.com/content/klu/12349;jsessionid=h0y1mkp31l97.victoria
http://www.ingentaconnect.com/content/klu/12349;jsessionid=h0y1mkp31l97.victoria
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leibel%20RL%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Berry%20EM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hirsch%20J%22%5BAuthor%5D

24.Braguinsky J. Prevalencia de obesidad en América Latina. ANALES Sis
San Navarra. 2002; 25(1): 109-115.

25.Templeton A, Fraser C, Thompson B. Infertility epidemiology and referral
practice. Hum Reprod 1991; 6: 1391-4.

26.Baccetti B, Afcelius BA. The biology of the sperm cell. Basel New York:
S. Karguer, 1976.

27.Tapia R, Rojas J. Semiologia del analisis de semen. Colegio Mexicano
de Urologia. 2003; 18: 48-52.

28.Frick J, Aulizky W. Physiology of the prostate. Infection 1991; 19 (3):115-
8.

29.World Health organization (1992). Laboratory Manual for the
Examination of Human Semen and Semen — Cervical Mucus Interaction,
3'ded. Cam- bridge, U.K.: Cambridge University Press.

30.Coppens L. Diagnosis and treatment of obstructive seminal vesicle
pathology. Acta Urol Belg. 1997; 65:11-9.

31.Jose-Miller AB, Boyden JW, Frey KA. Infertility. American Family
Physician. 2007; 75 (6): 849-56.

32.Chavarro JE, Toth TL, Wright DL, Meeker JD, Hauser R. Body mass
index in relation to semen quality, sperm DNA integrity, and serum
reproductive hormone levels among men attending an infertility clinic.
Fertil Steril. 2010; 93 (7): 2222-31.

33.Pauli EM, Legro RS, Demers LM, Kunselman AR, Dodson WC, Lee PA.
Diminished paternity and gonadal function with increasing obesity in
men. Fertil Steril 2008; 90: 346-51.

34.Hammoud AO, Wilde N, Gibson M, Parks A, Carrell DT, Meikle AW.

Male obesity and alteration in sperm parameters. Fertil Steril. 2008;
90(6):2222-5.

54



35.Shayeb G, Bhattacharya S. Male obesity and reproductive potential. The
British Journal of Diabetes & Vascular disease. 2009; 9 (1): 7-12.

36.Hofny ER, Ali ME, Abdel-Hafez HZ, EI-Dien Kamal E, Mohamed EE, Abd
El-Azeem HG, et al. Semen parameters and hormonal profile in obese
fertile and infertile males. Fertil Steril. 2009.

37.Kort H, Massey J, Elsner C, Mitchell-Leef D, Shapiro D, Witt M, et al.
Impact of Body Mass Index Values on Sperm Quantity and Quality. J
Androl. 2006; 27: 450-2.

38.Vasquez F., Ortega C., Pérez T., Sierra M., Stambulie E., Vergara J.
Impact of obesity on seminal Parameter. International Proceeding 9th
International Congress of Andrology, 2009; 239-42.

39.Aggerholm AS, Thulstrup AM, Toft G, Ramlau-Hansen CH, Bonde JP. Is
overweight a risk factor for reduced semen quality and altered serum sex
hormone profile? Fertil Steril. 2008; 90: 619-26.

40.Fejes |, Koloszar S, Zavaczki Z, Daru J, Szollosi J, Pal A. Effect of body
weight on testosterone/estradiol ratio in oligozoospermic patients. Arch
Androl. 2006; 52: 97-102.

41.Sallmén M, Sandler DP, Hoppin JA, Blair A, Baird DD. Reduced

fertility among overweight and obese men. Epidemiology.
2006; 17(5): 520-3

42.Nguyen RHN, Wicox AJ, Skjaerven R, Baird DD. Men’s body mass
index and infertility. Human Reproduction. 2007; 22 (9): 2488-93.

43.Ramlau-Hansen CH, Thulstrup AM, Nohr EA, Bonde JP, Sorensen TIA,
Olsen J. Subfecundity in overweight and obese couples. Hum Reprod.
2007; 22: 1634-7.

44.Cruz |, Colmenares M, Barrueta-Carrillo L, Gomez-Perez R, Montes H,
Barrueta L, et al. Evaluacion de la calidad del espermatozoide humano:
comparacion entre la integridad del ADN espermatico y variables del
semen. Invest Clin. 2010; 51(1): 87-99.

45.Dandona P, Aljada A, Chaudhuri A, Mohanty P, Garg R. Metabolic

syndrome: a comprehensive perspective based on interactions between
obesity, diabetes, and inflammation. Circulation. 2005; 111: 1448-54.

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sallm%C3%A9n%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Sandler%20DP%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Hoppin%20JA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Blair%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Baird%20DD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

46.Kasturi SS, Tannir J, Brannigan RE. The metabolic syndrome and male
infertility. J Androl. 2008; 29(3):251-9.

47.Zumoff B, Strain GW, Miller LK et al. Plasma free and non-sexhormone-
binding-globulin-bound testosterone are decreased in obese men in
proportion to their degree of obesity. J Clin Endocrinol Metab. 1990; 71:
929-31.

48.Stewart T, Baker G. The inverse relationship between obesity and
testicular function. O&G Magazine. 2008; 10 (4): 34-6.

49.Hofstra J, Loves S, van Wageningen B, Ruinemans-Koerts J, Janssen |,
De Boer H. High prevalence of hypogonadotropic hypogonadism in men
referred for obesity treatment. Neth J Med. 2008; 66: 103—-109.

50.Jokela M, Kivimaki M, Elovainio M, Viikari J, Raitakari OT, Keltikangas-
Jarvinen L. Body Mass Index in Adolescence and Number of Children in
Adulthood. Epidemiology. 2007; 18 (5): 599-606.

51.EI-Sibai O, Fouad M. Feminizing hormone in scrotal lipomatosis.
Assisted Reproductive Technology Andrology. 1997; 9: 29-35.

52.Ward WS, Coffey DS. DNA packaging and organization in mammalian
spermatozoa: comparison with somatic cells. Biol Reprod 1991; 44 : 569-
74.

53.Kramer JA, Krawetz SA. Nuclear matrix interactions within sperm
genome. J Biol Chem 1996; 271: 11619-22.

54.Frazer L. Structural damage to nuclear DNA in mammalian spermatozoa:
its evaluation technique and relationship with male infertility. Pol J Vet
Sci 2005; 7 : 311-21.

55.Saleh R, Aggarwal A. Oxidative stress and male infertility: From research
bench to clinical practice. J Androl 2002; 23: 737-52.

56.Ames BN, Shigenaga MK, Hagen TM. Oxidant, antioxidants and the
degenerative disease and ageing. Proc Natt Acad Sci USA 1993; 90:
7915-22.

56



57.Matsuda Y, Tobari I. Chromosomal analysis in mouse eggs fertilized in
vitro with sperm exposed to ultraviolet light (UV) and methyl and ethyl
methanesulfonate (MMS and EMS). Mutat Res 1988; 198: 131-44.

58.Genesca A, Caballin MR, Miro R, Benet J, Germa JR, Egozcue J. Repair
of human sperm chromosome aberrations in the hamster egg. Hum
Genet 1992; 89: 181-6.

59.Sakkas D, Mariethoz E, Manicardi G, Bizzaro D, Bianchi PG, Bianchi U.
Origin of DNA damage in ejaculated human spermatozoa. Rev Reprod
1999; 4: 31-7.

60.Zalensky AO, Allen MJ, Kobayashi A, Zalenskaya IA, Balhorn R,
Bradbury EM. Well-defined genome architecture in the human sperm
nucleus. Chromosoma 1995; 103: 577-90.

61.Soloveva L, Svetlova M, Bodinski D, Zalensky AO. Nature of telomere
dimers and chromosome looping in human spermatozoa. Chromosome
Res 2004; 12: 817-23.

62.Hotamisligil, GS, Shargill, NS, Spiegelman, BM. Adipose expression of
tumor necrosis factor-a: direct role in obesity-linked insulin resistance.
Science. 1993. 259: 87-91.

63.Uysal, KT, Wiesbrock, SM, Marino, MW, Hotamisligil, GS. Protection
from obesity-induced insulin resistance in mice lacking TNF-alpha
function. Nature. 1997. 389:610-614.

64.0live PL, Durand RE, Banath JP, Johnson PJ. Analysis of DNA damage
in individual cells. Methods Cell Biol 2001; 64 : 235-49.

65.Lopes S, Sun JG, Jurisicova A, Meriano J, Casper RF. Sperm
deoxyribonucleic acid fragmentation is increased in poor quality semen
samples and correlates with failed fertilization in a cytoplasmic sperm
injection. Fertil Steril 1998; 69 : 528-32.

57



66.Drazynkiewics Z, Traganos F, Sharpless T, Melamed MR. Lymphocyte
stimulation: a rapid multiparameter analysis. Proc Natl Acad Sci USA
1976; 73 : 2881-4.

67.Hoshi K, Katayose H, Yanagida K, Kimura Y, Sato A. The relationship
between acridine orange fluorescence of sperm nuclei and the fertilizing
ability of human sperm. Fertil Steril 1996; 66: 634-9.

68.Smith R, Kaune H, Pardi D, Madariaga M, Morales |, Rios R, et al.
Aumento del dafio en el ADN y estrés oxidativo en espermatozoides de
pacientes con oligozoospermia idiopatica y antecedentes de
criptoquidismo. Rev Méd Chile 2007; 135: 279-86.

69.Cortés-Gutiérrez El, Davila-Rodriguez MI, Lopez-Fernandez C,
Fernandez JL, Gosalvez J. Evaluacion del dafio en el DNA espermatico.
Actas Urol Esp 2007; 31: 120-31.

70. Wass P, Waldenstrom U, Rossner S, Hellberg D. An android body fat
distribution in females impairs the pregnancy rate of in-vitro fertilization-
embryo transfer. Hum Reprod. 1997; 12: 2057-60.

71.Shafik A, Olfat S. Lipectomy in the treatment of scrotal lipomatosis. Br J
Urol. 1981, 53: 55-61.

72.La Vignera S, Condorelli RA, Vicari E, Calogero AE. Negative effect of
increased body weight on sperm conventional and nonconventional flow
cytometric sperm parameters. J Androl. 2012; 33(1):53-8.

73.Koloszar S, Daru J, Kereszturi A, Zavaczki Z, Szollosi J, Pal A. Effect of
female body weight on efficiency of donor Al. Arch Androl 2002; 48: 323-
7.

74.Abdullah A and Bakry. Obesity and Infertility in Egyptian Men. Research
Journal of Medicine and Medical Sciences. 2008; 3(2): 135-9.

75. Fariello RM, Pariz JR, Spaine DM, Cedenho AP, Bertolla RP, Fraietta R.
Association between obesity and alteration of sperm DNA integrity and
mitochondrial activity. BJU International 2012. DOI: 10.1111/}.1464-
410X.2011.10813.x

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=La%20Vignera%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21273503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Condorelli%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21273503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vicari%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21273503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calogero%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21273503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21273503

76.Gopalkrishnan K, Padwal V, Meherji PK, Gokral JS, Shah R, Juneja HS.
Poor quality of sperm as it affects repeated early pregnancy loss. Arch
Androl. 2000; 45: 111-17.

77.Bungum M, Humaidan P, Spano M, Jepson K, Bungum L, Giwercman A.
The predictive value of sperm chromatin structure assay (SCSA)
parameters for the outcome of intrauterine insemination, IVF and ICSI.
Hum Reprod. 2004; 19: 1401-8.

59



9. Anexos
9.1. Consentimiento Informado

Proyecto de investigacion:

EVALUACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN
HOMBRES OBESOS Y NO OBESOS EN EL PERIODO 2010-2011 EN
BARRANQUILLA, COLOMBIA
Se me ha explicado con claridad y he comprendido los objetivos,
procedimientos y lo que implica mi participacion en este proyecto. Entiendo
gue la participacion es voluntaria y que estoy en la libertad de retirar mi
consentimiento en cualquier momento sin que esto signifique perjuicio alguno.

Me han dado copia de este formulario.

(e T (nombre y apellidos), doy mi
consentimiento para participar en este proyecto.

Firma ...

Confirmo que he explicado toda la informacion fundamental referente al
proyecto.
(Representante del proyecto)
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Anexo 2.
Historia Clinica

N©:

Proyecto de investigacion:
“EVALUACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN

HOMBRES OBESOS Y NO OBESOS EN EL PERIODO 2010-2011 EN

BARRANQUILLA, COLOMBIA”.

1.

1.1.

1.2.

1.3.
1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

IDENTIFICACION PERSONAL

Nombres y apellidos:

N° de Cédula de Ciudadania o de
Extranjeria:

Edad (afos cumplidos):

Fecha de nacimiento: Dia Mes

Direccion de
residencia:

N° de Teléfono: Fijo

Celular

Correo electronico:

2. ANTECEDENTES PERSONALES

De las siguientes patologias indique cuales ha padecido:

Patologia Si

No

Tiempo de padecimiento

Obesidad

Hipertension arterial

Diabetes mellitus

Enfermedad cardiaca

Dislipidemias

Enfermedad cerebrovascular
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3. ANTECEDENTES FAMILIARES

De las siguientes patologias indique cuéales ha padecido alguno de
sus familiares.

Patologia Si No | Parentesco

Obesidad

Hipertension arterial

Diabetes mellitus

Enfermedad cardiaca

Dislipidemias

Enfermedad cerebrovascular

4. EXAMEN FiSICO

4.1. Presion arterial: mmHg

4.2. Frecuencia cardiaca: latidos/min

4.3. Talla: cm

4.4. Peso: Kg

4.5. indice de masa corporal: peso corporal/talla? (m)
4.6. Perimetro de cintura: cms

4.7. Perimetro de cadera: cms

4.8. indice cintura/cadera: cms




Anexo 3. Desnaturalizacién del ADN en Espermatozoides

Reactivos:

e Acido Citrico 0.1M (C6H807)  PM:192.12  pH:1.5
Solucién 0.1M = 19.212 gr/L

e Fosfato de Sodio Heptahidrato 0.3M (Na2HPO4.7 H20) PM: 268.08
Solucién 0.3M = 268.08 x 0.3 = 80.424 gr/L

e Solucidn Stock Naranja de Acridina
1 grde N.A en 1000 c.c. en agua destilada

Técnica de Lavado:

Un ml. de semen se lava una vez con cinco ml. de soluciéon de PBS-DULBECCO
y se centrifuga por 5 minutos a 1500 gravedades. El pellet se resuspende
después del lavado y se ajusta el conteo final a 10 millones de espermatozoides
por ml. Se hacen extensiones y se dejan secar al aire por 20 minutos.

Las laminas se fijan en solucion de Carnoy’s (3 partes de metanol por 1 parte
de acido acético glacial) por dos horas. Luego se remueven del fijador y se
dejan secar al aire antes de colorearlas.

Preparacion Solucién de Coloracidn:

1. Solucién stock de naranja de acridina 10ml.
2. Acido citrico 0.1M 40ml.
3. Fosfato de sodio 0.3M 2.5ml.
Concentracién = 0.19mg/ml de N.A
pH final: 2.5

Procedimiento:

Las laminas se cubren con 2 a 3 ml. de colorante por 5 minutos a 56°C y luego
se lavan con agua desionizada. Antes que la lamina se seque, se coloca una
laminilla de 20x40. Leer en microscopio de fluorescencia usando filtro de
excitacion de 490 nm vy filtro de barrera de 530 nm. La observacién no puede
sobrepasar de 40 segundos en inmersidon de 100X.

Interpretacion:
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Cabezas con fluorescencia verde indica doble cadena de ADN intacta.
Cabezas con fluorescencia amarillenta a rojiza indica ruptura de las cadenas de

ADN, guedando cadenas simples que conlleva a la fragmentacién e inmadurez
del nlcleo espermatico.

Valor de Referencia:

Mas del 70% de espermatozoides con ADN intacto.

Anexo 4. Reporte de Espermograma
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DR FERNANDO

CRA 49C No 80-125 Cons 310
VASQUEZ Tels: 3458214-3587801
RENGIFO Barranquilla - Colombia
Nombre: Fecha: Ndamero:
Remite: Teléfono: Fecha de Nac.:
C.C.
Hora de Obtencion: Dias de Abstinencia. Modo de Obtencion:
ESPERMOGRAMA
MORFOLOGIA
EXAMEN FISICO

Formas Normales: %
Volumen: m| |Alteraciones en:
PH: Cabeza (Tamafio — Forma): %
Aspecto: Cuello y pieza intermedia: %
Mucolisis: Flagelo: e
Viscosidad: Gota Citoplasmatica: %
Color: Alteraciones Combinadas: %
Olor: Células Germinales: %
RECUENTO OTRAS CELULAS
Espermatozoides: ml | Leucocitos: X campo
Espermatozoides Totales: Células Epiteliales: Escasas
Células Redondas: Hematies:

Bacterias:

Otras
MOVILIDAD ESTUDIO BIOQUIMICO

Fructosa: %
Grado a (rapidos): % | Acido Citrico: %
Grado b (lentos): %
Grado c (In situ): % |INTEGRIDAD DE MENBRANA

65




Inméviles: %

Concentracion Grado 3 (Rapidos):
ml

Forma Inmoviles vivas:
Flagelo Intacto (Hos -):

%

Aglutinacion:
Diagnostico Seminélogico
Observaciones.

Anexo 5.
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