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Resumen.

El sobrepeso y la obesidad generalmente estan asociados a dislipidemias, asi como
otras patologias. Varios estudios han evidenciado que el sobrepeso y la obesidad son factores
que provocan problemas de infertilidad en mujeres, reportes recientes han demostrado que
también son factores que potencian la infertilidad masculina. La infertilidad es una condicion
patologica de origen multifactorial que afecta entre un 2.5 y un 12 % de la poblacion
masculina. Algunos estudios han correlacionado las dislipidemias, el sobrepeso y la obesidad
con algunos parametros espermaticos, sin embargo, la evidencia del impacto en estas
patologias sobre pruebas de funcion espermatica como lo es la prueba de Reaccion
Acrosomal (RA) es muy limitada. La RA es un evento de exocitosis donde se fusionan las
membranas del acrosoma con la membrana plasmatica del espermatozoide, liberando
enzimas liticas que permiten al espermatozoide atravesar las capas externas del 6vulo. Por lo
que la RA es considerada un evento fundamenta para lograr que el espermatozoide realice
una fecundacion exitosa. Por tales razones, el objetivo del presente trabajo es determinar los
efectos del sobrepeso, obesidad y dislipidemias sobre RA del espermatozoide humano. Para
cumplir dicho objetivo se realizé un estudio transversal, exploratorio, con una muestra de 25
hombres de 18 a 45 afios. Se recab0 el historial médico, se obtuvo el indice de masa corporal
(IMC), muestras de sangre 'y semen del participante. En el suero sanguineo se evalud la
concentracion de glucosa, urea, creatinina, testosterona, asi como el perfil lipidico. La
muestra de semen se evaluo a traves de un espermiograma, y se indujo RA con Progesterona
(Pg). Se evalu6 la RA mediante tinciones con el colorante azul de Coomassie. Resultados:
En nuestro estudio encontramos asociaciones positivas entre el porcentaje de RA espontanea
y parametros como grasa visceral, el porcentaje de grasa, el IMC y el peso. Asi como una
correlacion negativa entre la concentracion de triglicéridos y los porcentajes de RA
espontanea y espermatozoides con motilidad no progresiva, asi mismo, se encontraron
asociaciones positivas entre los niveles de colesterol, VLDL, &cido Urico y el porcentaje de
motilidad no progresivo. Se encontraron asociaciones negativas entre el porcentaje de
espermatozoides que responden a la estimulacion con Pg (ARPC) y el IMC. Es importante

mencionar que no se encontraron asociaciones entre el aumento de IMC y los parametros
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espermaticos evaluados en el espermiograma. Conclusiones: Las dislipidemias, el sobrepeso
y la obesidad afectan negativamente la Reaccién Acrosomal del espermatozoide humano.
Palabras clave: Dislipidemia, Sobrepeso, Obesidad, Infertilidad masculina, Reaccion

Acrosomal.

Abstract.

Overweight and obesity are generally associated with dyslipidemias, as well as other
pathologies. Several studies have shown that overweight and obesity are factors that cause
infertility problems in women, recent reports have shown that they are also factors that
enhance male infertility. Infertility is a multifactorial disease condition that affects between
2.5 and 12% of the male population. Some studies have correlated dyslipidemias, overweight
and obesity with some sperm parameters, however, the evidence of the impact of these
pathologies on sperm function tests such as the Acrosomal Reaction (AR) test is very limited.
RA is an exocytosis event where the acrosome membranes fuse with the sperm plasma
membrane, releasing lytic enzymes that allow the sperm to pass through the outer layers of
the egg. For this reason, RA is considered a fundamental event for the sperm to carry out a
successful fertilization. For these reasons, the objective of the present work is to determine
the effects of overweight, obesity and dyslipidemia on AR of human sperm. To meet this
objective, a cross-sectional, exploratory study was carried out with a sample of 25 men aged
18 to 45 years. The medical history was collected, the body mass index (BMI), blood samples
and semen of the participant were obtained. In the blood serum the concentration of glucose,
urea, creatinine, testosterone, as well as the lipid profile were evaluated. The semen sample
was evaluated through a spermiogram, and RA was induced with Progesterone (Pg). RA was
evaluated by staining with Coomassie blue stain. Results: In our study we found positive
associations between the percentage of spontaneous AR and parameters such as visceral fat,
the percentage of fat, the BMI and the weight. As well as a negative correlation between the
triglyceride concentration and the percentages of spontaneous AR and sperm with non-
progressive motility, likewise, positive associations were found between the levels of
cholesterol, VLDL, uric acid, and the percentage of non-progressive motility. Negative

associations were found between the percentage of sperm that respond to stimulation with
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Pg (ARPC) and BMI. It is important to mention that no associations were found between the
increase in BMI and the sperm parameters evaluated in the spermiogram. Conclusions:
Dyslipidemias, overweight and obesity negatively affect the Acrosomal Reaction of human

spermKeywords:

Dyslipidemia, Overweight, Obesity, Male Infertility, Acrosome Reaction
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Introduccion.

La obesidad es un grave problema de salud publica que se ha convertido en una
epidemia mundial, en los ultimos afios a aumentando exponencialmente el ndmero-de
personas con sobrepeso y obesidad a nivel mundial (Di Cesare et al., 2016; Rastrelli et al.,
2019). Distintos factores estan implicados en el incremento del sobrepeso y la obesidad en la
poblacion (Meledrum et al., 2017, Manna & Jain., 2015). El sobrepeso.y la obesidad
comunmente se acompafan de desregulaciones lipidicas o dislipidemia, éstas se caracterizan
por presentar una elevada concentracion de triglicéridos y una disminucion en el colesterol
HDL. Aunado a lo anterior, frecuentemente el sobrepeso y la obesidad tienden a predisponer
a las personas que los padecen a desarrollar distintas afecciones como lo son enfermedades
cardiacas, Diabetes Mellitus tipo Il, hipertension y problemas de infertilidad, entre otras
(Klop et al., 2013). El incremento en las tasas de sobrepeso y obesidad ha ido creciendo a la
par de las tasas de infertilidad masculina (Craing et al., 2017). En los ultimos afios se ha
estudiado el impacto que ejercen el sobrepeso y la obesidad en la fertilidad masculina y a la
fecha no se ha logrado obtener una conclusion puntual, ya que los resultados mostrados por
los diferentes estudios no presentan concordancia entre ellos. En el 2010 MacDonald y
colaboradores reportaron no-haber encontrado resultados estadisticamente significativos
entre las variables antes mencionadas. Lo que se contrapone a lo expuesto por los mas
recientes estudios que han manifestado existe una relacion entre el sobrepeso, obesidad y la
infertilidad masculina, mostrando una disminucion en parametros como la motilidad,
concentracion y el volumen total en el eyaculado evaluado en los espermiogramas realizados
a hombres con sobrepeso y obesidad (Shrem et al., 2019; Skurla et al., 2018; Eisenberg et al.,
2014; Hammoud et al., 2008). Cabe destacar que los parametros evaluados en los
espermiogramas no son contundentes para predecir el potencial de fertilizacion de los
espermatozoides, para esto es necesario implementar pruebas de funcionalidad espermatica
como la prueba de RA, la cual, evalua el estado del acrosoma, una vesicula &cida ubicada en
la cabeza del espermatozoide. La RA es un evento de exocitosis donde se fusionan las
membranas del acrosoma con la membrana plasmatica del espermatozoide, liberando

enzimas liticas que permitiran al espermatozoide atravesar las capas externas del évulo. Es
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importante resaltar que la RA es un evento fundamental para lograr que el espermatozoide
realice una fecundacion exitosa (Darszon, Nishigaki, Beltran, & Trevifio, 2011).

A la fecha, el Unico estudio que se ha desarrollado e involucra el andlisis de la RA en
participantes que presentaban obesidad mérbida mostré una disminucion significativaen la
RA de los espermatozoides de hombres con obesidad moérbida en comparacion con el grupo
control conformado por sujetos normopeso (Samavat et al., 2014). Respecto al impacto de
las dislipidemia en la fertilidad masculina, algunos estudios han indicado que elevados
porcentajes de hombres infértiles presentan altos niveles de colesterol y triglicéridos en
sangre (Ramirez — Torres et al., 2000). Por otro lado, Schisterman y colaboradores reportaron
que hombres con niveles elevados de colesterol y triglicéridos presentan una disminucion en
los porcentajes de espermatozoides con acrosoma intactos, asi como una reduccién en la
concentracion espermatica (Schisterman et al., 2014).

Con lo descrito anteriormente, hoy en dia se reconoce que el sobrepeso y la obesidad
afectan algunos parametros espermaticos. De-igual manera, también se ha demostrado que
las dislipidemias provocan afectaciones en.los espermatozoides. Sin embargo, el impacto de
estos factores sobre la fertilidad masculina se ha estudiado de forma independiente, y con
una evaluacion limitada a los parametros espermaticos que se examinan en los
espermiogramas. Por tales razones, en el presente estudio se evalu6 el impacto que causan
en conjunto las dislipidemias, el sobrepeso y la obesidad en la infertilidad masculina, ademas
de valorar los pardmetros espermaticos de rutina, complementamos nuestro estudio
evaluando el impacto que generan estos factores en una prueba de funcion espermatica, como
lo es la RA, en dicha prueba evaluamos tanto el estado del acrosoma, como la RA. De esta
forma determinamos el grado de impacto que ejercen la dislipidemia, el sobrepeso y la

obesidad en una de los eventos determinantes para lograr una fecundacién, como lo es la RA.
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ANTECEDENTES.

Sobrepeso, obesidad y dislipidemias.

La obesidad es un grave problema de salud pablica que se ha convertido en una
epidemia mundial, afectando a paises desarrollados, asi como a los que se encuentran en vias
de desarrollo. El crecimiento exponencial del sobrepeso y la obesidad ocasiona importantes
problemas de salud afectando de forma individual y en conjunto a la sociedad (Rastrelli et
al., 2019). En el afio 2013 la Asociacion Médica Americana declard ala obesidad como una
enfermedad (AMA., 2013). La organizacion mundial de la salud (OMS) ha definido al
sobrepeso y la obesidad como “una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud”. El diagnostico del sobrepeso y la obesidad se determina calculando
el indice de masa corporal (IMC), el cual se obtiene al dividir el peso del individuo en
kilogramos entre el cuadrado de la talla en metros. Se considera sobrepeso cuando se tiene
un IMC > 25 Kg/m? y obesidad cuando el IMC es > 30 (WHO 2019). A través de la grasa
abdominal, obtenida por la medicion de la circunferencia de cintura (CC) también es posible
diagnosticar obesidad, en este parametro se considera obesidad cuando se presenta una CC
>102 cm en hombres y CC >88 cm en mujeres (Okosun, Tedders, Choi, & Dever, 2000).

La prevalencia del sobrepeso y la obesidad en la poblacion mundial durante las
ultimas décadas se ha mantenido al alza, asi lo demuestran en el estudio Global Burder Or
Disear publicado en el afio 2016. En dicho estudio evalGan la tendencia del IMC en 195
paises, durante un lapso de tiempo que comprendio del afio 1974 al 2014, los resultados
denotan que en 1974 existian alrededor de 105 millones de personas obesas en el mundo, en
contraste en el 2014 el promedio aument6 significativamente a 641 millones (Di Cesare et
al., 2016; Stefan, Haring, Hu, & Schulze, 2013).
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Figura 1. Porcentaje de obesidad por sexo del afio 2017 en paises pertenecientes a la OECDen poblacién mayor de 15
afios. El grafico incluye porcentajes de sobrepeso y obesidad, se observa que un 72.5% de‘la‘poblacién mexicana presenta
sobrepeso/ obesidad. Las barras del lado derecho reportan datos medidos, las del lado-izquierdo datos auto informados. La
barra color rojo indica el promedio de sobrepeso/ obesidad calculado por la OECD. . Figura tomada de OECD (2019), OECD
Health Statistics 2019.

En el afio 2019, la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) a través de su Ultima actualizacion estadistica de obesidad indicé que México es el
segundo pais a nivel mundial con mayer nimero de poblacion con sobrepeso y obesidad
como se observa en la figura 1 (OECD., 2019). En México, las estadisticas de sobrepeso y
obesidad publicadas por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en el afio
2019 sefalan que la prevalencia de sobrepeso y obesidad es de un 75.2% globalmente,
especificamente un 39.1 % de la poblacion presenta sobrepeso y un 36.1 % obesidad.
Categorizada por sexo se observa que la prevalencia de sobrepeso y obesidad es més alta en
mujeres (76.8%) que en hombres (73%) (Fig. 2.) (ENSANUT, 2019).
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Figura 2. Prevalencia de sobrepeso y obesidad en poblacién mexicana mayor de 20 afos de edad. En la imagen se observa
una comparacion de los porcentajes de sobrepeso y obesidad estimados porila ENSANUT en sus publicaciones del 2012 y
2018. Imagen tomada de ENSANUT 2019.

Diversos factores contribuyen al desarrollo del sobrepeso y la obesidad, el gran
desequilibrio energético entre la energia consumida y la energia gastada es considerado como
el primer factor que predispone su desarrollo, seguido de un incremento en la ingesta de
alimentos ricos en grasas y azucares, asi como el estilo de vida, patrones de actividad fisica,
cultura, factores genéticos y ambientales (Meldrum et al., 2017; Manna & Jain, 2015; Cabler
et al., 2010). Frecuentemente de la mano del sobrepeso y la obesidad se presentan cuadros
de dislipidemias, esto en respuesta a las dietas altas en grasas y azucares. Estos cuadros se
caracterizan por- presentar desequilibrios en los lipidos sanguineos, como
hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia (Saez, 2019). Sin embargo, los
desajustes lipidicos no es la Unica comorbilidad que se presenta, patologias como la Diabetes
Mellitus -tipo 1l, enfermedades cardiacas, disfunciones hepaticas y renales, problemas
respiratorios, apnea obstructiva del suefio e infertilidad son algunas de las enfermedades que
se ha demostrado se desarrollan al presentar sobrepeso y obesidad (Rastrelli et al., 2019;
Manna & Jain., 2015; Schisterman et al., 2014).
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Sobrepeso, obesidad e infertilidad.

Distintos estudios han evidenciado que las mujeres con sobrepeso y obesidad tienen
una mayor tendencia a desarrollar subfertilidad e infertilidad, ya que presentan cominmente
alteraciones ovulatorias y menstruales, asi como una mayor tendencia a desarrollar diversas
patologias endometriales, por lo que es frecuente que presenten problemas de infertilidad
(Broughton & Moley, 2017; Macdonald, Herbison, Showell, & Farquhar, 2010; Talmor &
Obstetrics, 2014). Sin embargo, la obesidad no solo afecta la fertilidad femenina, recientes
estudios han evidenciado que ocasiona problemas de infertilidad masculina, manifestado que
existe relacion entre la obesidad y algunos parametros del semen (Eisenberg et al., 2014;
Shrem et al., 2019; Wallach et al., 2008). El incremento de las tasas de sobrepeso y obesidad
ha ido creciendo a la par de las tasas de infertilidad masculina, a través de diversos estudios
se ha logrado reunir evidencia que relaciona estrechamente el sobrepeso y la obesidad con la
infertilidad masculina (Craig et al., 2017).

La infertilidad ha sido definida por la Organizacion Mundial de la Salud como “una
enfermedad del sistema reproductivo que se caracteriza por el hecho de no lograr un
embarazo después de 12 meses o0 mas de mantener relaciones sexuales sin proteccion” (OMS,
2006). Aproximadamente 186 millones de parejas en edad reproductiva presentan problemas
de infertilidad, se estima que la infertilidad masculina es la causa total o parcial de infertilidad
en un 20 a 50% de los casos de la infertilidad en las parejas (Hwang et al., 2013). En
particular, la infertilidad masculina es considerada una condicion patoldgica de origen
multifactorial que afecta entre un 2.5% y un 12% de la poblacion masculina (Agarwal,
Mulgund; Hamada, & Chyatte, 2015).

Si bien, la fertilidad masculina depende de diferentes factores, que van desde el
desarrollo de procesos especificos como lo son la espermatogénesis y la maduracion
espermatica, hasta el obtener un numero adecuado de espermatozoides de alta calidad para
lograr la fecundacién. No obstante, el hecho que la obesidad y el subconjunto de
comorbilidades que esta desarrolla afectan la fertilidad masculina es cada vez mas palpable.
Al ser la dislipidemia una de las principales comorbilidades del sobrepeso y la obesidad, se

ha reportado que esta triada interfiere en la formacion de la estructura fisica y molecular de
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las células espermaticas durante la espermatogénesis, en la maduracién espermética y
principalmente en el proceso de capacitacion del espermatozoide, lo que promueve una
reduccion en la calidad de los espermatozoides e induce a el desarrollo de una posible
infertilidad.

El espermatozoide es una célula que presenta una alta sensibilidad a los cambios en
su entorno, y algunas patologias llegan a propiciarlos, un ejemplo de ‘ello son las
dislipidemias, caracterizadas por presentar concentraciones elevadas de acidos grasos libres
(FFA), triglicéridos y colesterol LDL, asi como una marcada disminucion de colesterol HDL,
logrando asi inducir disfunciones en los espermatozoides (Klop et al., 2013; Saez, 2019). La
conformacién y el funcionamiento adecuado de la membrana plasmatica del espermatozoide
depende de sus componentes lipidicos (Glander, Lammert, Paasch, Glasow, & Kratzsch,
2002). En el proceso conocido como capacitacion espermatica, los espermatozoides
experimentan procesos de modificaciones en la arquitectura de los lipidos de la membrana
plasmatica (Darszon et al., 2011). La integridad de la membrana del espermatozoide es
esencial para que se logre una fecundacion exitosa, frecuentemente hombres que tienen
problemas de fertilidad presentan espermatozoides con membranas con una integridad
deficiente (Glander et al., 2002). Por otro lado, en el 2009 Ergun y colaboradores reportaron
haber encontrado alteraciones en la conformacion de acidos grasos y lipidos de la membrana
plasmatica en espermatozoides de hombres con infertilidad, esto con respecto a células de
hombres fértiles (Ergiin et al., 2007).

Existen reportes que indican que hasta el 65% de los hombres que padecen infertilidad
presentan niveles elevados de colesterol y triglicéridos (Ramirez- Torres et al., 2000). En
distintos estudios desarrollados en modelos de ratén y conejo, han implementado dietas ricas
en-grasas saturadas, en ellos se observé un incremento en los niveles séricos de colesterol y
triglicéridos, por consiguiente, al realizar la evaluacién de los parametros espermaticos
reportaron una disminucion en la concentracion y la motilidad en los espermatozoides de
estos animales (Bataineh et al., 2005; Purohit et al., 1999; Yamamoto et al., 1999). En el
estudio realizado por Yamamoto y colaboradores evaluaron el potencial de fertilizacion en
espermatozoides de conejos que presentaban hipercolesterolemia, para dicha evaluacion

emplearon ovocitos de conejo hembra, ambos gametos se sometieron a un proceso de
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fertilizacion in vitro (FIV), en los resultados muestran que los espermatozoides del grupo de
conejos con hipercolesterolemia obtuvieron un porcentaje significativamente menor de
ovocitos fertilizados en comparacion con el grupo control (Yamamoto & Sofikitis, 1999). En
recientes estudios desarrollados en conejos, al grupo control se le proporcionaba una dieta
normal y al grupo experimental se le dio una dieta alta en colesterol, en sus resultados se
observa que el grupo experimental presentd niveles plasmaticos elevados de colesterol, en lo
que corresponde a los parametros espermaticos, la morfologia de los espermatozoides
presento alteraciones, una motilidad disminuida, asi como una marcada disminucién en el
volumen de semen eyaculado.

Por otro lado, en el 2014 Schisterman y colaboradores realizaron un estudio en el que
evaluaron los niveles de colesterol y lipidos en suero sanguineo de 501 hombres, estudiaron
el efecto de estos en algunos parametros espermaticos, ellos muestran en sus resultados que
las concentraciones elevadas de colesterol y triglicéridos se correlacionan positivamente con
porcentajes mas bajos de espermatozoides con-acrosoma intacto y con perimetros de cabeza
mas reducidos. Ademas, también reportan que las concentraciones elevadas de colesterol
total se relacionan con una menor cantidad en el volumen del eyaculado, asi como una
disminucion en el recuento espermatico (Schisterman et al., 2014). A pesar de no conocer
con claridad los mecanismos exactos por los que las dislipidemias afectan a los parametros
y la funcionalidad espermaética la evidencia antes descrita pone en manifiesto la afeccion que
sufren las células espermaticas, tanto de animales como en humanos.

Los estragos que ocasionan el sobrepeso y obesidad sobre la fertilidad masculina han
salido a la luz en los Gltimos afios. Sin embargo, la fisiopatologia exacta de cémo influye
negativamente en la fertilidad masculina ain no se conoce con precision, ya que distintos
factores y mecanismos se encuentran involucrados. El exceso de grasa corporal ligado al
sobrepeso y la obesidad se ha relacionado con diversas alteraciones endocrinas que se han
asociado con la infertilidad masculina. El principal mecanismo relacionado con ello es la
caracteristica desregulacion que se presenta en el eje Hipotdlamo — Hipdfisis- Gonadal de los
hombres con sobrepeso y obesidad. El aumento excesivo del tejido adiposo blanco potencia
una alta actividad de la enzima aromatasa, lo cual, provoca una desmedida conversién de

androgenos a estrogenos. La alta concentracion de estrogenos afecta en primera instancia el
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pulso de liberacion de la Hormona Liberadora de Gonadotropinas en el hipotdlamo, en la
hipofisis afecta la secrecién de la Hormona Luteinizante (LH) y Foliculo Estimulante (FSH),
lo que conlleva a una dréstica disminucion en los niveles de Testosterona, que a su vez afecta
la funcion de las células de Leydig y de Sertoli, alterando asi directamente la
espermatogénesis y los procesos de maduracion espermaética (Liu & Ding, 2017; Mintziori
et al., 2020; Wang, Huang, Du, Yao, & Sun, 2017).

Aunado a lo anterior, en distintos estudios han reportado la presencia de alteraciones
en los parametros de hormonas sexuales en varones que tiene un IMC >25 Kg/m?, estas
alteraciones se caracterizan por presentar una marcada disminucion en los niveles de
Testosterona total y libre, de la Globulina Fijadora de Hormonas Sexuales (SHBG),
Inhibina, FSH y LH, asi como un aumento significativo en los niveles séricos de Estradiol
y Leptina (Amjad, Baig, Zahid, Tarig, & Rehman, 2018; Lainez & Coss, 2019; Liu & Ding,
2017; Mah & Wittert, 2010; Vincenzo, Busetto, Vettor, & Rossato, 2018). La leptina es una
hormona sintetizada principalmente por el tejido adiposo blanco, interviene en algunas
funciones neuroendocrinas del organismo,-es una hormona clave en la fertilidad masculina.
Participa en la modulacion del eje hipotalamo hipofisis gonadal tanto de forma indirecta en
la liberacién de la GnRh, LH, y FSH, como de manera directa actuando sobre las células de
Leydig y Sertoli. Se ha reportado anteriormente un aumento de hasta 4 veces mayor en los
niveles séricos de leptina en hombres con sobrepeso y obesidad, en comparacion con los que
presentan un IMC normal, esto en respuesta a un aumento tanto en nimero como en el tamafio
de los adipocitos que conforman el tejido adiposo blanco (Almabhouh, Hafidz, Ifrah, &
Malik, 2019; Amjad et al., 2018; Khodamoradi, Parmar, & Khosravizadeh, 2020).

El aumento en los niveles séricos de leptina en hombres con sobrepeso y obesidad
desencadena un mecanismo de resistencia, es decir un estado en el que la persona es
insensible a los niveles séricos de leptina, en respuesta a ello se presentan algunas
modificaciones en las funciones fisiologicas de dicha hormona, en este estado la resistencia
a la leptina modifica el funcionamiento romo del eje HHG. Con base en lo reportado en la
literatura, se ha demostrado que el incremento en el tejido adiposo produce en el organismo
un estado de inflamacion, acompafiado de una elevada concentracién de estrégenos y una

resistencia a la leptina, al no detectar los niveles de leptina las neuronas kisspeptina
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disminuyen la secrecion de Kisspeptina, lo cual repercute aguas abajo, al disminuir los pulsos
de secrecion de GnRh y por consiguiente FSH y LH, lo que produce un impacto negativo en
la fertilidad masculina (Almabhouh et al., 2019; Khodamoradi et al., 2020; Syriou,
Papanikolaou, Kozyraki, & Goulis, 2018). El desarrollo de investigaciones realizadas con el
objetivo de conocer mas a detalle la fisiopatologia de la infertilidad masculina ha evidenciado
como diferentes factores relacionados con el sobrepeso y la obesidad impactan
negativamente en ella, principalmente exponiendo el impacto generado sobre los parametros
espermaticos comunmente estudiados en los espermiogramas.

Al ser un IMC un puntual indicador de sobrepeso y obesidad, se han realizado
distintos estudios donde se evalla el impacto del IMC en la fertilidad masculina. Thulstrup
y colaboradores en el 2007 reportaron gque existe una relacién entre el aumento del IMC y la
infertilidad masculina, indicaron que por cada incremento de 3 puntos de un IMC mayor a
25 existe un marcado deterioro en la fertilidad masculina (Nguyen, Wilcox, Skjerven, &
Baird, 2007; Thulstrup, Nohr, Bonde, Sgrensen, & Olsen, 2007). Sin embargo, los resultados
de distintos estudios que evallan la relacion entre el IMC y los parametros espermaticos no
son concisos. En un meta analisis publicado por MacDonald y colaboradores en el afio 2010
evaluaron el impacto del indice IMC en los parametros del semen y las hormonas sexuales
con un total de 6,793 datos, reportan que no encontraron una asociacion significativa entre el
aumento del IMC y los distintos parametros que evaluaron como la concentracion media de
espermatozoides, el recuento total de espermatozoides y el volumen del semen. Cabe
mencionar que en este meta andlisis reportan una asociacion negativa entre el IMC y las
concentraciones de testosterona y SHBG (Macdonald et al., 2010).

En contraste con los datos publicados por el meta analisis anterior, existen diferentes
estudios que presentan resultados que se contraponen, en el 2013 Sermondade y
colaboradores evaluaron la relacion entre el IMC y el conteo de espermatozoides, publicaron
los resultados obtenidos de su meta analisis, en el cual incluyeron una poblacion de 13,077
varones, los resultados que ellos obtienen muestran que existe una asociacion entre el IMC y
el recuento anormal de espermatozoides, es decir, ellos reportaron que hombres con un IMC
bajo y bajo peso presentan mayor riesgo de presentar oligozoospermia 0 azoospermia con

un Odds ratios (IC 95%) de 1.15, 1.11 para hombres con sobrepeso, 1.28 para hombres que
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presentaban obesidad y 2.04 para hombres con obesidad morbida, reportando que los
hombres con sobrepeso y obesidad presentan un riesgo significativo de presentar
oligozoospermia o azoospermia (Sermondade et al., 2013).

Estudios publicados mas recientemente tienen resultados que concuerdan con los
publicados en el meta andlisis de Sermondade y colaboradores, es decir, reportan
asociaciones significativas entre el IMC y el recuento total de espermatozoides, la motilidad
y concentracion, presentando concentraciones mas bajas en los _parametros antes
mencionados en hombres con sobrepeso y obesidad en comparacion con hombres con un
IMC normal (Eisenberg et al., 2014; Guo et al., 2017; Wang et al., 2017). Los estragos que
causa la obesidad en los pardmetros espermaticos se hacen evidentes con los resultados que
muestran las investigaciones recientes, Vincenzo y colaboradores han evaluado los
parametros espermaticos de personas con obesidad marbida antes y después de someterse a
cirugias bariatrica, realizaron comparaciones en.los pardmetros espermaticos antes y después
de la cirugia, los resultados que arrojan indican que los pardmetros presentan cambios
significativos después de realizarse la cirugia, mostrando un aumento en el recuento de
espermatozoides, en la motilidad y en el volumen de eyaculacion (Vincenzo et al., 2018).

Frecuentemente los estudios que evaltan el impacto del sobrepeso y la obesidad en
la infertilidad masculina lo hacen a través de los pardmetros espermaticos. Sin embargo, los
valores cualitativos y cuantitativos que brindan los espermiogramas no son suficientes para
predecir el potencial de fertilizacion de los espermatozoides. Recientemente se han
implementado-el desarrollo de pruebas funcionales de espermatozoide, como la prueba de
RA en procesos de reproduccion asistida. Los resultados muestran que la RA es un parametro
importante de evaluar, ya que se correlaciona positivamente con la tasa de fertilizacion
(Oehninger, Franken, Sayed, Barroso, & Kolm, 2000; Tello-mora, Hernandez-cadena,
Pedraza, & Lopez-bayghen, 2018). El estudio de la RA en el impacto que generan la obesidad
y el sobrepeso sobre la infertilidad masculina aporta mayor informacion sobre las afecciones

que presentan los espermatozoides de hombres con sobrepeso y obesidad.
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Infertilidad y Reaccién Acrosomal.

La RA es considerada un evento fundamental para que el espermatozoide logre
fecundar al dvulo. En esta prueba se evalla el estado del acrosoma del espermatozoide,
posterior de haber sido inducida la RA. El acrosoma es un organulo membranoso que esta
conformado por una bicapa lipidica, se localiza en la regién anterior del espermatozoide y
presenta forma de capuchdn, en su interior contiene enzimas hidroliticas como la acrosina y
la hialuronidasa (Ugarelli, Evangelista-vargas, & Santiani, 2017). Al presentarse la RA se
fusionan la membrana citoplasmatica y la membrana externa del acrosoma en la zona
superior de la cabeza del espermatozoide (Fig. 3), enseguida son liberadas paulatinamente
las enzimas contenidas en el acrosoma (proteasas, acrosina/proacrosina, hialuronidasas y
algunas proteinas de la matriz) (Cardona et al., 2005; Xu F. et al., 2018). Estas enzimas
hidroliticas permiten que el espermatozoide atraviese las capas externas del dvulo
(Yanagimachi, 2011).

Membrana —/" -Membrana ; Fusion
lasmati / ‘ Crosomic ; \ .
plasmatica | -. th:f:a A e ~—— Contenido
Acrosoma—= 5\ 4\ i /0. acrosomico "\ ——Membrana
£ \¥—Membrana G\ \ R\ acrosémica
\\\ acrosomica B seiis l
.I . J
interna !
\| | ~Membrana
Niicleo \ plasmatica
|
> —_—

Figura 3. Reaccion Acrosomal y fusion de las membranas espermaticas y liberacion de enzimas hidroliticas. En amarillo
se observa el acrosoma del espermatozoide. La imagen del lado derecho muestra una cabeza de espermatozoide con un
acrosoma intacto, en la imagen del centro se muestra la fusion de la membrana plasmatica y la membrana acrosomal, asi
como la liberacion del contenido del acrosoma, en la imagen del lado derecho se ilustra una cabeza de espermatozoide
post RA. Figura modificada de: Stuart Ira Fox, Fisiologia Humana 14 Edicién. AccesMedicina.com.
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A pesar de que la RA se describi6 en la década de los 60°s hoy en dia se desconoce
el inductor principal de la RA y las vias de sefializacion de este proceso (Fig. 4). Uno de los
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la proteina G, que en conjunto activan la enzima fosfolipasa C (PLC) que a su vez produce
la hidroxilacion del Figura 4. Vias de sefializacion.en.dla RA. La Pgy las proteinas de la ZP inducen la RA

de forma fisioldgica. Las proteinas de ZP y la Pg se unen a su receptor, incrementan la

fosfatidil inositol difosfato entrada de Ca?* al espacio intracelular y a su vez activan los Receptores IP3, permitiendo
. la salida de Ca®* del acrosoma. Figura modificada de Simons et al., 2018.

(PIP2) obteniendo como
resultado la produccion de
ionositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) como se observa en la figura 5. La produccion
de DAG lleva a la activacion de la proteina quinasa C (PKC) abriendo un canal en la
membrana plasmatica dependiente de voltaje a través del cual se permite el ingreso a grandes
concentraciones de Ca®*. En respuesta a ello, conjuntamente la proteina kinasa A (PKA) vy el
IP3, estimulan-la apertura de canales en la membrana acrosomal, contrarrestando las altas
concentraciones de Ca?* en el acrosoma. Esta accion activa una entrada capacitante de Ca®*

que se localiza en la membrana plasmatica (Darszon et al., 2011).
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Created in BioRender.co

Figura 5. Cascadas de sefializacion y mecanismos'moleculares implicados en la fusion de membranas espermaticas en
la RA. Al unirse el ligando al receptor acopladoe a la proteina G se activa la enzima PLC que hidroliza a PIP2 obteniendo
DAG Y IPs. El IP3 promueve la liberacion de Ca?* del acrosoma y activa una segunda entrada de Ca?* al espacio
intracelular. DAG activa a PKC y actua-favoreciendo el incremento intracelular de Ca?* EI receptor acoplado a la
proteina G promueve el aumenta la produccion de ACs y se activa a PKA, misma que promueve la fosforilacion de proteinas
de la membrana. El receptor/acoplado a proteina G activa canales de Ca?* dependientes de voltaje (VOOC) permitiendo
la entrada de Ca®* a la célula. L.a despolarizacion de la membrana activa un canal idnico de Na?* e H*, que produce una
alcalinizacion del pH intracelular. Figura modificada de Gupta et al., 2011.

La proteina G, a su vez activa un intercambiador de sodio/hidrogeno (Na*/H*) en la
membrana plasmatica, estimulando la alcalinizacion del pH en el citosol. EI Ca?* autorregula
su-salida de la membrana plasmatica y de la membrana acrosomal a través de canales de Ca®*
dependientes de ATP y de los intercambiadores de H*/Ca*. La PKA fosforila los residuos de
serina de las proteinas y estas a la vez fosforilan los residuos de tirosina de las proteinas del
citosol, que en conjunto con el aumento de Ca®" y de pH favoreceran la fusion de la
membrana citoplasméatica y la membrana acrosomal externa, liberando el contenido
enzimatico del acrosoma (Gupta & Bhandari, 2011). Solamente los espermatozoides que
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presentan la RA son los que tienen la capacidad de atravesar las capas externas del 6vulo
fusionarse con membrana plasmatica del ovocito y llevar a cabo la fecundacién (Oehninger
etal., 2014).

Efecto del sobrepeso, la obesidad y las dislipidemias sobre la RA.

En la actualidad la cantidad de estudios que evalGan la relacion entre el sobrepeso y
la obesidad en asociacion con las pruebas de funcionalidad espermatica es muy limitado. Uno
de los pocos estudios reportados, que se han desarrollado en humanos es el publicado en el
afio 2014 por Samavat y colaboradores, en dicho estudio evaluaron la RA inducida con Pg
en espermatozoides de hombres que presentan obesidad morbida ( IMC >40 kg /m 2), en sus
resultados reportan que estos espermatozoides presentan una capacidad significativamente
reducida para responder a la Pg como estimulante en de la RA, asi mismo informan que los
espermatozoides mostraron niveles significativamente més altos de RA espontéanea, es decir
sin la presencia del inductor Pg, en comparacion con los hombres delgados (IMC <25Kg/m ?)
(Samavat et al., 2014).

En modelo murino Fan y colaboradores en el 2015 indujeron obesidad a un grupo de
ratones administrando una dieta alta en grasas, indujeron la RA utilizando el ion6foro de
calcio A23187 y evaluaron la RA utilizando dos tinciones, una de ellas fue con el colorante
Azul de Coomassie y la otra por la tincién con FITC-PNA. En la evaluacion de la RA los
resultados de ambas. tinciones fueron concordantes, ambas evaluaciones mostraron que al
grupo de ratones a los que indujeron obesidad presentaron un porcentaje significativamente

menor de-RA en comparacion con el grupo control (Fan et al., 2015).

Impartancia de la cuantificacion de la RA.

En la actualidad existen diversas pruebas que permiten evaluar la funcionalidad del
espermatozoide, se les conoce como ensayos funcionales de espermatozoide. La
Organizacion Mundial de la Salud ha clasificado estas pruebas como pruebas de
investigacion (Franken & Oehninger, 2012). El objetivo de estas pruebas es predecir el
potencial de fertilizacion del gameto masculino, una de las pruebas funcionales desarrolladas

es la prueba de RA (Oehninger et al., 2000; Talwar & Hayatnagarkar, 2015). En un meta
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analisis publicado por Oehninger en el afio 2000 se observd que las pruebas de RA presentan
una correlacion significativa de .458 con la tasa de fertilizacion y un poder predictivo con
una sensibilidad del 80% referente a la capacidad que tiene el espermatozoide para fecundar
al 6vulo maduro en un procedimiento in vitro. Diversos estudios han demostrado que la
morfologia adecuada del acrosoma y una RA correcta son indispensables para lograr. una
fertilizacion exitosa. Respaldando lo antes mencionado, algunos estudios indican que
hombres infértiles cominmente presentan altos porcentajes de espermatozoides con

morfologia acrosomal anormal (Chen et al., 2019; Tello-Mora et al., 2018).
Evaluacion de la RA.

Existen técnicas que permiten evaluar el estado de la RA , entre ellas se encuentran:
(1) el marcaje con lectinas fluorescentes como la lectina Pisum sativum aglutinina marcada
con isotiocianato de fluoresceina (PSA-FITC) parala cual es necesario usar un microscopio
de fluorescencia (Cross, Morales, Overstreet, & Hanson, 1986) y (2) el uso de anticuerpos
monoclonales (anti-CD46 o anti-GB24) para proteinas especificas de la membrana interna
del acrosoma empleando la microscopia electrénica o citometria de flujo (Talwar &
Hayatnagarkar, 2015). El uso de dichas técnicas se utiliza principalmente en las areas de
investigacion, ya que requieren de equipos Y reactivos de alto costo, siendo esto una limitante
que impide implementar la prueba de RA en laboratorios de baja complejidad. Por las
limitaciones que presentan las técnicas mencionadas anteriormente, se ha implementado un
método confiable y econdmico que permite determinar el estado acrosomal a través de una
tincion con el colorante azul de Coomassie (Larson & Miller, 1999). En el afio 2014 Fumuso
y colaboradores indujeron RA en espermatozoides de Ilama y evaluaron la reaccion usando
la tincion de Azul de Coomassie como es posible observarla en la figura 6 (Fumuso et al.,
2014).
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ssie. A) En la imagen se observa un
bservar que la cabeza y membranas del
atozoide que presenta RA, en la cabeza del
la RA. La tonalidad azul mas fuerte solo tifie
ica la ausencia de las membranas plasmatica y
uso y colaboradores 2014.

Figura 6. RA en espermatozoide de Ilama evaluada con el colorante Azul
espermatozoide no reaccionado, la coloracién azul uniforme permite
espermatozoide se encuentran intactas. B) En la imagen se observa
espermatozoide se observan dos tonalidades de azul, que permiten
el nicleo del espermatozoide. La tonalidad méas baja de azul
acrosomal, esto como resultado de la RA. Figura modificad

N\

En la tincion del acrosoma por azul de Coomassie, el colorante se impregna mediante
interacciones electrostaticas de upos sulfonicos del tinte a los grupos cargados de
proteinas, produciendo una racion sobre el acrosoma. El colorante azul de Coomassie es
un pigmento a base de & etano, que se reacciona uniéndose por enlaces no covalentes
a los residuos de lisi las proteinas y da como resultado la formacién de un complejo

azul (Brum @@ 006).
Hi@%ls.

C) El porcentaje de la RA espontdnea aumentara en hombres que presenten
N @dislipidemias, sobrepeso y obesidad mientras que la RA inducida por Pg disminuira en
Q\ espermatozoides de hombres con dislipidemia, sobrepeso y obesidad.
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar los efectos del sobrepeso, obesidad y dislipidemias sobre la' RA- del

espermatozoide humano.

Objetivos especificos.

1. Determinar los efectos que producen en conjunto las dislipidemias, el sobrepeso y la
obesidad en los parametros espermaticos evaluados en el espermiograma.

2. Estandarizar la tincion con el colorante Azul de Coomassie para la cuantificacion de
la RA en espermatozoides humanos.

3. Determinar el porcentaje de RA inducida por 15 puM de Pg en espermatozoides de

hombres con dislipidemias, sobrepeso y obesidad.

METODOLOGIA.

Tipo de estudio y Tamario de la Muestra.

El presente estudio es un estudio transversal, exploratorio. A través de una
convocatoria dirigida a la poblacion masculina se invit6 a participar en el estudio. El tamafio
de la muestra se calcul6 utilizando el programa OpenEpi version 3. Considerando un
intervalo de confianza del 90% y un margen de error del 10% se calcul6 una muestra de 68
participantes. Sin embargo, al ser un estudio dirigido no probabilistico, no se tiene la certeza
de contar con todos los participantes. Por ello, se determiné el tamafio de la muestra a

conveniencia, logrando reclutar un total de 25 participantes.
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Criterios de inclusion, exclusién y eliminacion.

Dentro de los criterios de inclusion se especifico que los participantes deben tener un
rango de edad de 18 a 45 afios, como un requisito indispensable se solicitd firmar el
consentimiento informado. Asi mismo, se les solicité a los participantes que al momento de
obtener la muestra de semen presentaran un rango de 2 a 7 dias de previa abstinencia sexual.
Se excluyeron muestras de semen provenientes de donadores que no cumplian con.un minimo
de 48 horas de abstinencia. De igual manera, se excluyo la participacion de hombres que
informaron el consumir de algun tipo de droga o que expresaron el padecer alguna
enfermedad de transmision sexual. No se permitié participar en el estudio a hombres que no

aceptaron firmar el consentimiento informado.
Consideraciones Eticas.

El proyecto fue evaluado y aprobado por el comité de Bioética de la Facultad de Medicina
de la Universidad Auténoma de Querétaro. ‘Enel desarrollo de la investigacion se emplearon
muestras biologicas de sangre y semen-por lo que se les explicd a los participantes
meticulosamente el uso de la muestra. Se dejo claramente establecido que no se extraeria ni

procesaria el ADN de las respectivas muestras.
Meétodos.

Este proyecto fue realizado en la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma
de Querétaro y fue aprobado por el comité de Investigacion y Posgrado de la facultad antes

mencionada.

En primera instancia se lanz6 una convocatoria abierta al pablico en general, asi como

también fue difundida entre la poblacion estudiantil de la Facultad de Medicina.

Al aceptar participar en el proyecto, se le explico al participante detalladamente en
que consiste el proyecto, el area que se estudia y los beneficios que obtendria de participar
en él. Una vez establecido lo anterior se le solicité al participante una firma de conformidad

en la carta de consentimiento informado (Anexo 1).
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Enseguida se establecieron las proximas citas para armar el historial clinico del
participante, toma de medidas antropométricas, asi como la obtencion de muestras de sangre

y semen.

Historial Clinico.

Se cité al participante en el Laboratorio de Fisiologia Molecular y Celular localizado
en las instalaciones de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Querétaro.
Se les aplico a los participantes un formato de historial clinica, que contenia preguntas
relacionadas con temas de fertilidad, antecedentes familiares, antecedentes médicos, asi
como preguntas relacionadas con el estilo de vida (Anexo.2). Enseguida se pesé al
participante, obteniendo su peso en kilogramos, asi mismo también se le realizaron medidas
antropomeétricas para obtener su estatura, la circunferencia de su cintura y cadera, todas estas

medidas fueron obtenidas en centimetros (cm), con-el objetivo de calcular el IMC.

Obtencidn de muestra de sangre.

Se solicito al participante se presentara con un ayuno de 8 h, para realizar la toma de
muestra sanguinea. Enseguida se coloco el torniquete en la parte superior del antebrazo, se
localiz6 la vena, y se realiz6 la sepsis en el area con una torunda impregnada de alcohol.
Posteriormente se realizé la toma de muestra por Vacutainer, los tubos empleados fueron
tubos de tapa amarilla (BD Vacutainer SST, 6.0 mL). Al llenarse el tubo, se retird
inmediatamente el torniquete y la aguja se sacd de la vena cuidadosamente. Después de
obtener la muestra de sangre se dejo reposar hasta su coagulacion (30 min aproximadamente).
Una vez coagulada la muestra de sangre se procedi6 a centrifugarla por un lapso de tiempo
de.10 min a una velocidad de 2000 rpm. Al terminar la centrifugacion se obtuvo el suero
(Aproximadamente 3 mL) y se dividié en 2 alicuotas de 1.5mL, ambas alicuotas se

almacenaron en tubos Eppendorf a una temperatura de -80 °C hasta su analisis.

Recolecciéon de la muestra se semen.

En la primera sesion solamente se obtuvo la informacion del historial clinico y la

muestra de sangre, por lo que se agendo la segunda cita, en la que el participante entrego la
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muestra de semen. Se le proporciond al participante un frasco de toma de muestra nuevo y
completamente estéril, se le hizo el recordatorio de cumplir como minimo con 48 h de
abstinencia al momento de obtener la muestra de semen, y que debia transportar la muestra
pegada al cuerpo durante el tiempo que demora en llegar a entregarla, también se le recordd
que de preferencia no debia de pasar mas de 60 min del momento de la toma de muestra hasta
el momento de entregarla. Una vez obtenida la muestra de semen, se rotulé correctamente y

se inicio con el espermiograma.

Espermiograma.

Examen macroscopico.
Se realiz6 el examen microscopico inicial siguiendo los pardmetros que indica la

OMS en el manual para el andlisis de semen.

Licuefaccion:

Se mezcld la muestra del semen en el recipiente donde se recolect6 con ayuda de una
pipeta paster y se midi6 el tiempo que tardd en licuar, es decir, en pasar de una consistencia

viscosa a una mas liquida.

Aspecto:

Se examind la coloracion que presentd la muestra de semen siguiendo los siguientes
lineamientos, si la coloracion se torno gris opalescente se considerd una muestra con aspecto
normal, en cambio si la coloracion era gris opaco se consideré una muestra con baja
concentracion de espermatozoides, si la muestra se tornaba color marron esto era indicativo
de-contenido de glébulos rojos, y si la coloracion era amarilla esto nos indica ictericia o un
alto consumo de vitaminas. Después de evaluar el aspecto de la muestra de semen,

proseguimos a evaluar el volumen de la muestra.

Volumen y viscosidad:

Con una pipeta estéril de 5 mL aspiramos la muestra y medimos el volumen,

enseguida se dejo caer unas gotas de la muestra en caida libre, con el fin de valorar la

31|Pagina



viscosidad de la muestra, si la viscosidad de la muestra es normal, se observan gotas
pequefias, en cambio, cuando las muestras forman filamentos mayores a 2 cm se considera

muestra viscosa.
pH:

Se evalud el pH de la muestra de semen, para ello se coloc6 una gota de semen en
una tira reactiva de pH, se esper6 30 s aproximadamente hasta que se presento el cambio de
coloracion en la tira reactiva, posteriormente se comparo la coloracion de la tira reactiva con
la cartilla indicadora de pH. Con la evaluacion de pH se concluy6 la evaluacién

macroscopica de la muestra de semen y se prosiguié con la evaluacién microscopica.
Analisis Microscépico:

Se realiz6 el analisis microscépico siguiendo los parametros que indica la OMS en el
manual de laboratorios para el examen de semen humano y de la interaccion entre el semen

y el moco cervical 5ta edicion.

Motilidad:

Se mezcld correctamente la muestra y se tomaron 10 pL de semen con una
micropipeta, enseguida se coloc6 la muestra en un portaobjetos de 22mm por 22mm vy se
colocé el cubreobjetos, se analiz6 la movilidad en un estudio microscopico, para lo cual se
utilizé un microscopio Optico, se enfoco la muestra n un objetivo de 10x y posteriormente en
el de 40x, se evaluaron 5 campos con la finalidad de contabilizar cuantos espermatozoides se
observaban entotal. Al terminar de contabilizar los 5 campos, se inicié un nuevo conteo para
evaluar la motilidad de los espermatozoides, para ello se contd un total de 200 células, al ir
contando los espermatozoides se clasificaron de acuerdo a la motilidad que presentaron segun

las siguientes categorias:

e Motilidad progresiva: Espermatozoides que se mueven activamente, de forma lineal

o circular, independientemente de la velocidad de desplazamiento.
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e Motilidad no progresiva: Espermatozoides que presenta distintos patrones de
motilidad con ausencia de progresion, por ejemplo: nadar en circulos pequefios, la

fuerza flagelar mueve muy poco la cabeza o solamente se aprecia un latido flagelar.
e Inmotilidad: espermatozoides que no presentan movimiento.

Concentracion espermatica:

Dependiendo del nimero de espermatozoides contados en la evaluacion.de 5 campos

se diluyd la muestra a la concentracién adecuada:

+ >101 =1:20 0 50 uL de muestra — 950 pL de fijativo.
%+ 16-100 = 1:5 0 50 pL de muestra - 200 pL de fijativo.
# 2-15=1:2 0 50 pL de muestra — 50 pL de fijativo.

La determinacion de la concentracion espermatica se evalué utilizando el
Hemocitometro de Neubauer, por lo que antes de comenzar se limpio6 el hemocitometro con
alcohol al 70% y una gasa estéril. Se coloco el cubreobjetos del hemocitometro y
posteriormente se tomaron 10 pL de la muestra diluida y se colocé en el hemocitémetro, se
dejo reposar la muestra con la finalidad de que se asienten las células. Enseguida se coloco
el hemocitometro en el microscopio éptico y se enfoco con el objetivo de 40x, para realizar
el conteo correspondiente primero se determina cuantos cuadrantes de la cAmara se tienen

que contar, en relacion a-cuantos espermatozoides se ven por cuadrante:

+ Si la muestra tiene menos de 10 espermatozoides por cuadrante se analizan los 25
cuadrantes

4+ Sise tienen de 10 a 40, contabilizar 10 cuadrantes.

=

Si se tienen mas de 40 espermatozoides, contabilizar 5 cuadrantes.
+ Si un espermatozoide se encuentra entre la linea divisora entre los dos cuadrantes solo

se contabiliza en alguno de los cuadrantes.

La muestra se contabilizé por duplicado y se obtuvo un promedio de ambos conteos,

para calcular la concentracion espermatica en la muestra original de semen en millones/
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mililitros se dividié el promedio obtenido por el factor de conversion correspondiente que
indica el manual de la OMS.

Vitalidad:

La vitalidad de las células espermaticas se determind por el porcentaje - de
espermatozoides que estan vivos, esto se determind por la capacidad de exclusion de algun

colorante vital, como colorante se empled el azul de tripan.

Se realiz6 el siguiente procedimiento: Se colocaron 90 pL del colorante azul de tripan
en un cuadro de papel para film, se le agregd 10 puL. de la muestra de semen, se mezcl6 la
suspension cuidadosamente utilizando una micropipeta. Una vez mezclado se tomaron 10 pL
de mezcla y se colocaron en el hemocitdmetro, se dejé reposar por un lapso de 1-2 min y
enseguida se prosiguié con el conteo. Los espermatozoides muertos se tifien de color azul,
mientras que los vivos no se tifien, se contabilizo un total de 200 células entre los dos

parametros Se reporto el porcentaje de células vivas y muertas.

Morfologia:

Para evaluar la morfologia del espermatozoide se tomaron 10 uL de la muestra de
semen y se colocaron en el extremo de un portaobjetos, enseguida se colocd un segundo
portaobjetos a un Angulo de 45° y se arrastro la gota de semen sobre el portaobjetos como se
observa en la figura 7. Se dejoé secar la muestra al aire libre, una vez seca, se sumergio el
portaobjetos que contiene la muestra en metanol durante 15 s con el objetivo de fijar las
células, enseguida se sumergié durante 10 s en eosina y para finalizar la tincién se sumergio
por 5 s en hematoxilina, se elimind el exceso de colorantes con agua y posteriormente se dejo

secar al aire libre.

7

e

L # /)

Figura 7. Preparacion del frotis para la tincion de identificacion morfologica de los espermatozoides. La gota de semen
se distribuye sobre el filo inferior del portaobjetos inclinado y se arrastra sobre el otro portaobjetos para formar una
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extension. Figura tomada del Manual de la OMS para el examen del semen y la interaccion entre el semen y el moco
cervical. 5ta edicion.

Posteriormente se colocé el portaobjetos sobre el microscopio, se enfoco en el
objetivo de 100x y se contabilizé un total de 200 células, entre células con morfologia normal

y anormal. Se considero un espermatozoide con morfologia normal cuando:

+ El espermatozoide presenta una cabeza de contorno regulas de forma ovalada, con un
rango del 40 al 70 % correspondiente al acrosoma. Sin vacuolas grandes.

+ El espermatozoide presenta una pieza media delgada y regular, del mismo tamafio de
la cabeza sin residuo citoplasmatico o si lo tiene que sea menora 1/3 parte del tamafio
de la pieza media.

4+ EIl espermatozoide presenta una pieza principal uniforme y mas delgada que la pieza

media.

En caso de no cumplir con los lineamientos anteriores se consider6 que el espermatozoide

presento algun tipo de defecto en su morfologia.

Separacion de espermatozoides por Swim Up.

En un tubo de vidrio previamente esterilizado se agregé 500 uL de la muestra de
semen y 500 uL de medio HAM's F-10 suplementado con 2mM de Calcio y 5 mg/mL de
BSA. Se colocé el tubo formando un angulo de 45° en una gradilla como se observa en la
figura 8, se incub0 por una hora a 37°C en una atmosfera con 5% de Coz y 95% de aire, una
vez ya transcurrida la hora de incubacion se tomo6 600 pL de la fase superior, se colocd en
otro tuvo y se homogeniz6 la muestra. Enseguida se tomaron 3 alicuotas 10 uL de la muestra
y se colocaron en el Hemocitometro de Neubauer, se realizé el recuento espermatico de cada
unade las 3 alicuotas y se calculo el promedio para a ajustar la concentracion espermatica a
10 millones / mL. Al ajustar la concentracion se prepararon los tubos que contenian 1 mL de
la muestra de semen y medio HAM’s suplementado, se incubaron de nuevo por un lapso de

tiempo de 4 h para inducir la capacitacion espermatica in vitro.

La capacitacion espermatica es un proceso al que se someten los espermatozoides al

pasar por el tracto reproductivo femenino, indispensable para que el espermatozoide logre la
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fecundacion. La capacitacion se caracteriza por una serie de cambios moleculares en el
espermatozoide, como lo son cambios en el flujo de iones, eliminacion de colesterol,
redistribucion de lipidos y de proteinas en la membrana plasmatica, asi como activaciones de

las proteinas cinasas y cambios en la permeabilidad del calcio en el espermatozoide.

Ajustar a 10x10¢

cel'mL
+HAM'S
+5mg’ mL BSA
+2(mM ClCa
60 minutos 500 ul, HAM's ~ Inclinar a 45° G
5% COz + Smg'mL BSA lﬂ?ra_a T i G
95% aire +2mM ChCa %a’m aire 35100 oot 3 HAM's
37C TR - Smg/ml BSA
+ 2mM ChCa

Figura 8. Técnica de separacion de espermatozoides por Swim Up y capacitacion espermatica. Se colocan 500uL de la
muestra de semen en un tubo falcon, se le agregan 500uL de medio Ham's suplementado con BSA y Cl2Ca, enseguida se
coloca el tubo en un &ngulo de 45° y se incuba durante una-hora con a 37°C, en condiciones de una atmosfera del 95% de
aire y 5 %de COz. Posterior a la incubacion se toman 10uL de la muestra de la superficie del tubo, enseguida se colocan
en la camara de Neubauer para contar y ajustar. la concentracion de espermatozoides a 10x106 cel/mililitro. Una vez
ajustada la concentracion se incuba de nuevo.eltubo que contiene la muestra durante 3 h a las condiciones antes descritas,
con el objetivo de capacitar la muestra de semen.

Induccién de la Reaccion Acrosomal.

Al finalizar la capacitacion espermaética se indujo la RA en los espermatozoides, se
us6 como inductor-Pg, esta es uno de los inductores que la OMS permite utilizar ya que la
morfologia que se observa al inducir la RA con ella es muy similar a la que se presenta
cuando-se lleva a cabo en condiciones fisiologicas (OMS., 2010; Xu. et al., 2018). La Pges
considerada un inductor fisiologico de la RA, al activar los canales de CatSper lo que provoca
un aumento en las concentraciones de Ca?* intracelular (Kirkman-brown, Emma, Barratt, &
Publicover, 2002; Patrat, Serres, & Jouannet, 2000).

La metodologia empleada para inducir la RA es la siguiente:

1. Lasuspension de espermatozoides se dividio en alicuotas de 50jL y se incubaron en

tubos de Eppendorf como se muestra en la figura 8.
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2. Se hicieron alicuotas tanto de control positivo, como de control negativo. El control

positivo se le agrega Pg y al control negativo se le agreg6 DMSO.
3. A laalicuota de control positivo se le agregaron 2 uM de Pg.
4. A laalicuota de control negativo se le agregd 10 uM de DMSO.

5. Se incubaron las alicuotas de control positivo y negativo durante 30.min a una

temperatura de 37°C.
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Figura 9. Metodologia de induccion de la RA. La RA se indujo por separado, en alicuotas de 50 uL de la muestra de
semen. Utilizando como.inductor Pg.

Tincion con el colorante Azul de Coomassie y evaluacion de la Reaccion
Acrosomal.

Se fijaron los espermatozoides con una solucion de paraformaldehido al 4% durante
10 min a temperatura ambiente, enseguida se centrifugaron durante 4 min a 4,000 rpm. Se
elimind el sobrenadante y se le afiadio 1.5 mL de acetato de amonio a una concentracion de
100 mM, se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones descritas anteriormente. Se

elimino el sobrenadante, el sedimento se re suspendid en 1mL de PBS y se homogenizo
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suavemente. Con una micropipeta se tomaron 10uL. de la suspension, se colocaron en un
portaobjetos y se dejo secar la muestra. Posteriormente se incubd el portaobjetos con la
muestra en el colorante Azul de Coomassie (0.22% Coomassie Blue G-250) durante 4 min,
se elimin6 el exceso de colorante con agua destilada y se dejé secar. Al estar ya
completamente seco se observo al microscopio dptico enfocado en el objetivo de 100x.
Enseguida se cont6 el nimero de espermatozoides que presentaron RA inducida por Pg, asi
como la RA que se presentd en las muestras que no se les agregd ningdn inductor,

posteriormente se calculd el porcentaje de RA en cada uno de los 4 grupos.

Analisis estadistico.

Se analizaron los datos para obtener la estadistica descriptiva y se realizaron las
pruebas de normalidad (Kolmogorov —Smirnov y Shapiro Wilk) para determinar la
distribucion de los datos en cada una de las variables estudiadas. Se buscaron asociaciones
entre las diferentes variables evaluadas a través de la prueba de correlacion de Pearson

(p<0.01, Cl = 95%). Para el andlisis estadistico-se utilizo el programa estadistico SPSS v.15.

38| Pagina



Resultados

Los resultados que se presentan a continuacion son los obtenidos del anélisis
estadistico realizado con un total de 25 participantes con una edad promedio de 23.92 + 4.58
afios, con un intervalo de 18 a 36. En la tabla 1 se muestra la estadistica descriptiva de las
variables antropométricas evaluadas, asi como las variables evaluadas a través del
espermiograma. De los 25 participantes 12 de ellos conformaron el grupo control o

normopeso, 11 presentaron sobrepeso y solamente 2 de ellos obesidad.

Tabla 1. Caracteristicas Antropométricas y Parametros Espermaticos.

Parametro N Minimo Maximo Media Desviacién
‘ Estandar
Edad (Afos) 25 18 360 239 4.5
Peso (Kg) 25 59.5 100.0 77.9 10.8
IMC (Kg/m?) 25 19.3 321 25.5 3.2
Volumen 25 6 41 2.5 1.0
(mL) |
Motilidad 25 21 176.0 52.5 14.3
progresiva .
Motilidad NP | 25 10 33.0 18.7 5.7
Inmotilidad 25 B 66.0 28.6 15.6
Concentracion | 25 94 160.0 71.0 36.6
Concentracion | 25 7.5 464.0 184.1 112.7
Total R < |
RA 25 10 42.0 21.3 8.1
Espontanea ¢
RA Inducida | 25 13 39.0 28.5 7.7
Morfologia 25 8 41.0 18.8 7.3
Normal
Morfologia 25 59 92.0 80.7 7.7
Anormal
Grasa 25 9.2 38.0 21.0 6.1
Grasa Visceral | 25 1 14.0 5.0 3.1
ARPC 25 -28 22.0 7.2 13.7

En la tabla nimero 2 se ilustran los pardmetros evaluados en la Biogquimica
Sanguinea y perfil lipidico, asi como sus medidas de tendencia central. Dentro del anélisis
bioquimico, solamente se contdé con 24 muestras, ya que una de las muestras no fue

suficiente para su analisis.
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Tabla 2.Bioquimica Sanguinea y perfil de lipidos.

Parametro Minimo Madaximo Media DS

Glucosa 77.0 107.00 90.00 7.56
70 -100 mg/dL

Urea 20.0 47.00 30.29 7.98
10 - 50 mg/dL

Creatinina 0.60 1.40 1.008 0.24

0.5 -1 mg/dL

Acido Urico 4.90 9.30 6.62 1.25
2.5-6.2 mg/dL

Colesterol 98 237 168.79 | 39.04

0 — 200 mg/dL Recomendable ‘
200 — 239 mg/dL Limitrofe !
>240 mg/dL Alto riesgo ‘

HDL 29 50 14120 554
35- 75 mg/dL Recomendable ‘
<35 mg/dL Alto riesgo
LDL 41.80 :
0 — 130 mg/dL Recomendable ‘
130 - 159 mg/ dL Limitrofe |
2 160 mg / dL Alto riesgo
2 190 mg/ dL Muy alto riesgo

175.60  103.12 35.65

VLDL 8.20 95.40 24.45 17.88
0 - 30 mg/dL recomendable

indice Aterogénico 2 6 4.08 1.05
<4 Recomendable '« |

Triglicéridos 41 477.00 122.29 | 89.41

0 - 150 mg/dL Recomendable
150-200 mg/dL Limitrofe
> 200 mg / dL-Alto riesgo
> 1000 mg/dL Muy alto riesgo

:regtbsterona 2.43 6.97 4.56 1.25
0.47 — 9.8 ng/mL
Recomendable

En la figura 10 se ilustran los niveles encontrados tanto en la quimica sanguinea como
en el perfil de lipidos de los participantes, respecto a los niveles de referencia reportados en

poblacién mexicana. Reportamos que 15 de los participantes presentaron niveles superiores
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a los referenciados en &cido Urico, 12 para creatinina, 9 para el indice aterogenico, 7 para
colesterol y LDL, 3 para VLDL y glucosa, 1 para triglicéridos. De igual forma, se encontraron

niveles por debajo de los valores de referencia de HDL en 3 participantes.
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Figura 10. Estadio de niveles de la Quimica Sanguinea y el perfil de lipidos respecto a sus valores de referencia
correspondientes. HDL: Lipoproteinas de alta-densidad.; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; VLDL: Lipoproteinas de
muy baja densidad.

Los resultados obtenidos del anélisis estadistico nos muestran correlaciones positivas
entre el aumento ‘de porcentajes de RA espontanea con el incremento de variables

antropométricas como el peso, IMC, porcentaje de grasa y grasa visceral.

Asi mismo, se observa una correlacidn negativa entre la disminucion de las variables
antropomeétricas antes mencionadas y los porcentajes de la RA inducida, en la figura 11 se

ilustran estos resultados.

Dentro de las correlaciones positivas encontradas, la correlacion estadisticamente
mas fuerte es la que asocia el aumento de la grasa visceral con el incremento del porcentaje
de RA espontanea. Esta correlacion presenta una R? lineal = 0.626, P= que es posible observar
en la figura 12. El resultado nos indica que, al aumentar el nivel de grasa visceral en el

individuo, los porcentajes de RA espontaneo también se incrementan. En la gréafica se aprecia
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que al presentarse un aumento de dos niveles de grasa visceral se eleva hasta en un 10% la
RA esponténea.

% Grasa
IMC
Peso.
Morfologia An..
Morfologia N.
RA inducida.

RA espontdnea,

Concentracion T.

Concentracion.
Inmotilidad.
Motilidad NP
Motilidad P. 0
Volumen o 02 o 'ns,;}fv- 02 02 01 01 0 02 01 -02
'\\\&6 ‘.'¢'°°\A?'&&6@6’6‘:\6‘\\“@6\6‘\1;’5&?.50"'\&‘ Q}Q‘\. Q?PS\‘ Qe‘p.\“& nie(’@”%;j\%e""’\'
\3‘0‘ ‘:\o\\\\ .«yo‘(?q‘ (,0‘\&(;}@"90 QJ“\“ ‘3\0(\0 @0“0\ »

Figura 11. Matriz de correlacion entre pardmetros espermaticos y caracteristicas antropométricas. Las correlaciones
positivas se muestran.en colores calidos y las correlaciones negativas en colores frios.
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Figura 12. Relacion entre el porcentaje de RA espontanea y grasa visceral. Al ir incrementando la grasa visceral en el
organismo el porcentaje de RA espontanea aumenta, lo que nos indica una asociacion positiva entre ambas variables.

En los resultados gue se han mostrado significativos estadisticamente en el analisis,
se ha encontrado una correlacidn positiva entre el aumento del IMC y la RA esponténea. En
la figura 13 es posible observar estos resultados. Asi mismo, el grafico nos muestra que
cuanto mas elevado es el IMC los porcentajes de RA espontanea son mas elevados, esto en

comparacion con los porcentajes que corresponden a un IMC que indican normo peso.
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Al analizar la relacién entre los porcentajes de grasa corporal de los individuos y la RA
espontanea encontramos que existe una importante correlacion positiva entre ambos parametros.
En la figura 14, es posible observar que conforme aumentan los porcentajes de grasa se mantiene
una tendencia a aumentar en los porcentajes de RA espontanea, esta tendencia es mas palpable
a partir del 30% de grasa, ademas, es posible observar en la grafica que se mantiene cierta

tendencia de similitud entre los porcentajes de grasa y los porcentajes de RA espontanea.

R2 Lineal = 0,432
P =000
50

40

3%}
(=]
1

% de RA espontanea
5

10+

T I T T T T T I
18.00 2000 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00
IMC

Figura 13. Relacion entre el porcentaje de RA espontanea y el IMC. Al aumentar el IMC se presenta un notorio aumento en
los porcentajes de RA espontanea.
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Figura 14. Relacion entre el porcentaje de RA espontanea y el % de grasa corporal.

Dentro_del analisis realizado, encontramos estadisticos que nos indican correlaciones
negativas entre algunos parametros, si bien, estas correlaciones no son tan fuertes como las
expuestas anteriormente, son estadisticamente significativas.

La correlacion negativa estadisticamente significativa mas fuerte que se encontré es la
gue indican una correlacion entre el IMC y el porcentaje de RA espontaneo (R? lineal = 0.216;
P =0.019). En la figura 15, es posible observar que al aumentar el IMC se presenta una marcada
disminucion en los porcentajes de RA inducida. Se percibe una disminucion de hasta el 20% de
RA inducida dentro de los valores del IMC que tienden al sobrepeso y a la obesidad en

comparacion con los valores de normo peso.
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Figura 15. Relacion entre el IMC y el porcentaje de RA inducida. Se percibe una marcada disminucion en los porcentajes de
RA que se induce al aumentar el IMC.

Al evaluar la correlacion existente entre la grasa visceral y el porcentaje de RA inducida
se encontrd una correlacion negativa entre ambas variables (R? lineal = - 0.490; P = 0.013),
observando que conforme se presenta un aumento en la grasa visceral los porcentajes de RA

inducida tienden a disminuir notablemente, como se observa en la figura 16.
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Figura 16. Relacion entre el porcentaje de RA linducida y la grasa visceral. Se observa una correlacién negativa entre el
aumento de la grasa visceral y la disminucion del\porcentaje de RA inducida.

Por otro lado, se encontrd una asociacion negativa entre el porcentaje de RA inducida y
el aumento del peso corporal (R? lineal = 0.163; P= 0.045). Como es posible observarlo en la

figura 17, conforme se aumenta el peso, se presenta una disminucién en los porcentajes de RA

inducido.

Al determinar el ARPC restando el porcentaje de RA espontaneo al porcentaje de RA
inducido por progesterona se encontro una correlacion negativa entre el porcentaje de ARPC y
el IMC del individuo. Como se observa en la figura 18, al ir aumentando el IMC los porcentajes
de ARPC disminuyen, presentando una notable disminucion en los porcentajes de ARPC al
acercarse a un IMC de 30. En la grafica es posible observar que los porcentajes de ARPC mas

altos se localizan en los IMC que la OMS considera indican el normopeso.
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Figura 17. Relacién entre el porcentaje de la:RA-inducida y el peso de los individuos. Se observa una disminucién en el
porcentaje de RA inducida al aumentar el peso.

En los graficos mostrados hasta este punto, se han presentado las correlaciones
encontradas entre las variables espermaticas y las diferentes caracteristicas antropométricas

empleadas en nuestro estudio.

Enseguida se presentan los diferentes graficos obtenidos a partir del analisis estadistico
correspondiente a las variables espermaticas, quimica sanguinea y perfil de lipidos. Los
resultados producto del anlisis de las variables antes mencionadas nos arrojaron diversas

correlaciones positivas estadisticamente significativas, en la tabla nimero 3 se muestran las

diferentes correlaciones encontradas.
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Figura 18. Relacion entre el porcentaje de ARPC y'el IMC. Se observa que al incrementarse el IMC se disminuye el porcentaje
de espermatozoides que reaccionan a la progesterona (ARPC) por lo que se ilustra una asociacion negativa entre ambas variables.

La asociacion que manifiesta la correlacidn estadisticamente mas fuerte es la que asocia
al porcentaje de motilidad espermatica no progresiva y al nivel de colesterol. Esta correlacion
positiva presenta una R?lineal de 0.300 y una P = 0.006, esto es posible observarlo en la figura
19. Asi mismo, en-esta grafica es posible observar que, al presentarse un aumento en las
concentraciones de colesterol, a la par, se produce un incremento en el porcentaje de

espermatozoides con una motilidad no progresiva.
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Tabla 3. Asociaciones encontradas entre perfil bioquimico, lipidico y parametros espermaticos.

Vol. Mot. Mot. Inm Con. Con. RA RA. Mor.  Mor.

Prog NP Total Esp. Ind Nor  An.

Glucosa r -.061 A71 .148 .104 -.062 -.069 -.011  .162 .009  -.009
p .776 424 491 627 T74 .750 960 450 .968 ' .968

Urea r .103 113 156 -.163 -.196 -.054 038 -020 165 = -.165
p .633 599 465 446 .358 .802 861  .927 442 442

Creatinina r .383 110 .356 -.237 .062 402 -115  .358 245  -.245
p .065 .609  .088 .265 772 .052 594 .086 249 249

Ac. Urico r .001 020  .439* -.140 316 .286 273 -006 .150 -.150
p .671 .926 .032 515 133 175 .196 976 485 485

Colesterol r 110 162  .548* -.055 228 .099 108 138 .108  -.108
p .607 450  .006 797 284 .647 616 519 617 617

HDL r.136 188 -.143 225 -:359 -.250 -300 121 189 -.189
p .527 379 .505 201 .085 .238 155 573 376 .376

LDL r .087 -.088 .365 -.057 .065 -.027 -.052 210 A37 137
p .686 684  .079 .790 765 .899 .808  .325 523 523

VLDL r .110 120 513 -.076 481 347 433* -154 -.097 .097
p .609 .576 .010 723 .017 .096 .034 472 .653  .653

Indice r .116 -016  .579**  -.202 451 -.293 185 100 .060 -.060
Aterogénico |p .589 .943.  .003 .343 .027 164 387 641 779 780
Triglicéridos | r .110 120 .513* -.076 481 347 433*  -154  -097 .097
p. .609 .576 .010 723 .017 .096 .034 472 .653  .653
Testosterona | r * .162 -093 -.188 147 -.220 -.156 -264 026 299 -.299
p .449 665  .378 494 .302 465 212 905 156 .156

50| Pagina



F2 Lineal = 0.300

P =0.006
0.0 | | | |

30.0

20.0

% Motilidad NP

10.0

T T T I I ]
100.00 125.00 150.00 175.00 200.00 22500

Colesterol (mg/dL)

Figura 19. Relacion entre el porcentaje de motilidad No Progresiva de los espermatozoides y los niveles de colesterol de los

participantes. Es posible observar un aumento en-el porcentaje de espermatozoides con una motilidad NP al elevarse las
concentraciones de colesterol.

Se encontraron algunas correlaciones positivas estadisticamente significativas entre los
niveles de Triglicéridos y algunos parametros espermaticos. Dentro de las correlaciones
encontradas, la mas fuerte de ellas presenta una R? lineal de .263 (P = 0.010) y pertenece a la
correlacion entre ‘el porcentaje de espermatozoides con una motilidad no progresiva y la
concentracion de triglicéridos, esto se observa en la figura 20.

Asi-mismo, se encontrd que los triglicéridos presentan una correlacion positiva con el

porcentaje de RA espontanea (R? lineal: 0.188; P = 0.034), lo cual es posible observar en la
figura 21.
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Figura 20. Relacion entre el porcentaje de Motilidad NP de los espermatozoides y la concentracion de triglicéridos de los
participantes.

Con relacion a los niveles de Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) se encontraron
asociaciones positivas con el porcentaje de espermatozoides con Motilidad NP (R? lineal=0.263;

P =.010), y con los porcentajes de RA espontanea (R? lineal = 0.188; P = 0.034) esto se observa
en las figuras 22 y 23 respectivamente.

Respecto a otras asociaciones encontradas con significancia estadistica, reportamos una

asociacion positiva entre el porcentaje de espermatozoides con motilidad no progresiva y la
concentracion de Acido Urico (R? lineal = .193; P =0.032).

Asi mismo, se encontraron fuertes asociaciones entre el indice aterogénico y los
porcentajes de espermatozoides con motilidad no progresiva.
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Figura 21. Relacion entre el porcentaje de RA esponténea y la concentracion de Triglicéridos de los participantes. Al
aumentar la concentracion de triglicéridos, se presenta un aumento en el porcentaje de espermatozoides que presentan un

acrosoma reaccionado espontaneamente.
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Figura 22. Relacidn entre el porcentaje de espermatozoides con.una metilidad no progresiva y las concentraciones de VLDL.
VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.
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Figura 23. Relacion entre el porcentaje de espermatozoides con una motilidad no progresiva y la concentracion de Acido
Urico de los participantes
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Discusiones

Hoy en dia son muy pocos los estudios que evaltan el impacto generado por la
interaccion entre el sobrepeso, la obesidad, dislipidemias y una prueba funcional espermatica,
como lo es la RA. Los reportes en la literatura muestran los efectos que ocasionan las patologias
antes mencionadas en los pardmetros espermaticos evaluados en los espermiogramas. Por lo
anterior, en el presente estudio se evaluaron los efectos de las dislipidemias, el sobrepeso y
obesidad en la RA del espermatozoide humano.

Con el objetivo de evaluar el potencial de fertilizacion de los espermatozoides de
hombres con sobrepeso y obesidad, se determinaron los porcentajes.de RA espontanea e inducida
con Pg. Los resultados obtenidos a partir de los analisis realizados nos han arrogado importantes
correlaciones estadisticas entre el aumento de la RA espontanea y el aumento en la grasa visceral,
el porcentaje de grasa, el IMC y el peso. A la fecha, en la literatura no se encuentra evidencia
alguna que determine estas asociaciones directamente a excepcion del IMC. En el 2014, Samavat
y colaboradores reportaron un aumento en la RA espontanea en hombres con un IMC mayor a
40 Kg/m? considerado ya como obesidad morbida, a diferencia de ellos, en nuestro estudio no
particip6 poblacion con un IMC tan elevado. Sin embargo, los resultados que hemos obtenido
son consistentes con los reportados por Samavat. Es importante mencionar que ellos en su
estudio no reportaron los porcentajes de grasa y el nivel de grasa visceral de los participantes,
por lo tanto, no se puede realizar una comparacion de estos datos, ya que el articulo de Samavat
es el primero que evalta la RA en poblacion humana.

La grasa visceral es considerada una acumulacion excesiva de tejido adiposo que rodea
a Organos vitales, se manifiesta como un exceso de grasa corporal y ambos se asocian
directamente con la obesidad, misma que se considera un factor que deteriora la RA a través de
distintos mecanismos, como lo son la baja concentracion de hormonas tales como el estrégeno
y la Pg, esta tltima considerada un inductor de la RA (Techernof et al., 2013; Tello Mora et al.,
2018). Asi mismo, distintos estudios han reportado que la inflamacién en hombres obesos
promovida por el tejido adiposo repercute en distintos pardmetros evaluados en las células

espermaticas. El exceso de tejido adiposo produce un estado de inflamacion, ya que aumenta la
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produccion y la secrecion de citocinas pro inflamatorias como la IL-1, IL-6, TNF-a y la leptina
(Almabhouh et al., 2019). Syrious y col en el 2018 reportaron que el incremento de dichas
citocinas repercute en distintos procesos de la espermatogénesis. Asi mismo, actdan en el epitelio
seminifero y en el epitelio epididimario, en respuesta de ello se potencia la clasica activacion de
los neutréfilos en los procesos inflamatorios, propiciando un incremento en los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que, a su vez, promueven un aumento en los niveles de
estrés oxidativo, mismo que se encuentra ya muy bien documentado repercute en algunos
parametros espermaticos (Alhamar et al., 2019; Liu et al., 2017; Aikten et al., 2014). Aikten y
col en el 2014 reportaron que el estrés oxidativo al generar reacciones de carbonilacion de
proteinas y lipoperoxidacion afecta indirectamente la RA, ya que dafia la membrana acrosomal,
asi como a las proteinas Quinasa B, Serina y Treonina Quinasa, proteina G y fosfolipasa C todas
ellas involucradas en el proceso de RA.

Samavat y colaboradores en su estudio indican que la RA se ve gravemente afectada por
la obesidad morbida, mostrando una marcada disminucion en los niveles de respuesta fisiol6gica
a la Pg determinado por ARPC (RA inducida- RA espontanea), esto en comparacién con los
sujetos delgados, los resultados que obtuvimos en nuestro estudio son concordantes con los
reportados por Samavat, ya que encontramos una asociacion negativa entre el porcentaje de
ARPC y el IMC.

Al estudiar los porcentajes de RA Inducida podemos observar una importante
disminucion de esta al incrementarse parametros como el IMC, la grasa visceral y el porcentaje
de grasa, que en conclusion estos parametros llegan a ser indicadores de obesidad. En los
resultados reportados por Samavat y colaboradores se indica que las células esperméticas de
hombres con obesidad mérbida presentan una disminucion a la respuesta de Pg como inductor
de RA, esto en comparacion de las células de hombres normo peso. Si bien nuestra poblacion no
presenta las mismas condiciones, nuestros resultados presentan un comportamiento similar a los
reportados por Samavat, ya que nuestros porcentajes de RA inducida con Pg disminuyen
conforme aumentan los parametros antes mencionados.

El hecho que encontremos correlaciones tanto positivas como negativas estadisticamente
significativas dentro de las mismas variables (IMC, peso, % grasa y grasa visceral con RA

espontanea e inducida) es sumamente importante ya que fortalece la investigacion, permitiendo
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observar como estas variables que nos indican la presencia del sobrepeso y la obesidad afectan
procesos esenciales para la fecundacion como lo es la RA.

La nula investigacion de RA en espermatozoides humanos limita la oportunidad de
realizar otras comparaciones de nuestros resultados obtenidos. Sin embargo, en modelos in vivo
especificamente en modelo murino la RA ya se encuentra muy bien estudiada. Fan y col en el
2015 indujeron obesidad mérbida y obesidad en ratones, posteriormente evaluaron la RA en los
espermatozoides de ambos grupos, en sus resultados ellos reportan que tanto el grupo de
espermatozoides de ratones con obesidad como el de obesidad morbida. presentaron elevados
porcentajes de RA espontanea y una disminuida respuesta fisioldgica la Pg, esto en comparacion
con los porcentajes presentados por el grupo control conformado por ratones normopeso. Con la
evidencia anterior y los resultados obtenidos por nuestro equipo de trabajo es posible enunciar
que conforme aumente el grado de obesidad en el hombre, disminuye el potencial de fertilizacién
de sus espermatozoides.

A la fecha, distintos estudios enfatizan que la participacion del metabolismo de lipidos
es crucial en diversos eventos de suma importancia para las células espermaticas. Estos abarcan
desde la produccion de hormonas esteroideas, hasta la composicién estructural de la bicapa
lipidica del espermatozoide. Asi mismo, los lipidos son indispensables en procesos de funcion,
motilidad, maduracion y capacitacion espermatica. Estos dos ultimos son considerados
imprescindibles para lograr la RA (Buiiay, Gallardo, Torres-fuentes, Aguirre-arias, & Orellana,
2020; Liu & Ding, 2017; Saez, 2019; Shi et al., 2018). Los efectos que ejercen las altas
concentraciones- de lipidos sobre la RA del espermatozoide humano no se han estudiado a
profundidad. Como se mostré anteriormente en nuestro estudio, encontramos correlaciones
positivas entre en aumento de la concentracion de lipidos, especificamente de triglicéridos y el
aumento del porcentaje de RA espontanea. Sin embargo, en la literatura no se encuentran
articulos que reporten lo encontrado por nuestro equipo de trabajo.

En el 2014, Shisterman y col, en su estudio Life, evaluaron la calidad del semen y las
concentraciones de lipidos, ellos reportaron porcentajes bajos de espermatozoides con acrosoma
intacto y perimetro de cabezas reducidos, esto en espermatozoides de hombres que presentaban
elevadas concentraciones de colesterol y triglicéridos. Lo reportado por Shisterman es

consistente con los hallazgos de nuestra investigacion, ya que al no encontrarse el acrosoma
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intacto, se considera que ya ocurrio la RA de forma espontanea, puesto que no se sometié a
ningun inductor de RA.

La informacidn que se brida respecto al impacto de las alteraciones lipidicas en la RA en
humanos es muy limitada, gran parte de la informacion con que se cuenta proviene de modelos
de estudio en animales. Distintos estudios se han desarrollado empleando al conejo como modelo
de estudio (Saez, 2019). En 2010 Saez Lancellottti y colaboradores indujeron
hipercolesterolemia a un grupo de conejos al administrarles una dieta rica en colesterol (0.5%),
ellos reportaron una marcada disminucion en el indice de RA, al utilizar como inductor la Pg en
espermatozoides de conejos con hipercolesterolemia, esto en comparacién del grupo control.
Asi mismo, en 1993 Diaz - Fontdevila y col publicaron un estudio en el que realizaron
importantes incrementos en las concentraciones del colesterol y acidos poliinsaturados en la
dieta de conejos, con la finalidad de evaluar el impacto de estos en la cinética de la RA del
espermatozoide. Ellos reportaron modificaciones en las concentraciones de colesterol/ filipina
en la membrana del acrosoma, asi como una disminucion estadisticamente significativa en la
capacidad de presentar RA, esto en comparacion con espermatozoides del grupo control.

Dentro de la literatura podemos encontrar distintos estudios en los que se analizan los
efectos que generan el sobrepeso, la obesidad y las dislipidemias en distintos pardmetros
esperméticos. Entre los resultados mostrados en las diferentes investigaciones es posible
encontrar diversas inconsistencias entre ellos. Por ejemplo, Sermonadade y colaboradores
reportaron que al presentarse un aumento en el IMC encontraron una influencia negativa en los
parametros espermaticos, afectando negativamente la fertilidad masculina. Por otro lado,
MacDonald y colaboradores indicaron no encontrar asociacion alguna entre el aumento del IMC
y los distintos parametros espermaticos evaluados a través del espermiograma. En nuestros
resultados no encontramos correlacién alguna en parametros espermaticos evaluados en el
espermiograma (motilidad, morfologia, vitalidad, concentracion) de muestras de semen
proveniente de hombres normopeso al compararlas con muestras de hombres con sobrepeso y
obesidad. Esto concuerda con lo publicado por MacDonald.

En contraste con lo anterior, reportamos correlaciones positivas entre los parametros
espermaticos y variaciones entre distintas concentraciones lipidicas. Encontramos asociaciones

positivas entre el aumento en las concentraciones de Triglicéridos y de VLDL con los
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porcentajes espermatico de motilidad no progresiva, lo cual concuerda con lo reportado por
Ergun y colaboradores.

Dentro de nuestros hallazgos notificamos correlaciones significativas entre el aumento
de las concentraciones de colesterol total y el aumento en los porcentajes de espermatozoides
con una motilidad no progresiva. No obstante, nuestros resultados se contraponen a lo reportado
por You Lie y colaboradores en el 2017, ya que ellos no encontraron correlacion alguna entre la
motilidad no progresiva y los niveles séricos de colesterol. Por otro lado, Haguida y
colaboradores en el 2014 reportaron asociaciones entre la concentracion de distintos lipidos y
la morfologia espermatica. Sin embargo, en nuestro estudio solo se encontraron correlaciones
referentes a la motilidad no progresiva y no se encontrd ninguna otra asociacion con otro
parametro espermatico.

Los resultados que se exhiben entre los distintos estudios de la literatura presentan
inconsistencias entre si, a pesar de tener detras varias décadas de estudio. En el 2015 Eisenber y
colaboradores reportaron no haber encontrado-asociacion alguna entre los niveles séricos de
hombres con hipercolesterolemia y la calidad del semen. Dado a la concomitancia entre los
diferentes estudios que se han reportado, es necesario realizar investigaciones que determinen el
verdadero impacto de las dislipidemias en la fertilidad masculina. Recientes investigaciones que
se evocan a evaluar las concentraciones lipidicas en el plasma seminal han reportado que niveles
elevados de colesterol, triglicéridos, LDL HDL en plasma seminal presentan asociaciones
negativas con distintos parametros espermatico (Lu et al., 2016). Lo anterior nos da pauta a
considerar que los efectos de las concentraciones lipidicas sobre los parametros espermaticos se
pueden evaluar.con mayor determinacion en contenido seminal como tal.

En nuestro estudio se presentaron algunas limitaciones. La mas importante de ellas, el
tamafio de la muestra es muy pequefia, y a consecuencia de ello se podria obtener un poder
estadistico debilitado. Asi mismo, la distribucion de participantes entre los grupos de estudio no
fue equitativa. Lo anterior se pude atribuir a que en su mayoria los participantes fueron jovenes
estudiantes de la facultad de medicina, y estos son considerados una poblacion selectiva. Es
importante mencionar que el encontrar participantes fue una labor dificil, ya que la participacion

en el estudio fue de forma voluntaria.
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Dentro de las fortalezas que respaldan a nuestro estudio es posible mencionar que se
realiz6 en una poblacion homogénea como ya se mencion6 anteriormente. Asi mismo, la
fertilidad de los participantes era desconocida, se hace mencion de este importante punto ya que
en la mayoria de los estudios se conoce que la poblacion participante presenta antecedentes de
infertilidad. Ademas, nuestro estudio cuenta con estandarizaciones en el tiempo de muestreo;
todas las tomas de muestra se obtuvieron en horario matutino, fueron analizadas por el equipo
de investigadores con previa capacitacion, siguiendo un protocolo estrictamente revisado y
estandarizado. Asi mismo, las muestras de suero sanguineo se analizaron bajo las mismas

condiciones el mismo dia.

Conclusiones.

Nuestros resultados indican que el potencial de fertilizacion de los espermatozoides
de hombres con hipercolesterolemia, sobrepeso y obesidad se ve comprometido, ya que
tienden a presentar una respuesta disminuida a inductores fisioldgicos, y una elevada
capacidad de presentar RA espontanea. Las presencias de estas patologias predisponen a
desarrollar problemas de infertilidad. Por lo que se pude indicar que las dislipidemias, el
sobrepeso y la obesidad afectan negativamente la RA del espermatozoide humano y por
consecuencia se _produce un impacto negativo en la fertilidad masculina. Para obtener

informacion mas sélida es necesario ampliar el grupo de estudio.
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ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO FACULTAD DE MEDICINA

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN
UN ESTUDIO DE INVESTIGACION MEDICA.

Todos los participantes invitados a esta investigacion gozaran de los siguientes derechos:

Saber qué area, tema 0.asunto se esta estudiando.

Saber qué sucedera y-cuéles son los procedimientos.

Saber los riesgos potenciales o incomodidades del estudio, si es que las hay.
Sabersi se debe esperar algun beneficio al participa y si lo hay en que consiste.

Puede preguntar acerca del estudio antes de consentir y durante el estudio.

o A W N

Saber que tratamiento esta disponible si ocurre una complicacién o lesién como
resultado de la investigacion.

~

Poder negarse a participar en el estudio o dejar de participar una vez iniciado.

8. Recibir copias de los derechos de los sujetos participantes de experimentos y forma
de consentimiento firmado y fechada.

9. Estar libre de presiones para participar en el estudio.
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Si usted tiene alguna duda o pregunta relacionada con este estudio 0 piensa que quizés esté
sufriendo algun dafio al estar participando en el estudio por favor contacte a los
investigadores responsables en la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de
Querétaro, Clavel #200, Prados de la Capilla, Santiago de Querétaro. Tel. 192 12 00 en
horario de 9:00 am a 2:00 pm, con la D.C. Ana Alicia Sanchez Tusie

TITULO DEL ESTUDIO.

Efectos del sobrepeso, obesidad y dislipidemias de la Reaccion Acrosomal del
espermatozoide humano.

OBJETIVO.

Determinar los efectos del sobrepeso, obesidad y dislipidemias sobre la Reaccién Acrosomal
del Espermatozoide Humano

PROCEDIMIENTOS.

1. Se canalizaran participantes en la clinica de fertilidad INSEFER ubicado en Lic. Manuel
Gbmez Morin 3870, Centro Sur, 76090 Santiago de Querétaro, Qro

2. Al asegurar el cumplimiento de los criterios de inclusion se entregara el consentimiento
informado a los participantes interesados en participar, en el cual se explicaran los estudios
a realizar y los beneficios que obtendra del estudio. Asi mismo se hace del conocimiento del
participante que el material bioldgico que nos proporcionara solo sera empleado en este
estudio y no.en algun otro, y que al término de este serd desechado de una forma adecuada

Si decide participar se le asignara una fecha para llevar a cabo la toma de muestra, es de
suma importancia que cuente con al menos 48 horas de abstinencia sexual y se presente con
unayuno de alimentos minimo de 8 horas

3. El dia acordado para la toma de muestra previamente a esta se realizard una entrevista con
el participante para elaborar un historial clinico y realizar la toma de muestra sanguinea, en
la cual se determinaran niveles séricos de glucosa, colesterol, lipidos y leptina. Asi mismo se
tomaran medidas antropometricas.

4. Enseguida se realizara la obtencién de la muestra de semen, para ello se le entregara al
participante un frasco estéril y se le hara pasar al masturbatorio de la clinica, que es un cuarto
en condiciones adecuadas para que pueda proporcionar la muestra.
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5. A la muestra de semen obtenida se le realizaran pruebas de licuefaccion, pH, color,
volumen, viscosidad y motilidad.

6. Se inducira reaccion acrosomal en los espermatozoides y posteriormente serd evaluado a
través de una tincion con el colorante azul de Coomassie.

7. Se proporcionara una fecha estimada para la entrega de resultados.

RIESGOS.

El participar en el estudio no genera ningln tipo de riesgo hacia su persona.

RESULTADOS.

Se le brindaré al participante el informe de la investigacion donde incluya los resultados de
los parametros evaluados en el espermiograma, en caso que a través del espermiograma se
identifique que el paciente presente irregularidades en alguno de los pardmetros evaluados
sera notificado.

BENEFICIOS:

Se realizara un espermiograma a la muestra de semen de manera gratuita, a través de los
resultados obtenidos. el paciente podra conocer su calidad espermatica.

CONFIDENCIALIDAD.

Sélo los investigadores tendran acceso a toda la informacion y resultados generados en este
estudio. Los datos obtenidos seran publicados en revistas cientificas, pero se presentaran
como valores grupales para proteger la identidad de los participantes. Usted serd identificado
por un numero y su nombre no serd usado. Los datos se mantendran en total confidencialidad.

COSTOS.

Todos los gastos de los analisis y evaluaciones previamente mencionadas, seran pagados por
parte del proyecto de investigacion y usted a cambio recibira informacion importante en
relacion a su salud.
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DERECHO A NEGARSE O RETIRARSE.

Usted puede decidir NO participar sin consecuencias negativas. Ademas, puede
cambiar de parecer y retirarse del proyecto aun cuando ya haya empezado. Si
nosotros encontraramos informacién importante durante el transcurso de nuestro
estudio, ésta se le dar4 a conocer y quizas esto le haga pensar en su participacion
en este estudio.

CONSENTIMIENTO.

Su firma, indicara que usted ha decidido participar voluntariamente en nuestro
estudio, que ha leido esta informacion y que se le ha mencionado en que consiste
el estudio. Usted recibira una copia de este consentimiento firmada para que la
tenga consigo. También se le dara una copia de los derechos que tiene al
participar es este estudio y las obligaciones para presentarse adecuadamente el
dia de los estudios.

Nombre y Firma del participante Fecha

Nombre y Firma del investigador Fecha
Nombre y teléfono del investigador principal:

» Q.F.B Aida Guadalupe Diaz Martel.
» Celular: 618 151 88 10

70| Pagina



Anexo 2. Historial clinico

FACULTAD DE MEDICINA

Historia Clinica.
Laboratorio de Andrologia

Posgrado de la Facultad de Medicina

Universidad Auténoma de Querétaro

Fecha:
1) Ficha de identificacion:
Nombre: Expediente
Fecha de nacimiento: Edad:
Ocupacion: Estado Civil
Teléfono: E mail:

=

© N

. Tabaquismo: Si( ) No ( ) Edad de inicio: Frecuencia:

2) Antecedentes personales:

Horas de abstinencia sexual hasta la obtencién de la muestra
¢, Se ha sometido a un espermiograma anteriormente? Si( ) No ()

En caso de haber contestado si a la pregunta anterior conteste la pregunta
namero 3, en caso contrario omitir.

Los valores obtenidos en el espermiograma se encontraban dentro de los rangos
permitidos: Si () No ( ) Especifique
¢A presentado un cuadro infeccioso durante los Gltimos 3 meses? Si () No ()

Especifique:

¢, Padece alguna enfermedad de transmision sexual? Si( )No ()

Especifique: Fecha de Diagnastico:

Cantidad cigarros/dia:
¢, Consume usted algun tipo de droga? Si( ) No ( ) Especifique
¢, Usted tiene hijos / hijas? Si( ) No ( ) Numero de hijos/ Hijas
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Peso (Kg) Estatura (Cm) Circunferencia IMC

de cintura
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