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RESUMEN

La congelacion de semen humano toma cada vez mayor importancia, debido a que esta
dirigido a pacientes oncoldgicos y otros, que desean postergar la paternidad, y asi
preservar su fertilidad. Sin embargo, la muestra seminal sufre efectos adversos en la
concentracion de espermatozoides motiles progresivos después de su descongelacion. El
objetivo principal del estudio fue comparar distintos tratamientos de congelacion,
descongelacion, post descongelacion, medios de cultivo, crioprotectores y metodologias
en funcion a la recuperacion de espermatozoides métiles progresivos (E.M.P) luego de la
descongelacion, de esta manera determinar la eficiencia de cada tratamiento y asi,
optimizar el proceso completo de congelacion. Este estudio prospectivo incluyé la
evaluacion de muestras seminales de pacientes anonimos realizado en un laboratorio
privado de reproduccion asistida, a partir de setiembre del 2017 hasta marzo del 2018, los
cuales fueron seleccionados segun los pardmetros normales de la OMS (2010), que fueron
el volumen, consistencia, concentracion espermatica, motilidad progresiva, viabilidad,
morfologia espermaética y células redondas. Se encontraron diferencias significativas en
la recuperacion de espermatozoides métiles progresivos (E.M.P) en los tratamientos de
congelacién, descongelacion, medios de cultivo, crioprotectores y metodologias. Por otra
parte, no existen diferencias en los tratamientos post descongelacion. En conclusion, el
tiempo que permanece la muestra seminal a determinada temperatura, para congelacién
y descongelacion influye en gran manera en la eficiencia de la recuperacién de
espermatozoides motiles progresivos del tratamiento aplicado. Por otro lado, el contenido
de los medios de cultivo y crioprotectores también muestran influencia en la eficiencia.
Finalmente, la congelacion de la muestra con o sin plasma seminal, es un indicativo de la
presencia de sustancias en el plasma seminal que ayudan a proteger a los
espermatozoides, en consecuencia, existe una mayor eficiencia en la recuperacion

espermatica en la congelacion con plasma seminal.

Palabras clave: Congelacion, espermatozoide, plasma seminal, motilidad progresiva,

capacitacion espermatica, crioprotector.



ABSTRACT

The freezing of human semen takes on increasing importance, because it is aimed at
cancer patients and others, who wish to postpone paternity, and preserve their fertility.
However, the seminal sample suffers adverse effects in its concentration, progressive
motility and vitality after thawing. The main objective of the study was to compare
different treatments of freezing, thawing, post thawing, culture medium, cryoprotectants
and methodologies based on the recovery of progressive motile sperm after thawing, in
this way determining the efficiency of each treatment and thus, optimize the complete
freezing process. This prospective study included the evaluation of seminal samples of
anonymous patients performed in a private laboratory of assisted reproduction, from
September 2017 to March 2018, which were selected according to the WHO normal
parameters (2010), which were the volume, consistency, sperm concentration,
progressive motility, vitality, sperm morphology and round cells. Significant differences
were found in the recovery of progressive motile sperm in freezing, thawing, culture
medium, cryoprotectant and methodologies. On the other hand, there are no differences
in post thawing treatments. In conclusion, the time that the seminal sample remains at a
certain temperature, for freezing and thawing, greatly influences the efficiency of the
recovery of progressive motile sperm from the applied treatment. On the other hand, the
content of culture medium and cryoprotectants also show influence on efficiency. Finally,
the freezing of the sample with or without seminal plasma is an indication of the presence
of substances in the seminal plasma that help to protect the sperm, consequently, there is

a greater efficiency in sperm recovery in the freezing with seminal plasma.

Keywords: Freezing, sperm, seminal plasma, progressive motility, sperm capacitation,

cryoprotectant.



l. INTRODUCCION

La infertilidad se define como la incapacidad de lograr o mantener un embarazo
clinico, luego de mantener relaciones sexuales regulares por un tiempo no menor a un afio
sin el uso de métodos anticonceptivos en mujeres menores a los 35 afios de edad, y por
un tiempo no mayor de seis meses en mujeres mayores a 35 afios de edad (Zegers-
Hochschild et al. 2009), considerandose un problema clinico importante en la actualidad,
puesto que afecta al 8-12 por ciento de parejas en todo el mundo. Se estima que, el 40-50
por ciento de problemas de infertilidad es originado principalmente por factor masculino,

como problema Unico o en conjunto con el factor femenino (Kumar y Singh 2015).

La infertilidad del factor masculino se presenta como una alteracién en la concentracion,
motilidad y morfologia de los espermatozoides, de forma individual o en conjunto,
afectando aproximadamente al 7 por ciento de todos los hombres. Se han publicado varios
estudios que indican una disminucion en la calidad seminal a nivel mundial,
aproximadamente un 50 por ciento en los Gltimos 50 a 60 afios (Carlsen et al. 1992). En
el afio 2000, se realiz6 un metandlisis completo actualizado, que también confirmé la

tendencia a la reduccidn de la calidad seminal (Swan et al. 2000).

Dada la tendencia a la disminucion de la calidad seminal, considerando que, actualmente
las parejas optan por aplazar la paternidad, surge la congelacion espermatica, ya que se
pueden mantener los mismos parametros del momento en el que se realiza la congelacion,
y no se vea afectada por el tiempo a transcurrir. Esto también se lleva a cabo por otras
razones tales como, pacientes oncoldgicos que desean preservar su fertilidad previa a
tratamientos que la comprometan, pacientes que se van a realizar una vasectomia,
pacientes que desean un tratamiento de reproduccion asistida en una fecha posterior y

muestras de donantes para el banco de semen.



Si bien es cierto, la congelacion espermatica se ha convertido en una técnica muy Util, sin
embargo, la muestra seminal sufre efectos adversos en la concentracion de
espermatozoides motiles progresivos después de su descongelacion, debido a que en la
actualidad los métodos que son empleados para la congelacion de espermatozoides no
son tan rigurosos en comparacion con los métodos utilizados para congelar embriones

humanos (Royere et al. 1996).

Esta investigacion sugiere que, la congelacion de semen humano puede ser optimizado
utilizando el mejor tratamiento de congelacion, descongelacion, post descongelacion,
medio de cultivo, crioprotector y metodologia, en conjunto, recuperando una mayor
concentracion de espermatozoides mdtiles progresivos (E.M.P) después de su
descongelacion.

1.1 OBJETIVO DE LA INVESTIGACION

1.1.1 OBJETIVO GENERAL
- Comparar la recuperacion de espermatozoides mdtiles progresivos (E.M.P) de
diferentes tratamientos para la congelacién de semen humano, y asi optimizar el
proceso completo de congelacion, identificando los que obtengan la mayor

recuperacion de E.M.P.

1.1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar la recuperacion de E.M.P de cuatro tratamientos de congelacion e
identificar el mas eficiente.

- Comparar la recuperacion de E.M.P de dos tratamientos de descongelacién e
identificar el mas eficiente.

- Comparar la recuperacion de E.M.P de dos tratamientos post descongelacion e
identificar el mas eficiente.

- Comparar la recuperacion de E.M.P de dos marcas comerciales de medios de cultivo
y crioprotector (Irvine Scientific® y LifeGlobal Group®), dos metodologias

(congelacion con y sin plasma seminal), e identificar los mas eficientes.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide es una célula haploide con una longitud de 45 a 50 um y la velocidad
de desplazamiento es de 75 pum/segundo. Es una célula altamente especializada y
condensada gue se mantiene en su tamafio original y no se divide, su funcion principal es
la de transportar el material genético (ADN) a un ovocito. Consta de: Cabeza, pieza
intermedia y cola. No presentan reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi ni ribosomas,
para asi maximizar su eficiencia al transportar el ADN (Falcone & Hurd, 2007).

La cabeza del espermatozoide es oval de 4 a 5.5 um de longitud, 2.5 a 3.5 um de ancho,
considerando una relacion normal entre longitud y ancho de 1.5 a 1.7. (Menkveld et al.
1990). El acrosoma surge del aparato de Golgi de la esperméatida y cubre
aproximadamente dos tercios de la parte anterior de la cabeza (40 — 70 por ciento) (Kruger
et al. 1986 y Menkveld et al. 1990). EIl cuello es la unién entre la cabeza y cola, y su
ausencia es una anormalidad comun (Menkveld et al. 1990), es una region muy frégil.
Durante la espermatogénesis, el centriolo se diferencia en tres etapas: Pieza media, pieza
principal y pieza final. En la pieza intermedia se organizan las mitocondrias. La vaina de

la pieza intermedia que esta rodeada de mitocondrias es muy corta (Menkveld et al. 1990).

La membrana acrosomal externa y la membrana plasmatica se fusionan al fertilizar el
ovocito, generando la liberacion en diversos sitios de las enzimas acrosémicas durante la
reaccion acrosomica (Barros y Franklin 1968), contiene enzimas hidroliticas tales como,
hialuronidasa y acrosina, necesarias para la fertilizacion. El nucleo estd compuesto de
ADN conjugado con proteina, abarca el 65 por ciento de la cabeza, la cromatina esta
herméticamente compactado, por lo que no se puede reconocer cromosomas diferentes.
El cuello es la union entre la cabeza y cola, y su ausencia es una anormalidad comun
(Menkveld et al. 1990).



La cola mide aproximadamente 40 a 50 um contiene todo el aparato de motilidad y se
impulsa por ondas que se generan en la region del cuello. Estd compuesto de un nucleo
axial que consta de dos fibrillas centrales y estan rodeados por un anillo concéntrico de

nueve dobles fibrillas hasta el final de la cola (Menkveld et al. 1990).

En hombres entre 21 y 30 afios de edad cuentan con reservas bastante considerables de
espermatozoides en el epididimo, aproximadamente 229 millones en promedio, sin
embargo, la edad, temporada, nivel de excitacion sexual, tamafio testicular y frecuencia
de eyaculacion influyen en el nimero de espermatozoides eyaculados, sumado a ello,
influye la nutricion, el consumo de drogas terapéuticas, hormonas y sus metabolitos,
aumento de la temperatura escrotal, sustancias tdxicas o radiacion, pueden disminuir o

dafar fuertemente la espermatogénesis (Menkveld et al. 1990).

2.2 CAPACITACION ESPERMATICA

2.2.1 Invivo

La capacitacion espermatica es un proceso que deben pasar los espermatozoides para
poder fecundar un 6vulo. Adquieren la capacidad de someterse a la reaccion acrosémica,
y asi unirse a la zona peldcida y adquirir hipermotilidad, sin embargo, no implica algin
cambio morfoldgico ni a nivel ultraestructural. Implica s6lo la organizacién molecular,
manteniendo el espermatozoide intacto, eliminacién de factores del plasma seminal que
recubren la superficie del espermatozoide, modificacion de la carga superficial,
modificacion de la membrana espermatica y esteroles, lipidos y glicoproteinas y la
membrana acrosomal externa, aumento de calcio intracelular libre (Thomas y Meizel
1989), cambios en el metabolismo espermatico y la activacion de las enzimas

acrosomicas.

Se lleva a cabo cuando los espermatozoides ingresan al aparato reproductor femenino, en
donde cambian los lipidos y proteinas de la membrana espermatica, ademas de la
liberacion de colesterol de membrana, todo ello para preparar al espermatozoide para su
interaccidn con el ovocito y se puede dar inicio desde la migracién de los espermatozoides
a través del moco cervical. Y continGa por la adquisicion de hipermotilidad, en el que se
observa aumento de la velocidad, es necesario para evitar el apego al epitelio de la trompa

de Falopio, ademas de penetrar el cimulo y la zona peltcida (Langlais et al. 1981).



2.2.2 Invitro

Se eliminan espermatozoides inmotiles y plasma seminal, que tiene sustancias toxicas
que pueden dafiar a los espermatozoides, esto ocurre mediante la purificacion del
eyaculado mediante distintas técnicas con el Unico objetivo de obtener la mayor cantidad
de espermatozoides mdtiles progresivos; Es posible inducirla mediante medios de cultivo
suplementados con sustratos apropiados para brindar energia y presencia de proteinas o
fluido biologico que pueden ser el suero o fluido de foliculo. EI espermatozoide presenta
una motilidad hiperactivada en el momento que penetra la capa de células del cumulus,
la cual rodea al ovocito, debido a que ha pasado por un proceso de capacitacion
(Velasquez 2009).

2.3 REACCION DEL ACROSOMA

La reaccion acrosomica brinda la capacidad de penetrar la zona pellicida. Existen
diferentes puntos en los que ocurre la fusion entre la membrana plasmatica y la membrana
acrosomal. Todos los cambios que suceden en la reaccion acrosomica preparan al
espermatozoide para fusionarse con la membrana del ovocito. Para ello se requiere de la
eliminacién del colesterol de la membrana plasmatica del espermatozoide (Ravnik et al.
1992). A su vez, las lectinas se unen a D-manosa lo que aporta unién a la zona pelucida
(Benoff et al. 1993).

En el momento que el espermatozoide capacitado se encuentra en la zona pellcida, realiza
la reaccion acrosomal, proceso sumamente importante para la fertilizacion del 6vulo, la
membrana externa del acrosoma (gran granulo secretorio que contiene proteasas y
hialuronidasas) libera su contenido cuando se fusiona con la membrana plasmaética del
espermatozoide. Tanto la interaccién, penetracion de la zona pelicida por el
espermatozoide como la fusién de las membranas del espermatozoides y ovocito son

claves para el proceso de fertilizacion (Velasquez 2009).

No esta del todo aclarado el mecanismo por el que el espermatozoide humano interactta
con la zona pelucida del ovocito. Aungue algunas investigaciones mencionan que en la
zona pelucida se encuentra una glucoproteina compleja la cual interactta con una proteina

asociada al carbohidrato de la superficie espermatica (Benoff et al. 1993)



2.4 CONGELACION

La congelacion de semen humano o criopreservacion estad siendo considerablemente
empleada en los centros de reproduccion asistida, y asi preservamos la fertilidad
masculina. Se lleva a cabo en pacientes que se van a someter a quimioterapia citotoxica,
tratamientos quirargicos, radioterapia, dado que podria conducir a dificultades en la
eyaculacion o alguna falla testicular. Es por ello que se recomienda congelar el esperma
antes de someterse a cualquier tipo de tratamiento que compromete la fertilidad
masculina, de esta manera se podréa utilizar para un futuro procedimiento in vitro, ya sea
fertilizacion in vitro (FIV) o inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
(Donnelly et al. 2011).

Los centros de reproduccion asistida, en su mayoria cuentan con un banco de semen de
donantes calificados, por lo que sus muestras tienen que ser congeladas por un periodo de
tiempo determinado hasta que se confirme totalmente libre de infecciones como el VIH
0 hepatitis B antes de poder ser utilizado en una paciente que se encuentre interesada en
adquirir muestra de donante de esperma para inseminacion intrauterina (11U), FIV o ICSI
(Donnelly et al. 2011).

Las metodologias en la congelacion varian, obteniendo una pobre recuperacion de
espermatozoides al descongelar las muestras, lo que se da a notar en la reduccién de
motilidad, velocidad y viabilidad. Una de las técnicas mas utilizadas al descongelar
muestras seminales es Swim Up, sin embargo, se ha informado anteriormente que la
recuperacion es pobre. Dado esto, se ha sugerido la posibilidad de capacitar el semen
antes de congelarlo, puesto que permite la seleccion y aislamiento de los mejores
espermatozoides (motilidad y morfologia) (Barthelemy et al. 2011).

Se ha demostrado que congelar el esperma no presenta efectos adversos en el potencial
de fertilizacion después de descongelarlo. A pesar de ello, se sabe que los
espermatozoides con material genético dafiado también son capaces de fertilizar un 6vulo,
en consecuencia, los defectos y mutaciones recién se dan a notar después que el embrién
se haya dividido o el feto se haya desarrollado (Twigg et al. 1871), ademas presento la
primera evidencia de que espermatozoides humanos dafiados genéticamente son capaces
de generar prondcleos normales en los ovocitos después de realizar un tratamiento de

reproduccion asistida como ICSI.



2.4.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Tienen un rol funcional como mensajeros en diferentes tipos de células (Aitken et al.
1994). No obstante, su elevada produccion y control conduce a ser factor importante de
diversas patologias, sobre todo en la fertilidad masculina (Zini et al. 1993). Su produccion
esta relacionada con la disminucién de la motilidad y con una reduccion de la capacidad
para la fusion espermatozoide-ovocito (Aitken et al. 1994). El efecto protector del plasma

seminal evita que se generen efectos perjudiciales (Kovalski et al. 1992).

En el plasma seminal se encuentra el &cido ascérbico en altas concentraciones, lo que
indica un papel fisiolégico importante como antioxidante, ademas se ha detectado en
bajas concentraciones en los espermatozoides, otorgandole asi las condiciones necesarias
al estar fuera del fluido seminal. Su concentracion en pacientes fértiles
normozoospermicos y pacientes infértiles no presenta diferencias significativas, por lo
que concluyeron que la presencia del &cido ascérbico no influye en la fertilidad (Thiele
et al. 1995)

En un estudio previo se determin6é que, a mayor concentracién de ROS en el plasma
seminal, menor concentracion de acido ascorbico, en otras palabras, este resultado se debe
a su utilizacion en su papel biolégico como antioxidante combatiendo los radicales libres
y no se debe a un defecto en el mecanismo de concentracién en las vesiculas seminales
de hombres astenozoospérmicos (Thiele et al. 1995). Ademas, se ha detectado actividad
de ROS en pacientes infértiles, que no es debido a la reduccidn de la capacidad de captura

sino a un aumento en su generacion.

Los aniones superdxido son un sustrato importante para OH~y H,0,, estudios recientes
mencionan que son particularmente citotoxicos para los espermatozoides generando la
reduccion de su funcién debido a la adicion de catalasa o hidroxilo que son secuestradores
de radicales libres. Existe otro contribuyente de la capacidad antioxidante presente en el
plasma seminal, se trata del urato, el cual es similar a los del plasma sanguineo. En
pacientes fértiles e infértiles se encontro similares niveles de urato y no se ven afectados

por la presencia de ROS (Halliwell et al. 1986).

El mecanismo antioxidante que rodea a los espermatozoides involucra antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Smith et al. 1996). Las enzimas antioxidantes son:

catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa (Pahune et al. 2013). Por otra parte,



el mecanismo no enzimatico en su mayoria incluye moléculas antioxidantes como: acido
ascorbico, glutation, carotinas, taurina, piruvato, ubiquinol, L-carnitina, urato y o-
tocoferol. (Zini et al. 2011).

Las consecuencias de la congelaciéon han sido reportadas y publicadas en una serie de
estudios. Uno de ellos concluye que, la congelacidn de semen humano reduce la actividad
antioxidante de L- carnitina (Grizard et al. 1992). Gadea et al. (2011) demostraron que el
contenido de glutatién se reduce significativamente después de congelar el semen
humano (Gadea et al. 2011). A su vez, se observé una reduccion significativa de la enzima

superoxido dismutasa después de congelar (Lasso et al. 1994).

A pesar de comprobar que el contenido de antioxidantes se reduce significativamente
después de congelar el semen, ain no se ha determinado la capacidad antioxidante del
semen y dicha reduccidn esta directamente relacionada con la edad, segin Banihani et al.
(2014), esta investigacion fue la primera en evaluar el efecto directo de la congelacion
sobre la capacidad antioxidante total del semen humano en hombres infértiles.
Demostrando que la congelaciéon de semen humano reduce significativamente el nivel de

su capacidad antioxidante total.

En el estudio realizado por Twigg et al. (1871) mencionan gque es muy conocido que se
cause dafio en la cromatina y ADN, ya que se encuentran en el semen de los hombres, por
esta razon investigaron el papel de ROS en la rotura de la cadena de ADN, induccion del
dafio de la cromatina y su posterior capacidad de los espermatozoides para
descondensarse y poder formar los prontcleos después de la ICSI, se lleg6 a la conclusién
que, en condiciones de estrés oxidativo, es decir en presencia de una alta concentracién
de estos, la cromatina espermatica humana exhibe una mayor rotura de la cadena de ADN,
sin embargo, la velocidad en la que se forman los pronucleos no presenta diferencia con

los espermatozoides sin ADN fragmentado (Cathcart et al. 1984).

Segun Donnelly et al. (2011), la pobre recuperacion de espermatozoides matiles después
de congelarlos es debido a cambios en la transicion de fase liquida y por un notorio
aumento de la peroxidacion lipidica. En un estudio que realizaron en el afio 2001,
determinaron que el realizar gradiente de densidades utilizando Percoll antes de su
congelacion se obtiene un mayor dafio en el ADN, mostrando una menor resistencia a la
congelacién. Por el contrario, el congelar los espermatozoides con el plasma seminal ha

demostrado ser mas resistente a la congelacién, lo cual es asociado a la presencia de



antioxidantes en el plasma seminal, lo que brinda proteccion a la congelacion (Lewis et
al. 1997).

Las células somaticas contienen antioxidante en su citoplasma, sin embargo, los
espermatozoides presentan una gran desventaja, ya que pierden gran parte de su
citoplasma en la etapa de maduracion, en consecuencia carecen de mecanismos de
reparacion endogenos y defensas enzimaticas, las enzimas presentes tales como:
superéxido dismutasa y catalasa, se encargan de eliminar ROS como 0, y H,0,
(Halliwell et al. 1989) ademaés albdmina y taurina. Por esta razon estudios previos indican
que limitar a los espermatozoides de los antioxidantes presentes en el plasma seminal
conduce al dafio al ADN (Donnelly et al. 2000).

Segun Donnelly et al. (2011), se obtiene una mayor concentracion de espermatozoides
motiles cuando se ha capacitado la muestra seminal a diferencia de la muestra original en
fresco, no obstante, al congelar en ambos casos, hay una mayor recuperacion de E.M.P
cuando se ha congelado la muestra original en fresco, es decir con plasma seminal.
Ademas, determinaron que no se encuentra diferencia significativa en la integridad del
ADN al capacitar las muestras seminales utilizando el método de gradientes de densidad
y swim up. Se ha determinado que la congelacion de semen humano reduce la motilidad
de los espermatozoides en aproximadamente 30 por ciento ya sea en pacientes fértiles e

infértiles (Mossad et al. 1994), siendo en estos ultimos una mayor disminucion.

Esta disminucion la explican Aitken et al. (1987), se debe principalmente a la presencia
del plasma seminal, el cual contiene antioxidantes que evitan el dafio por ataque de
radicales libres, los que lesionan a los espermatozoides, los que carecen de mecanismos
de reparacion. Aitken et al. (1989) indicaron que la alta produccién de ROS, que se genera
al someter células a un shock térmico, esta muy asociada con la pérdida de motilidad
espermatica. Asegura que existe una correlacion inversa entre la cantidad de ROS en el

semen y porcentaje de E.M.P.

Debido a la eliminacion y dilucién de plasma seminal, al congelar, los espermatozoides
experimentan una reduccién significativa en su contenido antioxidante como, glutation,
carotenoides, taurina, hipotaurina, ascorbato, urato y o-tocoferol. Este descenso
incrementa la posibilidad de exponer la membrana plasmatica a la lesion oxidativa.
Ademas, la membrana plasmatica de los espermatozoides posee grandes cantidades de
acidos grasos poliinsaturados que pueden ser facilmente oxidados por las ROS (Tatone et



al. 2010). Es por ello, que los medios crioprotectores fabricados son complementados con
antioxidantes, no obstante, la cantidad de estos antioxidantes estandarizados no es
adecuada para la recuperacion de espermatozoides después de su descongelacion.

En lainvestigacion de Banihani et al. (2016)., midieron la absorbancia a 450nm utilizando
plasma seminal después de la congelacion resultando 0.65, a su vez, la absorbancia a
450nm para plasma seminal con medio crioprotector después de su descongelacion
resultando en 0.98. Por lo que determinaron que en el segundo caso hubo un incremento
de 69 por ciento en la absorbancia, por tanto, la cantidad total de antioxidante que rodea
los espermatozoides. Estos antioxidantes en general se consideran una espada de doble
filo con efectos contrarios si la dosis umbral de seguridad se supera.

Donnelly et al (1999) demostraron que concentraciones mas altas de 20 pM de vitamina
C, antioxidante clave en el semen humano, posee efectos negativos sobre la calidad de
los espermatozoides, sobre todo en la motilidad de los mismos. Por otro lado, Banihani
et al. (2016), evidenciaron que dosis mas altas de 50 mM de L-carnitina, potente
antioxidante presente en el semen humano, disminuye en gran medida la motilidad y
viabilidad de los espermatozoides en el semen humano. Por esta razén, utilizar una
cantidad de antioxidantes no estandarizado en el medio que rodea los espermatozoides,
puede producir una baja recuperacion de estos al descongelarlos, también determinaron

gue no existe una correlacién entre la disminucion de la capacidad antioxidante y la edad.

2.4.2 EFECTOS DE LA CONGELACION
La congelacién de semen humano a bajas temperaturas (-196°C), es una opcion factible
para la preservacion de la fertilidad de pacientes que han sido diagnosticados con cancer
antes de someterse a una intervencion médica (Zakova et al. 2014). Ademas, es
sumamente importante en determinados casos tales como, pacientes con mala calidad
seminal o falla testicular (Verheyen et al. 2004), necesariamente conlleva a una reduccién
de la motilidad, lo que va a limitar su uso en técnicas de reproduccion asistida de baja

complejidad tal como: inseminacion intrauterina.

Puesto que, la congelacion induce la formacion de ROS en el semen humano otros
estudios determinaron que la congelacion y descongelacion conduce a alteraciones en
NADPH oxidasa en la membrana plasmatica y en la cadena de transporte de electrones
en la mitocondria, los que evitan la formacion de estos, a causa de esta alteracién se le

atribuye a la congelacion su acumulacion, conduciendo a estrés oxidativo, desequilibrio
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entre oxidantes y antioxidantes, y peroxidacion lipidica, teniendo como consecuencia una
reduccion en la recuperacion post descongelacion de los espermatozoides (Nada et al.
2015).

Brugh et al. (2003), indican que durante la congelacion ocurre ruptura de la membrana,
lo que en la mayoria de casos se debe a la formacion de cristales de hielo intracelulares
durante el enfriamiento rapido, efectos mecéanicos de la fuerza del hielo extracelular
durante el enfriamiento lento o efectos osmaticos. Ademéas, Mossad et al. (1994)
compararon las propiedades funcionales de los espermatozoides humanos antes y despues
de su congelacion y determinaron que se produce un dafio extenso en la membrana de los
espermatozoides, lo que se ve reflejado en la reduccion de E.M.P. No obstante, no esta
totalmente dilucidado la medida del dafio de la membrana y si es el unico factor

responsable de esta reduccion y baja viabilidad.

No existe alguna caracteristica del semen fresco que prediga su capacidad para sobrevivir
a la congelacion y descongelacion, con respecto a la motilidad progresiva y velocidad.
Sus resultados indican que las personas con teratozoospermia leve y moderada y
astenoteratozoospermia pueden producir parametros de motilidad aceptables. Por lo que,
concluyeron gue sus muestras podrian ser utilizadas individualmente o agrupadas si es
necesario para tratamientos de reproduccion asistida de baja complejidad (Mossad et al.
1994).

El tamafio y la permeabilidad son las caracteristicas principales que ayudan a definir el
comportamiento de la membrana. El tamafio es el area disponible para intercambiar agua
con el medio exterior. La permeabilidad es la viabilidad con la que el agua atraviesa la
membrana frente a un gradiente de concentraciones. Menor es la permeabilidad de la
membrana cuando la temperatura del sistema es menor, por esta razén la membrana
celular pasa de ser semipermeable a ser impermeable por debajo de una temperatura
critica. En el momento que enfriamos y pasamos el umbral de temperatura, la
deshidratacion se detiene por tanto la formacion de hielo intracelular aumenta. Ademas,
la permeabilidad celular no sélo varia con la temperatura sino también de la concentracion

de soluto en el medio extracelular (Brugh et al. 2003)
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2.43 RESPUESTA CELULAR A LA CONGELACION

SHOCK POR FRIO Y DANO DE ENFRIAMIENTO (37°C a 0°C)

Se le denomina shock por frio al dafio celular causado por efectos de transicion en la fase
lipidica generado por el frio, ya que la célula es sensible a la velocidad de enfriamiento.
Los &cidos grasos existen en un estado rigido ordenado (gel) o flexible desordenado
(fluido). En un rango de temperaturas se genera la transicion de un estado a otro. La
temperatura de transicion de fase (Tm “melting temperature”) va a depender de la
composicion de los acidos grasos de la membrana, en el caso de células eucariotas, en su

mayoria tienen su Tm entre 0°C y 20°C (Drobnis et al. 1993).

Esta transicion de fase no ocurre a la vez en todos sus fosfolipidos de membrana, por esta
razon se espera la posibilidad de la coexistencia entre estado fluido y gel durante esta
transicion. Esta coexistencia genera defectos en el empaquetamiento de las membranas y
se ha asociado a una mayor permeabilidad de solutos. De esta manera, se demostrd que
cuando se alcanza la temperatura de transicién, se tiene como consecuencia la pérdida de
solutos a través de la membrana. Estas alteraciones transitorias de la fase lipidica tienen
como resultado respuestas cinéticas no lineales en algunas enzimas, tales como ATPasas
de membrana, lo que se asocia al descontrol de la concentracién de calcio celular, a partir
de una temperatura menor a 17°C (Bailey et al. 1994). El shock térmico puede ser
mermado por agentes crioprotectores, presencia de fosfolipidos como fosfatidil serina,
congelacién lenta y un previo acondicionamiento en un medio con alto contenido de sales
(Holt 2000).

FORMACION DE HIELO (0°C a -132°C)

El método de enfriamiento va a determinar la respuesta de las células al enfriamiento. En
efecto, la velocidad de enfriamiento es el parametro critico, por lo que determina los
resultados después de la descongelacion. El punto de congelacion (punto crioscopico, -
5°C y -10°C) disminuye por la presencia de solutos en el agua, es por esto que la
cristalizacion del agua se produce a una menor temperatura en lugar de 0°C que es la
temperatura de cristalizacion del agua pura, generando un sobreenfriamiento de la
muestra (Mazur 1977).
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La formacién del hielo se da de manera aleatoria y va a depender de la formacién de un
punto de nucleacion, el cual se refiere al inicio de la formacion de hielo que es
inversamente proporcional a la temperatura, en otras palabras, a mayor diferencia entre
la temperatura a la que inicia la formacion de hielo y temperatura de cambio de fase (Tm),
aumenta el crecimiento de los cristales de hielo. Esto conduce a lo siguiente, si la
temperatura a la que inicia la formacion de hielo es demasiado baja, ya sea por una alta
cantidad de solutos en el medio extracelular, aumenta de manera explosiva el crecimiento
de los cristales de hielo, generando que estos atraviesen las células y dando como

resultado destruccion de las células por completo (Brugh et al. 2003).

Es por esto que en muchos protocolos se induce la formacion de hielo extracelular
(nucleacidon) por medio de un descenso brusco de temperatura, de esta manera se aseguran
que se tenga hielo en el momento que el sistema presente la temperatura de cambio de
fase. Este descenso de temperatura brusco inducido busca evitar fluctuaciones de
temperatura en las membranas celulares. Al congelarse el medio de congelacion se libera
calor por la formacion de cristales que va a provocar un aumento en la temperatura, por
lo que la temperatura de las células no disminuye en paralelo con la caida de temperatura
de congelacién, es mas, la temperatura de la muestra puede permanecer estatica por 2 a 3
minutos antes de seguir el curso del enfriamiento. Diversos estudios han demostrado que,
entre la formacion de hielo y reanudacion de enfriamiento, es perjudicial para la

viabilidad celular (Fuller y Paynter 2004).

Por tanto, la formacion de hielo extracelular tiene la consecuencia de liberar el agua del
interior de la célula hacia el medio extracelular, conocido como deshidratacion celular.
Por el momento no se ha dado la formacién de hielo intracelular (< -10°C) por la barrera
fisica de la membrana celular. La probabilidad es menor para el inicio de la nucleacion
en el medio intracelular que en el medio extracelular, dado que la nucleacion esta
directamente relacionada con el tamafio del compartimento a congelar (Mazur 1963). Sin
embargo, la formacién de hielo en el medio extracelular podria impedir que se forme
hielo en el interior de la célula, debido a que, al aumentar la concentracion de solutos

dentro de la célula, el punto crioscopico disminuye.
2.5 DESCONGELACION

En este proceso, los cambios osmoticos se daran al inverso de la congelacion. La

concentracion de solutos en el medio extracelular se reduce rapidamente, la célula se
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hidrata y asi equilibrar la diferencia de concentraciones entre el medio extra e intracelular.
En la mayoria de casos, se ha considerado que, para recuperar un mayor nimero de
células, es necesario un recalentamiento rapido, puesto que es posible que pequefios
cristales de hielo en el interior de la célula generados durante la congelacion pueden
crecer en un proceso de recalentamiento lento, este proceso es conocido como
recristalizacion, por tal razén se atribuyé la posibilidad de si el calentamiento es tan rpido
podria evitar el crecimiento de los cristales de hielo (Rall et al. 1980).

2.6 LESIONES CRIOINDUCIDAS

A una temperatura de -132° C, el agua del medio se encuentra en estado sélido en su
totalidad y los canales en el que se encuentran las células presentan una alta viscosidad
(estado vitreo) sin cristalizacién, en este estado los fendmenos de difusion de las
reacciones bioquimicas no pueden ocurrir (Mazur 1984). La formacion de hielo
extracelular no es la causante del dafio celular porque las células se encuentran y
mantienen en estos canales altamente viscosos que no estan congelados mientras ocurre

el crecimiento de los cristales de hielo en la solucion extracelular (Nei 1978).

Otros estudios han mostrado que, al enfriar muestras a velocidades altas, la viabilidad de
las células disminuye conforme se incrementa la velocidad de enfriamiento. Por el
contrario, cuando se enfria muestras a velocidades bajas, la viabilidad de las células
disminuye conforme disminuye la velocidad de enfriamiento. El porcentaje de
supervivencia celular se coloca en funcion de la velocidad de enfriamiento (Leibo et al.
1970), se propone dos mecanismos diferentes causantes de los dafios en las células
criopreservadas, originado por produccion de hielo y deshidratacién celular o estrés
osmdtico, revelando la importancia de cada factor en la velocidad de congelacion.

2.7 VELOCIDAD DE ENFRIAMIENTO
2.7.1  RAPIDO (FORMACION DE HIELO INTRACELULAR)

Lo que ocurra en el interior de la célula va a depender Unicamente de la velocidad de
enfriamiento (Mazur 1963; Nei et al. 1970). Si la velocidad de enfriamiento es muy
rapida, cabe la posibilidad de que la célula no se deshidrate igual de rapido por lo que no
se deshidrataria por completo, generando que el agua restante en el interior de la célula
se congele y forme hielo. El hielo formado en el interior de la célula y el como dafia a la

célula es aun desconocido, pero se asume que se genera disfuncion de origen mecanico
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de las propiedades de la membrana celular y de estructuras celulares que se encuentran
suspendidas en el interior, tales como organulos o grandes macromoléculas de proteinas.
En definitiva, a mayor cantidad de hielo formado en el interior de la célula, menor

posibilidad de que sobreviva.

2.7.2 LENTO (ESTRES OSMOTICO)

En contraste con lo anterior se puede suponer que un tratamiento de congelacién 6ptimo
seria aquel en el que la velocidad de enfriamiento sea lenta, para que asi se evite la
formacion de hielo en el interior de la célula ya que permitiria la salida de toda el agua
intracelular. No obstante, el enfriamiento lento también generaria otro tipo de dafio
celular, se ha relacionado con la deformacion mecéanica de la célula, puesto que el proceso
de deshidratacion es tan intenso que se genera una reduccion de tamafio, ademas por la
exposicion prolongada de altas concentraciones de electrolitos, este proceso se denomina
“Efecto de solucion” (Mazur et al. 1970).

Al enfriarse el agua liquida va formando cristales, pero no de forma homogénea, por lo
que coexisten dos estados en simultaneo, liquido y sélido. El agua que se encuentra en
estado liquido va tornandose més viscosa hasta que llega a una temperatura de -132°C,
temperatura en la que por su alta viscosidad no le permite convertirse en cristal, esta fase
por la que pasa se denomina estado vitreo. Para que las actividades bioldgicas cesen
requieren estar a una temperatura aproximada de -132°C, asi se reduce la longevidad
celular por solo un periodo de semanas 0 meses ya que aun puede existir agua liquida y
por ende se puede llevar a cabo actividad celular (Nijs et al. 2001).

El estado vitreo, es un fendmeno que ocurre progresivamente entre -90°C y -132° C y no
ocurre repentinamente a una temperatura de -132° C. Los dafios de recristalizacion
ocurren cuando una célula congelada a -196°C pasa a -80°C ya que algunas moléculas de
agua vuelven a estado liquido y pueden convertirse en cristales, considerando que estos
pequerios dafios son acumulativos y cada cambio de temperatura que se genere a partir de
-132°C reducira considerablemente la supervivencia de las células criopreservadas (Nijs
et al. 2001).

2.8 AGENTES CRIOPROTECTORES

No solo es llevar a cabo una adecuada velocidad de enfriamiento, sino también considerar
otros factores que influyen en la supervivencia de las células congeladas, para ello es

necesario alterar el comportamiento fisico-quimico de las soluciones acuosas en las que
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tiene lugar la congelacion, tal es el caso de los agentes crioprotectores. Los agentes
crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles, de baja citotoxicidad, que reducen el
punto eutéctico de una solucién. El punto eutéctico se refiere a la temperatura minima a
la que una solucidn se encuentra adn en estado liquido. Al reducirse, se alcanzara una
concentracion de solutos a una temperatura mucho menor, dado que en el momento en el
que se induce la nucleacion en el medio extracelular, la célula se encontrard mas hidratada
y el gradiente osmotico al que se vera sometida sera menor en el momento que se esta

congelando (Lewis et al. 1997).

2.8.1 PENETRANTES
Sustancias permeables a través de la membrana debido a su bajo peso molecular, evitan

las lesiones producidas por la congelacion a velocidad lenta. Ejemplos de ellos son:
Dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol (EG), glicerol, 1,2-propanodiol. Todos los
crioprotectores mencionados tienen en comun que sus moléculas son pequefias lo que les
va a permitir atravesar la membrana celular, considerando que su permeabilidad no es de

la misma magnitud que la del agua (Gilmore et al. 1997).

2.8.2 NOPENETRANTES
Sustancias de alto peso molecular, evitan las lesiones producidas por la congelacién a
velocidad alta. En comparacion con los crioprotectores penetrantes, su tamafio es
superior. Por lo que no son crioprotectores propiamente dichos debido a que no penetran
en la célula, sino que ejercen su funcién crioprotectora promoviendo la réapida
deshidratacién celular, pero no suelen usarse solos sino acompafiados con los agentes
crioprotectores penetrantes. Ejemplos de ellos son: Sacarosa, dextrosa, glucosa,

polivinilpirrolidona (PVP), dextrano y polietilenglicol (Gao et al. 1995)

La adicion del crioprotector va a depender de la permeabilidad y citotoxicidad de éste, se
realiza a diferentes temperaturas. Pueden agregarse y extraerse en pasos, en otras
palabras, aumentando o disminuyendo gradualmente la concentracion de crioprotector en
el medio, de esta manera se reduce el stress osmatico de la célula. Hay dos formas
diferentes de afadir el crioprotector al medio. Por una parte, se agregan en distintos pasos,
pero llegando a un volumen fijo. Por otra parte, esta adicién varia en volumen para que
asi se produzcan cambios equilibrados en la molaridad del crioprotector, este proceso es

conocido como fixed molar step (Gao et al. 1995; Gilmore et al. 1997).
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La cantidad de agua osmoticamente inactiva de un espermatozoide corresponde al 45 —
75 por ciento, por lo que su deshidratacion es minima en comparacion de otras células.
Los espermatozoides humanos pueden disminuir solo un 75 por ciento de su volumen y
mantener un 90 por ciento de su motilidad original aunque pueden hincharse solo un 11
por ciento de su volumen original. Entonces, los espermatozoides resisten mas un
encogimiento que una fuerte hinchazon, dado esto, surge la preocupacion de que al
eliminar el crioprotector después de la descongelacion podria tener un efecto negativo

sobre las tasas de supervivencia espermatica (Gao et al. 1995).

Si se agrega el crioprotector en un solo paso, podria tener consecuencias como el obtener
un aumento del volumen de los espermatozoides aproximado de 160 por ciento y la
pérdida del 70 por ciento de la motilidad. Sin embargo, al utilizar la adicion fixer molar
step, el maximo aumento de un espermatozoide nunca superara el limite supeior del
volumen celular por lo que no tendrd ningun efecto negativo en la supervivencia
espermatica. Segun Gilmore et al. (1997), la adicion del crioprotector causa menos dafio
cuando se realiza gradualmente, para ello es necesario cuidar al maximo el tiempo que se
emplea en la adicion de los medios crioprotectores ya sea para su congelacion o la adicién

del medio de cultivo para su descongelacion.

2.8.3 BENEFICIOS
Los mecanismos por los que los crioprotectores acttan a favor de la supervivencia de los
espermatozoides no son del todo conocidos, a pesar de que su uso es una practica habitual.
Se tiene conocimiento de los siguientes: Dilucion de los electrolitos, los crioprotectores
protegen las células de los efectos de los solutos, ya que diluyen la alta concentracion de
electrolitos, se sabe que, en un sistema con dos fases, agua liquida y hielo a determinada
presion, la concentracion de soluto en fase liquida es constante a cierta temperatura. El
agua se solidifica a hielo por lo que la solucion restante tendra altas concentraciones de

crioprotector y electrolitos de forma progresiva (Hammerstedt et al. 1990).

La disminucion de la concentracion del agua, evita la formacion de hielo intracelular
porque al agregar el crioprotector, es decir mas moléculas, impide a los cristales de hielo
en crecimiento encontrar facilmente moléculas de agua y asi seguir creciendo, de esta
manera se reduce el riesgo de muerte celular. Aumento de la viscosidad, las sustancias
crioprotectoras que ingresan al interior de las células producen un aumento de la

viscosidad de ésta, por lo que se reduce la movilidad de las moléculas en el interior y asi
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se ve reducida también la formacion de cristales de hielo, aumentando el porcentaje de

supervivencia de las células sometidas al congelamiento (Hammerstedt et al. 1990).

Otro beneficio es el efecto coligativo, el cual se refiere a que el punto crioscépico de la
solucidn se reduce al agregar un disolvente, el crioprotector, en consecuencia, se requiere
de una temperatura méas baja para que cambie de fase, por lo que las células percibirian
menos estrés salino diferencia de si estuvieran sin crioprotector. Esto puede impedir la
presencia de elevadas concentraciones de soluto en la porcidn que aun no ha congelado
hasta que el sistema se enfria a temperaturas muy bajas en donde es inhibida la actividad

molecular (Lovelock et al. 1954).

2.8.4 DESVENTAJAS
De la misma manera como los crioprotectores pueden ser beneficiosos para evitar un dafio
celular a su vez son muy dafiinos cuando se excede en su concentracion utilizada. Dentro
de los principales dafios son: Toxicidad, se sabe que los crioprotectores son sustancias
quimicas que no ingresan a la célula si se encuentran en condiciones normales, por esta
razén cuando los crioprotectores ingresan a la célula y se difunden en todo el interior de
la célula, en otras palabras, se esta envenenando a la célula (Fuller y Paynter 2004). Sin
embargo, esta accidn toxica se ve muy reducida ya que el metabolismo celular esta
ralentizado, con la excepcion que se utilice elevadas concentraciones de crioprotector a

una temperatura relativamente alta, alrededor de los 0° C.

Osmosis, esta desventaja consiste en que el hecho de agregar crioprotector sobre las
células, se ejerce un estrés osmatico en ellas lo que aumenta la osmolaridad del medio.
Primero las células se van a deshidratar para compensar la fuerza osmética generada por
la presencia de los crioprotectores, luego se hidratan al mismo tiempo que el agua vuelve
a ingresar a la célula junto con el crioprotector, en caso de ser crioprotector permeable.
En el momento que el crioprotector permeable ingresa a la célula lo hace mas lentamente
que el agua debido principalmente a que la membrana presenta un mayor coeficiente de
permeabilidad al agua que al crioprotector, produciéndose que las células retornen a su

volumen isoténico normal.

En la descongelacion, se elimina el crioprotector por dilucion de la muestra, por el
gradiente osmotico, el agua ingresa al interior de la célula de forma muy rapida por lo que
el crioprotector sale de las células lentamente, de esta manera las células se hinchan antes

de alcanzar el equilibrio. Cuando la célula se hincha y contrae, puede que ser muy grande,
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generando dafio irreversible en la célula, se conoce como “limite de tolerancia osmotica”
cuando se producen estos dafios, siendo Unicos para cada tipo y especie celular Gilmore
et al. (1995).

Otra desventaja es el cambio en la permeabilidad, ciertos crioprotectores disminuyen la
permeabilidad al agua en distintos grados, de donde resulta que los espermatozoides se
deshidratan méas lentamente de lo que se espera. Existen dos vias por las que el agua fluye
esta son, canales proteicos y por medio de la bicapa lipidica. Es asi que le crioprotector
podria afectar la permeabilidad de la membrana de tres maneras modificando la bicapa
lipidica, causando cambio en su permeabilidad directamente; Segundo, modificando la
bicapa lipidica, afectando indirectamente la actividad transportadora de las proteinas de
membrana e interfiriendo indirectamente con la funcion de las proteinas transportadoras
de agua, principalmente a los canales especificos para el transporte de agua o también a
los canales que transportan otras moléculas como glucosa, que a su vez suelen facilitar en

transporte de agua (Fernandez et al. 2009).

2.85 COMPONENTES
Existen diversas sustancias que son capaces de cambiar la composicion lipidica de la
membrana celular mejorando su fluidez. Tiene importancia dado que la transicién de fase
de membrana lipidica estd asociada con el shock por frio, ya que éste produce la
separacion de las fases y, por tanto pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana
celular (Fernandez et al. 2009). La lecitina (origen de aceite de soja) o yema de huevo
(contiene lecitina y fosfolipidos), brindan proteccion ante el shock por frio a la membrana

plasmatica.

Actualmente se desconoce el mecanismo por el que estas sustancias protegen a las células
del shock por frio. Se asocia esta proteccion al efecto de la yema de huevo, que contiene
una lipoproteina de baja densidad (LDL), que es posible que se una a la membrana de
forma directa y asi modifica su permeabilidad o activando enzimas de la membrana, tales
como adenilato ciclasa, bombas ionicas, etc, estas enzimas posiblemente ayuden a
mejorar la respuesta a crioprotectores permeables y el comportamiento osmoético. A su
vez, la adicion de algun detergente al medio crioprotector como SDS, tiene un posible
efecto beneficioso, al ser un detergente modifica las particulas de la yema de huevo
(LDL), de esta manera solubiliza lipidos, facilitando la interaccion entre LDL vy la

membrana plasmatica.
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La albdmina es otro de los componentes importantes en el medio crioprotector, varios
investigadores han coincidido y proporcionado evidencia de que la albimina se adhiere
directamente a la membrana plasmaética del espermatozoide en el momento de diluir el
semen con el medio crioprotector, su modo de accion es el siguiente, modifica la
composicion lipidica del espermatozoide por medio de hidrolisis o intercambio lipidico,
promueve la hidrolisis de las proteinas de la membrana plasmatica, genera la entrada de
iones de calcio al citoplasma, reduce el colesterol y la cantidad de fosfolipidos presentes
en la membrana plasmatica del espermatozoide. La reduccion del colesterol produce una
fluidez de membrana mayor, en consecuencia, resistencia a la congelacion (Fernandez et
al. 2009).

Existen otras sustancias que permiten la extraccion del colesterol de las membranas, las
cuales presentan propiedades lipofilicas, como el metil-betaciclodextrina, un derivado de
un oligbmero ciclico de la glucosa. Estas sustancias han demostrado mejorar la
supervivencia de los espermatozoides a la congelacion. Se aflade EDTA y citrato al medio
crioprotector, puesto que durante un proceso de congelacion se genera un descontrol de
la concentracion de calcio intracelular, estos componentes se encargarian de atrapar el
calcio, en el caso de EDTA atrapa también otros iones metalicos y es posible que inhiba
la peroxidacion de lipidos, de esta manera EDTA vy citrato disminuirian la gradiente de
concentracion en toda la membrana plasmatica del espermatozoide. En el medio
extracelular la concentracidn de calcio es cuatro veces mayor que en el interior de la célula
(0.1 mM).

Se ha asociado la funcion defectuosa de los espermatozoides después de la congelacion,
a la peroxidacion de los lipidos de la membrana plasmatica. Se han descrito diferentes
componentes que evitan la peroxidacion de lipidos durante la congelacion, estos son:
Ditiotreitol, glutation y butirato hidroxitolueno, los cuales han presentado mejoras en la
motilidad e integridad acrosomal después de la descongelacion. Se han realizado muchos
intentos para evitar la peroxidacion en el semen, entre ellos tenemos, el de realizar el
proceso en condiciones anaerdbicas, uso de antioxidantes y adicion de sustancias

quelantes. Sin embargo, aun no se ha confirmado la eficacia de estas estrategias.

Algunas formulaciones que contienen alto contenido de azUcar no tienen un buffer de pH,
sin embargo, componentes como la yema de huevo puede afectar el pH total de la
solucion. Diferentes medios crioprotectores contienen citrato de sodio, TRIS (trisfosfato

hidroximetil aminometano), buffers zwitterionicos tal como TES (N-trisfosfato-
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hidroximetil-metil-2-aminoetanosulponico acido). No se recomienda utilizar PBS
(Tampon fosfato salino) como buffer para la congelacion de espermatozoides, debido a
que contiene altas concentraciones de sodio, y puede llegar a ser perjudicial para los
espermatozoides ya que se alteran las bombas de Na — K, y podria generar que el interior

de las células alcance niveles téxicos de éstos.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR

El presente trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones del laboratorio
PRANOR, de la Clinica Concebir sede San Isidro, Lima, Per.

3.2 RECOLECCION DE LA MUESTRA SEMINAL

Se evaluaron un total de 300 muestras seminales de pacientes normozoospérmicos segun
OMS (2010). El paciente ingreso al area de Toma de Muestra en el que se le dieron
indicaciones (Ver Anexo 3).

3.3 EVALUACION DE LA MUESTRA SEMINAL

Se dejo licuar la muestra por un tiempo no menor a 20 minutos. Se llevd la muestra a la
camara de flujo, con una pipeta de vidrio se extrajo una gota y colocé en la cdmara
Makler, para realizar un espermatograma. Se evalud parametros macroscopicos
(volumen, ph, consistencia) y microscopicos (concentracion espermatica, motilidad “0, I,
II, TI1”, debris, aglutinacion, células redondas, viabilidad y morfologia). Siendo la
concentracion espermatica y motilidad progresiva los pardmetros excluyentes para

considerar una muestra seminal.

3.4 SELECCION DE LAS MUESTRAS SEMINALES

Se evaluaron 300 muestras seminales en el periodo de setiembre de 2017 a marzo de
2018, se selecciond un total de 100 muestras seminales que son consideradas como
normales segun OMS (2010) de varones de edades entre 22 y 35 afios, que cumplieron
con las siguientes caracteristicas: Apariencia (Gris Opalescente), Consistencia (No
Viscosa), Volumen (> 1.5mL), pH (> 7.2), Concentracion espermatica (> 15 000
000/mL), Motilidad Progresiva (> 32 por ciento), Viabilidad (> 58 por ciento),
Morfologia (> 4 por ciento) y presencia de otras células (< 1 000 000/mL)



3.4.1 TRATAMIENTOS DE CONGELACION

Se utilizaron 25 muestras seminales con un volumen > 2 mL. Se anot6 la concentracion

espermatica y motilidad progresiva despues de descongelar los crioviales.

- CONGELACION

Se mezcld con 2 mL de crioprotector y fue distribuido en fracciones de 1 mL en cuatro

crioviales rotulados (I, Il, 111, V), que indican el tratamiento de congelacion utilizado.

' TRATAMIENTO

DE
CONGELACION
1
- N I i [
| | 1 AV
B 77 ' 5Cx1lh || | 5Cx1h |
- 80°C x 24h | -80°C x 10 min. ‘ CX . >°C X
Logoc 960 -80°C x 30 min -80°C x 24 h
-196°C -196°C

Figura 1: Diagrama de flujo de los cuatro tratamientos de congelacion.

Tratamiento |

El criovial fue dejado en el tanque de vapores de nitrégeno, sometido a una temperatura
de -80°C, y se dejo por 24 horas. Pasadas las 24 horas, se llevo al tanque de nitrégeno

liquido, a una temperatura de -196°C, por un periodo no menor a 2 dias.

Tratamiento 11

El criovial fue dejado en el tanque de vapores de nitrogeno, sometido a una temperatura
de -80°C, y se dejo por 10 minutos. Pasados los 10 minutos, se llevd al tanque de

nitrégeno liquido, a una temperatura de -196°C, por un periodo no menor a 2 dias.

Tratamiento 111

El criovial se dejo en una refrigeradora, sometido a una temperatura de 5°C por una hora.

Luego fue llevado al tanque de vapores de nitrdgeno, sometido a una temperatura de -
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80°C, y se dejo por 30 minutos. Pasados los 30 minutos, fue llevado al tanque de nitrégeno

liquido, a una temperatura de -196°C, por un periodo no menor a 2 dias.

Tratamiento 1V

El criovial se dejo en una refrigeradora, sometido a una temperatura de 5°C por una hora.
Luego fue llevado al tanque de vapores de nitrégeno, sometido a una temperatura de -
80°C, y se dejé por 24 horas. Pasadas las 24 horas, se llevo al tanque de nitrégeno liquido,

a una temperatura de -196°C, por un periodo no menor a 2 dias.

- DESCONGELACION

Los 4 crioviales fueron retirados del tanque de nitrégeno liquido, y se procedio a su
descongelacion. Primero a temperatura ambiente (21°C) por 5 minutos, luego a la estufa

35°C por 10 minutos.

- GRADIENTE DE DENSIDADES

Todo el procedimiento se llevo a cabo en la camara de flujo laminar, por cada uno de los

crioviales (I, 11, 111, IV). El proceso de gradiente de densidades se detalla en el Anexo I11.
3.4.2 TRATAMIENTOS DE DESCONGELACION

Se utilizaron 25 muestras seminales con un volumen >1.0 mL, que fueron distribuidos en
dos fracciones (I, 11). Se anotd la concentracion espermética y motilidad progresiva
después de descongelar los crioviales.

- CONGELACION

Se congel6 la muestra seminal segun el tratamiento de congelacion éptimo que se obtuvo

previamente.

- DESCONGELACION
| TRATAMIENTO DE DESCONGELACION

L <1°C X 1U min 21°C Xomin

35°C x 20 min 35°C x 10 min

Figura 2: Diagrama de flujo de los dos tratamientos de descongelacion.
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Tratamiento |

El criovial se retird del tanque de nitrogeno liquido y fue llevado a la cdmara de flujo
laminar a temperatura ambiente (21°C) por 10 minutos. Pasados los 10 minutos, se llevd

a la estufa (35°C) por 20 minutos.

Tratamiento |1

El criovial se retird del tanque de nitrogeno liquido y se llevo a la cdmara de flujo laminar
a temperatura ambiente (21°C) por 5 minutos. Pasados los 5 minutos, se llevo a la estufa
(35°C) por 10 minutos.

- GRADIENTE DE DENSIDADES

Todo el procedimiento se llevé a cabo en la cdmara de flujo laminar, por cada uno de los
crioviales (I, I1). El proceso de gradiente de densidades se detalla en el Anexo IV.

3.4.3 TRATAMIENTOS POST DESCONGELACION

Se utilizaron 25 muestras seminales con un volumen >1.5 ml, que fueron distribuidos en
tres fracciones (I, 11, I11). Se anot6 la concentracion espermatica y motilidad progresiva

después de descongelar los crioviales.

- CONGELACION

Se congel6 la muestra seminal seguin el tratamiento de congelacion éptimo que se obtuvo
previamente. En el caso del tratamiento I, se realizé la congelacion directa del plasma
seminal con el crioprotector. Por otra parte, en el caso de los tratamientos 1l y IlI, se
realizd una capacitacion espermatica por gradientes de densidad previa a su congelacion,
posteriormente a la descongelacion, en el tratamiento Il se realizdé una gradiente de

densidades, mientras que en el tratamiento |11, se realizé un lavado.

- DESCONGELACION
Los tres crioviales se retiraron del tanque de nitrégeno liquido y se realizé el tratamiento

de descongelacion 6ptimo que se obtuvo previamente.
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- GRADIENTES DE DENSIDAD

MUESTRA
SEMINAL

CAPACITADA

.
NO
CAPACITADA

LGRADIENTE | GRADIENTE
DE DE LAVADO
DENSIDADES | DENSIDADES

Figura 3: Diagrama de flujo de los tres tratamientos post descongelacion.

Tratamiento I: Control

Todo el procedimiento se llevd a cabo en la camara de flujo laminar. El proceso de

capacitacion por gradientes de densidad se detalla en el Anexo VII.

Tratamiento |1: Gradiente de Densidades

Todo el procedimiento se llevo a cabo en la cAmara de flujo laminar. El proceso de
capacitacién por gradiente de densidades se detalla en el Anexo VII.

Tratamiento I11: Lavado

Todo el procedimiento se llevé a cabo en la camara de flujo laminar. En este caso sélo se
realizé un lavado con Sperm Washing luego de descongelar el criovial.
3.4.4 MEDIO DE CULTIVO, CRIOPROTECTOR Y METODOLOGIA

Se utilizaron 25 muestras seminales con un volumen > 2.4 mL, que fueron distribuidos

en tres fracciones.
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- CONGELACION
Se coloc6 cada fraccion de 0.8 mL en un tubo conico, teniendo un total de 3 tubos
rotulados: NC (No Capacitado), IS (Capacitado Irvine Scientific®), LG (Capacitado

LifeGlobal Group®), que indicaron el tratamiento previo a la congelacion.

"MUESTRA
INICIAL SE J
PRE CONGELACION c N(I’IAD A _ CAPACITADA |
CAPACITACION (MEDIO B IS [
DE CULTIVO) HT L | GE———
CONGELACION e T 0~ B v Y VI
(CRIOPROTECTOR) | I [ [ I \ A

Figura 4: Diagrama de flujo de los seis tratamientos de congelacion utilizando dos

medios de cultivo, dos crioprotectores y dos metodologias.

PRIMERA FRACCION (NC)

Se distribuyd en dos tubos cénicos, cada uno con 0.4 mL de muestra seminal, luego se
agrego el crioprotector a cada uno de los tubos en proporcion 1:1 y 1:0.7 de muestra y
crioprotector, segun el inserto de Irvine Scientific® y LifeGlobal Group®
respectivamente. Finalmente se tuvo dos crioviales rotulados: 1 y 2 (crioprotector IS) y
(crioprotector LG) respectivamente, y se prosiguio con el tratamiento de congelacion

Optimo que se obtuvo previamente.

SEGUNDA FRACCION (1S)

Se realizd una capacitacion espermatica por gradientes de densidad, se distribuyé en dos
tubos cénicos, cada uno con 0.4 mL de muestra capacitada, se le agrego el crioprotector
en proporcion 1:1 y 1:0.7 de muestra y crioprotector, segun el inserto de Irvine
Scientific® y LifeGlobal Group® respectivamente. Esta adicion se realizd
paulatinamente de 0.1 mL a 0.1 mL hasta completar el volumen respectivo, considerando
que por cada adicion se homogeniz6 la mezcla. Finalmente se tendran dos crioviales
rotulados: 3 y 4, (crioprotector IS) y (crioprotector LG) respectivamente, y se continud

con el tratamiento de congelacion 6ptimo que se obtuvo previamente.
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TERCERA FRACCION (LG)

Se realiz6 una capacitacion espermatica por gradiente de densidades con el medio de
cultivo LifeGlobal Group®, se distribuyo en dos tubos cdnicos, cada uno con 0.4 mL de
muestra capacitada, se le agrego el crioprotector en proporcion 1:1y 1:0.7 de muestra y
crioprotector, segun el inserto de Irvine Scientific® y LifeGlobal Group®
respectivamente. Finalmente se obtuvieron dos crioviales rotulados: 5 y 6, (crioprotector
IS) y (crioprotector LG) respectivamente, y se prosiguié con el tratamiento de

congelacién o6ptimo que se obtuvo previamente.

- DESCONGELACION
Todos los crioviales (1, 11, 111, 1V, V, VI) fueron retirados del tanque de nitrégeno liquido

y se prosigui6 con el tratamiento de descongelacion éptimo que se obtuvo previamente.

- POST DESCONGELACION
Todos los crioviales (1, I1, 111, 1V, V, V1) fueron sometidos al mismo tratamiento post

descongelacion 6ptimo que se obtuvo previamente.

3.5  ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utiliz6 muestras seminales de pacientes normozoospérmicos
de los laboratorios PRANOR, Grupo de Reproduccion Asistida, manteniendo el
anonimato de ellos. Los datos obtenidos fueron llevados al programa Excel que
posteriormente fueron evaluados por el programa SPSS 25. Los datos fueron presentados
como media + DE. Las variables son independientes e idénticamente distribuidas y se
comprobd que corresponden a una distribucién normal en la poblacién. Para ello fue
empleada la prueba paired T test para comparar la eficiencia en la recuperacion de
espermatozoides matiles progresivos de los tratamientos de congelacion, descongelacion,
post descongelacion, ademas del medio de cultivo, crioprotector y metodologia. Para todo

analisis estadistico, fue considerado significativo si el valor de P<0.05.

28



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron un total de 25 muestras seminales para cada evaluacion (Congelacion,
descongelacion, post descongelacion y por ultimo, medio de cultivo, crioprotector y
metodologia), de varones de edades entre 22 y 35 afios, las cuales cumplieron con los
pardmetros normales establecidos por la OMS (2010). La descripcion de las muestras
estudiadas y la evaluacion de los parametros espermaticos se observa en la Tabla 5
(Anexo 9).

4.1 COMPARACION DE TRATAMIENTOS DE CONGELACION

El volumen de semen fue en promedio de 2.46 + 0.39 mL. En el caso de las variables de
concentracion espermatica y motilidad progresiva inicial fue en promedio 73.21 + 23.91
millones/mL y 49 £ 9.96 por ciento, respectivamente. Sin embargo, se observa que la
concentracion espermatica final, luego de pasar por los cuatro tratamientos muestran
diferencias significativas entre ellos. Siendo el tratamiento | el que obtiene una mayor
concentracion de espermatozoides mdtiles progresivos por mL (21.19 + 13.91) después
de descongelar las muestras seminales (Tabla 1). Por otro lado, el tratamiento con el que
se obtuvo una menor concentracion de espermatozoides motiles progresivos por mL fue
el tratamiento IV (15.19 + 11.09). El tratamiento | tiene una variacion de la muestra
seminal inicial y final de 43.3 por ciento, es decir una eficiencia en la recuperacion de
espermatozoides métiles progresivos por mL de 56.7 por ciento. Por otro lado, en el
tratamiento 1V, se tiene una variacién de 59.3 por ciento, presentando una baja eficiencia

de recuperacion de 40.7 por ciento.



Tabla 1: Valores seminales después de la descongelacion.
FINAL
TRATAMIENTO CONCENTRACION
E.M.P (millones/mL)
| 21.19+1391a
1 16.03+£9.81b
i 16.22 +10.19Db
AV 15.19+11.09b

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Se utilizaron cuatro tratamientos
para la congelacion de semen humano. E.M.P (Espermatozoides motiles progresivos)
ab P<0.05.

La congelacién de semen humano es un proceso que, cada vez toma mayor importancia
en los centros de reproduccion asistida. Diferentes estudios han mostrado que las
metodologias en la congelacion espermatica varian, donde se obtiene una pobre
recuperacion de espermatozoides motiles progresivos al descongelar las muestras,
ademas se generan dafios en el material genético. La formacion de especies reactivas de
oxigeno seria la causa principal de la disminucion de la baja recuperacion de
espermatozoides motiles progresivos, debido a que causan dafio en la cromatina y ADN
lo que concuerda Aitken et al. (1994), desencadenando en el principal problema, que los
espermatozoides con material genético dafiado también pueden fecundar un 6vulo y
segun Twigg et al. (1871) también son capaces de generar prontcleos siendo el desarrollo
de dicho embrion inadecuado.

Durante la congelacion, la transicion de fase no ocurre a la vez en todos sus fosfolipidos
de membrana, dada esta razdn existe una alta posibilidad de la coexistencia entre estado
fluido y gel durante esta transicion, generando defectos en el empaquetamieto de las
membranas, por lo que hay una mayor permeabilidad de solutos, produciéndose pérdida
de solutos del interior de la célula. Por esta razon este estudio optd por evaluar diferentes
tratamientos de congelacién, en los que varia el tiempo de exposicion a diferentes
temperaturas, donde se observé que, la concentracion de espermatozoides motiles
progresivos por mL mostré ser mayor utilizando el tratamiento I, donde se obtuvo 21.19
+ 13.91 (s6lo presento una variacion entre la muestra inicial y final de 43.28 por ciento).
Sin embargo, en el tratamiento II, 111 y IV fue similar, presentando una variacion (57.09,
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56.58 y 59.34 por ciento, respectivamente). Finalmente se corroboré la eficiencia del
tratamiento | (56.72 por ciento). Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Brugh
et al. (2003) indicaron que, durante la congelacion ocurre ruptura de membrana, debido
a la formacién de cristales de hielo intracelulares durante el enfriamiento rapido, como lo
fue el caso del tratamiento Il y 111, ademas, se observa que en el caso del tratamiento I,
donde se llevo a cabo enfriamiento lento, no fue tan dafiino a diferencia del tratamiento
IV, que también fue por enfriamiento lento, sin embargo, las 3 temperaturas a las que fue
sometido, puede haber generado la baja recuperacion de E.M.P . Se sabe que, someter a
los espermatozoides al enfriamiento lento, también resulta perjudicial para la
supervivencia de los espermatozoides, dado que este produce efectos mecéanicos de la
fuerza del hielo extracelular, que fue en el caso de los tratamientos | y V. Lo anterior
concuerda con lo demostrado por Mossad et al. (1994), quienes determinaron que en los
espermatozoides humanos se produce un dafio extenso en su membrana durante su
congelacion. De la misma manera, coinciden con Morris et al. (1999), quienes
demostraron que los espermatozoides humanos poseen una curva de respuesta muy
amplia con poca diferencia en la viabilidad, por tanto, es comun que so6lo se recupere
menos del 60 por ciento de los espermatozoides congelados. Ademas, no existe alguna
caracteristica del semen fresco que pueda predecir la capacidad para sobrevivir a la
congelacién y descongelacion (Mossad et al. 1994).

Es importante la temperatura en la que da inicio a la formacion de hielo (punto de
nucleacion), ya que si esta temperatura es demasiado baja, aumenta de manera explosiva
el crecimiento de los cristales de hielo en el interior de las células, en consecuencia, estos
atraviesan a las células generando su muerte, menciona Mazur (1977). Sin embargo,
Fuller y Paynter (2004), explican que no existen protocolos que puedan inducir la
nucleacion, y puede deberse a que la matriz intracelular del espermatozoide humano es
altamente viscosa por su alto contenido de proteinas y azlcares. Por lo tanto, segln lo
obtenido en este estudio, es posible que sea necesario que los espermatozoides pasen por
un tiempo prolongado por cada cambio de temperatura.

El enfriamiento lento y rapido resultan perjudiciales para los espermatozoides, ya que
generan diferentes dafios a la membrana plasmatica, sin embargo, el efecto mecanico del
hielo extracelular es menos perjudicial para la célula en comparacion con el dafio que se
genera con el enfriamiento lento con la formacion de hielo intracelular. Por esta razén, el
tratamiento | obtuvo una mayor recuperacion de E.M.P, ademas de brindar un tiempo

mayor por cada cambio de temperatura (24h) a diferencia del tratamiento Il (10 min), y
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tener s6lo dos cambios de temperatura (-80°C y -196°C) a diferencia del tratamiento 1V
(5°C, -80°C y -196°C).

4.2 COMPARACION DE TRATAMIENTOS DE DESCONGELACION

El volumen de semen fue en promedio de 2.31 + 0.58 mL. En el caso de las variables de
concentracion espermatica y motilidad progresiva inicial fue en promedio 51.84 + 24.17
millones/mL y 35.4 + 10.05 por ciento, respectivamente. El tratamiento I es el que obtiene
una mayor concentracion de espermatozoides motiles progresivos por mL (11.69 + 7.80)
después de descongelar las muestras seminales (Tabla 2). El tratamiento | tiene una
variacion de la muestra seminal inicial y final de 37.92 por ciento, es decir una eficiencia
en la recuperacion de espermatozoides métiles progresivos por mL de 62.08 por ciento.
Por otro lado, en el tratamiento Il, tiene una variacion de 63.73 por ciento, presentando
una baja eficiencia de recuperacion de 36.27 por ciento.

Tabla 2: Valores seminales después de la descongelacion.
FINAL
TRATAMIENTO CONCENTRACION
E.M.P (millones/mL)
I 11.69+7.80a
11 6.83+4.11D

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Se utilizaron dos tratamientos para
la descongelacion de semen humano. E.M.P (Espermatozoides motiles progresivos). @ °,
P<0.05.

El proceso de congelar y descongelar muestras seminales aumenta significativamente el
porcentaje de variacion de espermatozoides motiles progresivos de la muestra inicial y
final (después de descongelar) en muestras seminales de buena calidad. En el presente
estudio, los tratamientos propuestos para descongelar semen de pacientes
normozoospermicos mostraron diferencia significativa sobre la recuperacion
espermatica. Se detecto que el proceso de congelar y descongelar reduce la concentracion
de espermatozoides motiles progresivos en un 37.92 por ciento con respecto a lo obtenido

por el tratamiento 1.
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La concentracion de espermatozoides matiles progresivos mostro ser mayor utilizando el
tratamiento |, donde se obtuvo de concentracion 11.69 + 7.80 millones/mL (s6lo present6
una variacion entre la muestra inicial y final de 37.92 por ciento). Sin embargo, en el
tratamiento Il, fue muy reducida la recuperacion espermatica 6.83 + 4.11 millones/mL,
presentando una variacion 63.73 por ciento. Finalmente se corrobord la eficiencia del
tratamiento | y Il (62.08 y 36.27 por ciento, respectivamente).

Los valores de recuperacion de espermatozoides motiles progresivos después de la
descongelacion en las muestras seminales estudiadas resultaron similares a lo detectado
en la investigacién de Hammadeh et al. (2001), en donde se concluy6 que, el proceso de
congelacion y descongelacion afecta en la recuperacion espermatica y que, el proceso de
descongelacion dptimo de muestras seminales debe reducir el desequilibrio osmoético y la
recristalizacion de microcristales de agua intracelular que pueden dafar las estructuras

celulares (Caballero et al. 1995).

Segun Fuller y Paynter (2004), la descongelacion va a generar la formacién de hielo
intracelular, es decir recristalizacion, disminucion de la concentracion extracelular de
solutos y toxicidad del crioprotector, generando dafio estructural e hinchazén de los
espermatozoides. Para ello recomiendan optar por una tasa de descongelacién rapida y
asi disminuir el tiempo de exposicion al crioprotector, lo cual no concuerda con los
resultados obtenidos, debido a que el tratamiento I, mantiene el criovial por 10 minutos a
temperatura ambiente (21°C), para luego dejarlo por 20 minutos a 35°C. Dejar los
espermatozoides congelados por sélo 5 minutos a temperatura ambiente, y luego dejarlo
por 10 minutos a 35°C, como el tratamiento 11, ha mostrado una baja recuperacion de
espermatozoides motiles progresivos, mostrando una baja eficiencia de 36.27 por ciento.
Calamera et al. (2010) mostraron que, la descongelacion rapida a 45°C resulta mas
eficiente, sin embargo, para ello se requiere de equipos especificos que ayuden a controlar
y mantener las temperaturas por tiempos minimos, para que asi no se exponga por mucho
tiempo el crioprotector a los espermatozoides. No obstante, obtener una eficiencia en la
recuperacion espermatica de 62.08 por ciento esta dentro del rango normal comun en las
diversas investigaciones. Por otro lado, Morris et al. (1999), aseguran que la recuperacion
de espermatozoides motiles progresivos no estd correlacionado con las teorias
convencionales de la lesion por descongelacion celular, sino que son otros los factores
que determinan la viabilidad después de la congelacion y descongelacion. De la misma

manera Rall et al. (1980), explican que los cambios osmoticos se generan al inverso de la
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congelacion, donde la concentracion de solutos en el medio extracelular se reduce
rdpidamente, la célula logra hidratarse y asi equilibra la diferencia de concentraciones
entre el medio extra e intracelular, es por ello que se atribuyé la importancia de la
descongelacion rapida, dado que, podria evitar el crecimiento de los cristales de hielo,
caso contrario de una descongelacion lenta, donde se da lugar al crecimiento de los
cristales de hielo presentes en el interior de las células. La cantidad de agua
osmoticamente inactiva de un espermatozoide corresponde de 45 a 75 por ciento, gracias
a ello, su nivel de deshidratacion es minima en comparacién de otras células (Gao et al.
1995), por lo que, los espermatozoides, maximo pueden hinchare un 11 por ciento de su
volumen original, por eso pueden resistir en mayor medida un encogimiento que una
fuerte hinchazén, y esto puede ser consecuencia de eliminar el crioprotector después de
la descongelacion teniendo un efecto negativo en la recuperacion espermatica.

Los resultados de este estudio indican que los tratamientos de descongelacion evaluados
afectan de manera diferente la supervivencia de los espermatozoides, coincidiendo con lo
indicado por Henry et al. (1993) muestran que, cuando una muestra seminal
normozoospérmica se enfria a una velocidad lenta, la funcion mitocondrial de los
espermatozoides, que es una variable asociada con la supervivencia de éstos, resulta
mayor si la velocidad de descongelacion de la muestra seminal también es lenta. Mientras
que, si la velocidad de enfriamiento es alta y la de calentamiento alta, se obtiene un mayor
porcentaje de espermatozoides con funcion mitocondrial con respecto a una velocidad de
calentamiento baja. Por tanto, conviene realizar un tratamiento de congelacion lenta
(Tratamiento 1) y descongelacion lenta (Tratamiento 1), para que asi se obtenga una mayor
funcién mitocondrial que conlleva a una mayor tasa de sobrevida de espermatozoides

después de su descongelacion.

4.3 COMPARACION DE TRATAMIENTOS POST DESCONGELACION

El volumen de semen fue en promedio de 2.56 + 0.68 mL. En el caso de las variables de
concentracion espermatica y motilidad progresiva inicial fue en promedio 79.08 £+ 15.70
millones/mL y 56.76 £ 15.10 por ciento, respectivamente. Sin embargo, en la Tabla 3, se
observan los resultados de capacitar la muestra seminal para los tratamientos Il (gradiente
de densidades) y Il (lavado). La concentracion espermatica y motilidad progresiva al
capacitar fue en promedio 56.68 + 19.24 millones/mL y 97.72 + 1.34 por ciento,

respectivamente. La concentracion espermatica por mL y motilidad progresiva final, no
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presentd diferencias significativas entre ellos (Tabla 3.1). No existen diferencias
significativas en la variacion y eficiencia porcentual entre los tratamientos post

descongelacion.

Tabla 3: Comparacion tratamientos post descongelacion. Antes y después de la

capacitacion espermatica.

INICIAL
CONCENTRACION MOTILIDAD E.M.P
ESPERMATICA  PROGRESIVA (millones/mL)
(millones/mL) (%)
79.08 + 15.70 56.76 + 15.10  46.59 + 17.99
CAPACITACION
56.68 + 19.24 97.72+1.34 55.39+18.75

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Se utilizaron 25 muestras seminales.

E.M.P (Espermatozoides métiles progresivos).

Tabla 3.1: Valores seminales después de la descongelacion.

FINAL
TRATAMIENTO CONCENTRACION
E.M.P
(millones/mL)
I 15.09+1251a
I 16.38 £ 13.26 a

i 1285+ 12.13a

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Se utilizaron tres tratamientos post
descongelacion de semen humano. E.M.P (Espermatozoides matiles progresivos). & °,

P<0.05. No existen diferencias significativas entre los tratamientos.

El tratamiento de espermatozoides después de descongelarlos es un paso importante, es
por ello que se consideré una de las variables en este estudio, donde se comparé la
eficiencia de realizar gradiente de densidades y el lavado de la muestra descongelada.
Segun Malvezzi et al. (2014) la centrifugacion en gradiente de densidades separa las
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células espermaticas en funcién de su densidad, dado que los espermatozoides
morfologicamente normales y anormales tienen diferentes densidades. Ademas, Beydola
et al. (2013) explican que, un espermatozoide maduro morfologicamente normal tiene
una densidad ligeramente mayor de 1.10 g / mL, mientras que un espermatozoide
inmaduro y morfolégicamente anormal tiene una densidad menor entre 1.06 y 1.09 g /
mL. Al final de la centrifugacion, cada espermatozoide se encuentra en el nivel de
gradiente que coincide con su densidad y los espermatozoides viables, muy mdviles,
morfolégicamente normales, forman un sedimento en la parte inferior del tubo
(Allamaneni et al. 2005).

Aunque la preparacion de la muestra seminal se puede lograr usando varias técnicas como
el lavado y la gradiente de densidades, diferentes autores muestran que la gradiente de
densidades produce de forma consistente muestras de la mas alta calidad requerida para
la inseminacion intrauterina y para FIV, lo que coincide con los resultados obtenidos
(Beydola et al. (2013); Jayaraman et al. (2012); Enciso et al. (2011)). A pesar de que
existe una diferencia entre ambos tratamientos, esta diferencia no alcanza a ser
significativa estadisticamente. Se observa que en el tratamiento Il (gradiente de
densidades) se obtuvo una concentracion espermatica de 16.38 + 13.26 millones/mL y
para el tratamiento 11l (lavado), present6 una recuperacion espermatica de 12.85 + 12.13
millones/mL. Finalmente se corrobord la eficiencia del tratamiento 11y 11 (29.6 y 25 por
ciento, respectivamente).

El tratamiento Ill (lavado) no influy6 significativamente sobre la recuperacion de
espermatozoides matiles progresivos, puesto que se obtuvo una variacion de la muestra
inicial y final de 75 por ciento. Por lo que el proceso de congelacion-descongelacion tiene
un mayor efecto deletéreo sobre los espermatozoides que el proceso de lavado post
descongelacion. Lo obtenido en este estudio concuerda con la investigacion de Donnelly
et al. (2001) donde se observaron reduccion en la motilidad progresiva de los
espermatozoides en un 77 por ciento despues de descongelarlos.

De manera similar a lo obtenido en el tratamiento 11, en el proceso de lavado, afecta la
motilidad de los espermatozoides, sin que este efecto fuera de mayor magnitud al ejercido
por el proceso de descongelacion. Segin Wooley et al. (1978), el proceso de gradiente de
densidades y lavado implica someter a los espermatozoides a la dilucion en medios de
cultivo, seguido de la centrifugacion y resuspension. Esta dilucion se realiza con un gran
volumen de medio de lavado y la centrifugacion tiene como fin concentrar una poblacién

de espermatozoides previamente diluida. Una consecuencia de ello, es el dafio en la
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integridad de la membrana plasmatica y en la funcién mitocondrial, lo que trae consigo
una reduccion de la motilidad de los espermatozoides. En Zhu et al. (2000) demostraron
que el proceso de lavado redujo en un 26 por ciento, la presencia de espermatozoides con
una morfologia de la cola normal. Esto sugiere que los efectos negativos del lavado de
una muestra seminal descongelada no solo son evidentes en la pérdida de la integridad de
la membrana plasmaética, sino también en la alteracion de la morfologia de la cola, la cual
resulta determinante para la calidad del movimiento del espermatozoide. Por lo tanto, al
no existir diferencias significativas en los tratamientos post descongelacion evaluados, no
influyen en las variables estudiadas, es indiferente si se realiza gradiente de densidades o
solo lavado después de descongelar las muestras seminales. Sin embargo, se debe resaltar
que se observo una reduccién en la motilidad en las muestras seminales que sélo se realiz

lavado.

4.4 COMPARACION DE DOS MARCAS COMERCIALES DE MEDIO DE
CULTIVO Y CRIOPROTECTOR (IRVINE SCIENTIFIC® Y LIFEGLOBAL
GROUP®) Y METODOLOGIA (CON Y SIN PLASMA SEMINAL)

El volumen de semen fue en promedio de 2.79 + 0.46 mL. En el caso de las variables de
concentracion espermatica y motilidad progresiva inicial fue en promedio 68 + 27.27
millones/mL y 34.8 + 12.78 por ciento, respectivamente. Sin embargo, en la Tabla 4, se
observa los resultados de capacitar la muestra seminal para los tratamientos IlI, IV, V y
VI. La concentracion espermatica y motilidad progresiva al capacitar con el medio de
cultivo Irvine Scientific® fue en promedio 38.4 = 15.04 millones/mL con motilidad
progresiva en promedio 90.6 £ 1.02 por ciento, y con el medio de cultivo LifeGlobal
GROUP® fue en promedio 35.2 + 12.48 con motilidad progresiva 90.2 + 0.4 (Tabla 4).
En la tabla 4.1, se observa la comparacién del uso de dos crioprotectores, utilizando dos
medios de cultivo, se encontrd diferencias signitifactivas entre ambos crioprotectores sélo
en el caso de utilizar el medio de cultivo LifeGlobal GROUP®. Por otro lado, no se
encontrd diferencias significativas entre ambos crioprotectores utilizando el medio de
cultivo Irvine Scientific®. La concentracion espermatica por mL y motilidad progresiva
final, presentd diferencias significativas en todos los tratamientos (Tabla 4.2). En el
tratamiento | se observa una menor variacion de 48.24 por ciento, entre la muestra inicial
y final, teniendo una eficiencia de 51.76 por ciento en la recuperacion de espermatozoides
motiles progresivos después de la descongelacion. Por otro lado, el tratamiento VI,
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presenta la menor recuperacion de E.M.P, con una variacion entre muestra inicial y final

de 93.03 por ciento, por tanto, una baja eficiencia de 6.97 por ciento.

Tabla 4: Comparacion de medios de cultivo. Valores seminales, luego de la capacitacion
espermatica con el medio de cultivo Irvine Scientific® y LifeGlobal GROUP®, previo a

la congelacion.

CAPACITACION ANTES DE LA CONGELACION

MEDIO  CONCENTRACION  MOTILIDAD E.M.P
DE ESPERMATICA PROGRESIVA  (millones/mL)
CULTIVO (millones/mL) (%)

Irvine 38.4 + 15.04 90.6 + 1.02 34.79 + 16.40
Scientific® a
LifeGlobal 35.2+12.48 90.2+0.4 31.75+13.35
GROUP® b

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Se utilizaron 25 muestras seminales.

E.M.P (Espermatozoides motiles progresivos). °, P<0.05.
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Tabla 4.1: Comparacion de crioprotectores, utilizando diferentes medios de cultivo. Los
valores muestran medias + desviacion estandar.

CONCENTRACION DE E.M.P CONCENTRACION DE E.M.P
(millones/mL) (millones/mL)
CRIOPROTECTOR MEDIO DE CRIOPROTECTOR MEDIO DE

CULTIVO CULTIVO

Irvine LifeGlobal

Scientific® GROUP®
Irvine Scientific® 964+531a Irvine Scientific® 5.22+352b
LifeGlobal GROUP® 7+4.09a LifeGlobal GROUP® 166+1.01c

Los valores muestran medias + desviacion estandar. E.M.P (Espermatozoides matiles

progresivos). ¢, P<0.05.

Tabla 4.2: Comparacion de los seis tratamientos (Medio de cultivo, crioptotector y

metodologia).

FINAL
TRATAMIENTO CONCENTRACION
E.M.P (millones/mL)

[ 1232 +6.21 a
I 592+284hb
i 9.64+531c
v 7.0+4.09 b,c
\ 522+352Db
Vi 1.66+1.01d

Los valores muestran medias + desviacion estandar. Utilizando seis tratamientos
diferentes (medio de cultivo, crioprotector y metodologia) para la congelacion de semen

humano. ¢4 P<0.05.
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-  MEDIO DE CULTIVO

La funcion principal del plasma seminal es la de proteger a los espermatozoides de
condiciones estresantes como, el estrés oxidativo (Saleh et al. 2002), a pesar de ello es
necesario la preparacion de la muestra seminal, debido a que estd compuesto de
espermatozoides senescentes, leucocitos, células epiteliales, residuos de particulas y
ademas, presenta factores que inhiben la fertilizacion (Mortimer (2000); Rogers et al.
(1983)). Es por esto que se requiere de la utilizacion de una técnica ideal, la cual debe
eliminar el plasma seminal. Segun Yamamoto et al. (1997). Estos medios de preparacion
de muestra seminal deben cumplir ademas otras caracteristicas como, permitir procesar
diferentes volimenes de eyaculado, para que asi se maximice el niumero de
espermatozoides recuperados y minimizar el riesgo de generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), ya que puede afectar de forma negativa la integridad del ADN y, por

tanto, la funcion espermatica in vitro.

Las técnicas mas comunes de preparacion de muestra seminal son: Gradiente de
densidades y swim-up. Sin embargo, Shyam et al. (2005) demostraron que existe una
mayor recuperacion de espermatozoides motiles utilizando el método de gradiente de
densidades en comparacién con la técnica swim-up en muestras de semen fresco y
criopreservadas, en pacientes: astenozoospérmicos y hombres de mala calidad seminal.
Por otra parte, Chan et al. (2004) informaron una mayor tasa de recuperacion despueés de
la descongelacion y motilidad con el método swim-up en comparacion con gradiente de
densidades, lo que puede deberse a las diferentes gradientes utilizadas (45 - 90 y 40 — 80
por ciento, respectivamente). Por esta razon en el presente estudio se optd por preparar
las muestras seminales frescas y/o congeladas con gradiente de densidades utilizando dos
medios de cultivo de marcas comerciales Irvine Scientific® y LifeGlobal GROUP®, con

gradientes 45 y 95 por ciento.

En el caso de Irvine Scientific®, se trata de una suspensién coloidal de particulas de silice
estabilizada con silano hidrofilico unido covalentemente en HTF tamponado con HEPES,
que ha sido filtrada a través de membrana y procesada en condiciones asépticas
(IrvineScientific 2017). Por otro lado, el medio de cultivo de LifeGlobal GROUP®, es un
medio con particulas de silice recubiertas de silano en una solucidn acuosa que contiene:
Cloruro de sodio, Cloruro de potasio, sulfato de magnesio, cloruro de calcio, fosfato de
potasio, bicarbonato de sodio, HEPES, glucosa, piruvato de sodio, lactato de sodio,
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EDTA (LifeGlobal GROUP 2017). Segun los resultados obtenidos, hay diferencia
significativa entre el medio de cultivo Irvine Scientific® y LifeGlobal GROUP®,
obteniéndose una mayor recuperacion de espermatozoides motiles progresivos (34.79 +
16.40 millones/mL) con Irvine Scientific®, y LifeGlobal GROUP®, de 31.75 + 13.35

millones/mL.

Bird et al. (1991) compar6 las tasas de embarazo en muestras congeladas de donantes
para ser utilizadas en 11U, las que fueron preparadas con el medio Irvine Scientific®,
demostrando que el mantener a temperatura ambiente la muestra seminal preparada con
Irvine Scientific, produce una alcalinizacion del medio originando una influencia

duradera en la fertilidad de los espermatozoides gracias a su composicion.

No hay suficientes estudios que comparen medios de cultivo para la capacitacion
espermatica. Sin embargo, los resultados de este estudio muestran que la realizacion de
gradiente de densidades con el medio de cultivo Irvine Scientific®, es mas eficiente que
LifeGlobal GROUP®.

-  CRIOPROTECTOR

En los crioprotectores con los que se realiza la congelacion espermatica, existen diversas
sustancias que son capaces de cambiar la composicion lipidica de la membrana celular
mejorando su fluidez (Fernandez et al. 2009). Una de estas sustancias es la lecitina (origen
de aceite de soja) o yema de huevo (contiene lecitina y fosfolipidos), brindan proteccion
ante el shock por frio a la membrana plasmatica. En la actualidad, se desconoce el
mecanismo por el que estas sustancias protegen a las células del shock por frio, sin
embargo, se asocia esta proteccion al efecto de la yema de huevo, que contiene una
lipoproteina de baja densidad (LDL), que es posible que se una a la membrana de forma
directa y asi modifica su permeabilidad o activando enzimas de la membrana, tales como
adenilato ciclasa, bombas idnicas, etc, estas enzimas posiblemente ayuden a mejorar el

comportamiento osmotico.

El medio crioprotector Irvine scientific® contiene 20 por ciento yema de huevo, 12 por
ciento de glicerol y 10 pg/mL de sulfato de gentamicina (IrvineScientific 2017). Esta
formulacién que no contiene azucares tiene un buffer, ya que componentes como la yema
de huevo puede afectar el pH total de la solucion. Ademas, contiene TES (N-trisfosfato-

hidroximetil-metil-2-aminoetanosulponico &cido). Por otro lado, el medio crioprotector

41



LifeGlobal GROUP® contiene HEPES tamponado listo para usar que también contiene
sales fisioldgicas, glicina, dextrosa monohidratada, lactato, glicerol, sacarosa y albmina
sérica humana (3.95 mg/mL) (LifeGlobal GROUP 2017), éste ultimo es uno de los
componentes mas importantes, puesto que se ha proporcionado evidencia de que la
albdmina se adhiere directamente a la membrana plasmatica del espermatozoide en el
momento de diluir el semen con el medio crioprotector, su modo de accidn es el siguiente,
modifica la composicion lipidica del espermatozoide por medio de hidrdlisis o
intercambio lipidico, promueve la hidrdlisis de las proteinas de la membrana plasmatica,
genera la entrada de iones de calcio al citoplasma, reduce el colesterol, por tanto produce
una fluidez de membrana mayor, en consecuencia, resistencia a la congelacion
(Fernandez et al. 2009), ademés reduce la cantidad de fosfolipidos presentes en la

membrana plasmatica del espermatozoide.

Se obtiene una mayor recuperacion de espermatozoides motiles progresivos utilizando el
tratamiento I, en el que se utiliza el crioprotector Irvine scientific® con una recuperacién
espermatica de 12.32 + 6.21 millones/mL, con una variacion entre la muestra inicial y
final de 48.24 por ciento, por tanto, una eficiencia de 51.76 por ciento. Por el contrario,
se obtiene una baja recuperacion espermatica con el medio crioprotector LifeGlobal
GROUP®, de 1.66 £1.01 millones/mL, con una variacién entre la muestra inicial y final
de 93.03 por ciento, por tanto, una eficiencia de 6.97 por ciento. Se han asociado estos
resultados con la funcidn defectuosa de los espermatozoides después de la congelacion, a
la peroxidacion de los lipidos de la membrana plasmaética, por lo que se recomienda que
el medio crioprotector contenga sustancias que evitan la peroxidacion de lipidos durante
la congelacidn, estos son: Ditiotreitol, glutation y butirato hidroxitolueno, los cuales han
presentado mejoras en la motilidad e integridad acrosomal después de la descongelacion.
Ademas de quelantes como acido etilendiaminotetra acético (EDTA) y citrato, puesto que
durante un proceso de congelacion se genera un descontrol de la concentracién de calcio
intracelular, estos componentes se encargarian de atrapar el calcio, en el caso de EDTA
atrapa tambien otros iones metalicos y es posible que inhiba la peroxidacion de lipidos,
de esta manera EDTA Yy citrato disminuirian la gradiente de concentracion en toda la
membrana plasmatica del espermatozoide. En el medio extracelular la concentracién de
calcio es cuatro veces mayor que en el interior de la célula (0.1 mM). La diferencia
principal entre el medio crioprotector Irvine scientific® y LifeGlobal GROUP®, es la

presencia de yema de huevo del primero, lo que ayuda a que se una a la membrana de
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forma directa y asi modifica su permeabilidad o activando enzimas de la membrana, tales
como adenilato ciclasa, bombas ionicas, etc, estas enzimas posiblemente ayuden a
mejorar el comportamiento osmotico, por tanto, generan una mayor recuperacion

espermatica.
- METODOLOGIA

El semen esta constituido por una gran cantidad de diversos antioxidantes, que permiten
a los espermatozoides resistir lesiones oxidativas. Dicho dafio oxidativo se da
principalmente por especies reactivas de oxigeno, como el radical hidroxilo, i6n
superdxido y peroxido de hidrégeno (Aitken et al. 1989), que son producidas durante la
congelacién espermatica, estas consecuencias han sido reportadas y publicadas en una
serie de estudios. Uno de ellos concluye que, la congelacién de semen humano reduce la
actividad antioxidante de L- carnitina (Grizard et al. 1992). Gadea et al. (2011)
demostraron que el contenido de glutatién se reduce significativamente después de
congelar el semen humano. A su vez, se observo una reduccion significativa de la enzima

superoxido dismutasa después de congelar (Lasso et al. 1994).

El mecanismo antioxidante que rodea a los espermatozoides involucra antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos (Smith et al. 1996). Las enzimas antioxidantes son:
catalasa, superdxido dismutasa y glutation peroxidasa (Pahune et al. 2013). Por otra parte,
el mecanismo no enzimatico en su mayoria incluye moléculas antioxidantes como: &cido
ascorbico, glutation, carotinas, taurina, piruvato, ubiquinol, L-carnitina, urato y o-
tocoferol (Zini et al. 2011).

Se debe tener en cuenta que, la membrana plasmatica de los espermatozoides posee
grandes cantidades de acidos grasos poliinsaturados que pueden ser facilmente oxidados
por las especies reactivas de oxigeno (Tatone et al. 2010). Considerando lo anterior, los
medios crioprotectores fabricados son complementados con antioxidantes. Los resultados
obtenidos concuerdan con lo mencionado anteriormente, ya que la concentracion de
espermatozoides motiles progresivos mostro ser mayor utilizando el tratamiento |, en el
gue se mantuvo el plasma seminal durante la congelacion, y se obtuvo 12.32 + 6.21
millones/mL presentando una variacion entre la muestra inicial y final de 48.24 por
ciento. Sin embargo, en los demas tratamientos Il, 111, IV, V y VI presentaron menor
recuperacion de espermatozoides motiles progresivos (5.92 + 2.84, 9.64 £ 5.31, 7.0 £

4.09, 5.22 £ 3.52 y 1.66 £1.01 millones/mL). EIl tratamiento que presenté una menor
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recuperacion espermatica, mayor variacién (93.03 por ciento) y, por tanto, menor
eficiencia (6.97 por ciento) fue el tratamiento VI, en el que se retird el plasma seminal
antes de la congelacion. Finalmente se corrobord la eficiencia del tratamiento I (51.76 por

ciento).

De la misma manera, Donnelly et al. (2011), obtuvieron una mayor concentracion de
espermatozoides motiles progresivos cuando se ha capacitado la muestra seminal a
diferencia de la muestra original en fresco, no obstante, al congelar en ambos casos, hay
una mayor recuperacion de espermatozoides mdtiles cuando se ha congelado la muestra
original en fresco, es decir con plasma seminal, lo que coincide con los resultados
obtenidos en este estudio. Esta mayor recuperacién del tratamiento I, la explican Aitken
et al. (1987), donde menciona que es debido principalmente a la presencia del plasma
seminal, el cual contiene antioxidantes que evitan el dafio por ataque de radicales libres,
los que lesionan a los espermatozoides, los que carecen de mecanismos de reparacion.
Aitken et al. (1989) indican que la alta produccidn de especies reactivas de oxigeno, que
se generan al someter células a un shock térmico, estd muy asociada con la pérdida de
motilidad espermatica, ademas aseguran que existe una correlacion inversa entre la
cantidad de especies reactivas de oxigeno en el semen y porcentaje de espermatozoides
motiles recuperados. Por lo tanto, la congelacion de muestra seminal es conveniente
realizarlo con el plasma seminal dado que, se obtiene una mayor recuperacion de
espermatozoides mdtiles progresivos. Por lo tanto, la mejor metodologia para realizar la
congelacion espermatica es manteniendo el plasma seminal, dado el importante papel

protector en los espermatozoides.

44



V. CONCLUSIONES

Se obtuvo una mayor eficiencia en la recuperacion de espermatozoides motiles

progresivos con:

El tratamiento de congelacion espermaética | (-80°C por 24h, y luego -196°C).

El tratamiento de descongelacion espermaética | (21°C por 10 minutos, y luego
35°C por 20 minutos,).

El tratamiento post descongelacion espermatica Il y 111 (Realizando gradiente de
densidades y lavado).

El medio de cultivo y crioprotector (Irvine Scientific®), ademéas de congelar en
presencia del plasma seminal (metodologia).



VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere dejar la gradiente de densidades de los medios de cultivo a temperatura
ambiente por un tiempo no menor a una hora, para que de esta manera no afecte la
motilidad progresiva de los espermatozoides.

Se sugiere comparar otras marcas comerciales de medios de cultivo y crioprotector,
utilizando la marca comercial Irvine Scientific® como control.

Se sugiere comparar la efectividad del tratamiento o marca comercial en base a la
variacion de los E.M.P después de la descongelacion del criovial.

Se sugiere realizar gradiente de densidades después de descongelar los crioviales

para eliminar el exceso de espermatozoides inmdtiles o muertos.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: MATERIALES

8.1 BIOLOGICOS

Muestra seminal

8.2 QUIMICOS

Medio de cultivo Isolate (Irvine Scientific)

Medio de cultivo AllGrad (LifeGlobal Group)

Medio de lavado Sperm washing (Irvine Scientific)
Medio de lavado AllWash (LifeGlobal Group)
Crioprotector Freezing medium TYB (Irvine Scientific)
Crioprotector Sperm Freezing (LifeGlobal Group)
Nitrogeno liquido

Alcohol de 96°

8.3 OPERATIVOS Y FISICOS

Frascos estériles

Agua destilada

Viales (1, 2mL)

Pipetas conicas

Camara Makler

Tubos Falcon 10 mL
Pipetas de vidrio 10 mL
Pipetas de plastico 1, 5, 10 mL
Bombilla

Marcadores indelebles
Papel toalla

Microscopio



Camara Makler

Cémara de flujo

Estufa de incubacién de 35 °C.

Centrifuga
Pipeteador automatico

Tanques de nitrégeno liquido

8.4 DE PROTECCION

Guantes quirdrgicos
Mascarillas
Gorro

Bata de Laboratorio.
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Anexo 2: AREA DE TOMA DE MUESTRA

Figura5: Area de Toma de Muestra. Zona de Lavado e indicaciones para el paciente

en espafiol e inglés.
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Anexo 3: INDICACIONES EN EL AREA DE TOMA DE MUESTRA

La obtencion de la muestra seminal es en frasco estéril Unicamente por
masturbacion.

Lavarse las manos con agua y jabon.

Realizar una higiene prolija de los genitales.

Lavarse nuevamente las manos con agua y jabon, luego secarse.

Proceder a masturbarse y depositar la muestra en el frasco estéril que se le ha
entregado. Si parte de la muestra cae fuera del frasco, no tratar de recogerla e
informar lo sucedido al momento de entregar dicho frasco.

No se recibirdn las muestras con signos visibles de haber sido contaminadas
externamente o con el frasco que evidencie derrame del contenido.

Al terminar el procedimiento tocar el timbre que se encuentra a la izquierda del
interruptor de luz.

Abra la puerta y espere a ser atendido por el personal del laboratorio.
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Anexo 4: LABORATORIO DE ANDROLOGIA

Figura 6: Laboratorio de Andrologia
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Anexo 5: EQUIPOS DEL LABORATORIO DE ANDROLOGIA

Figura 7: Equipos. Microscopios, pipeteador, centrifuga, contémetro, estufa y

camara de flujo laminar.
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Anexo 6: REALIZACION DE ESPERMATOGRAMA

Figura 8: Espermatograma. Material necesario para realizar un espermatograma.
Medicion del volumen de la muestra seminal con una pipeta volumétrica de plastico.
Medicion del ph de la muestra seminal.
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Figura 9: Viabilidad espermatica. Preparacion de la muestra con eosina para la
observacion de la viabilidad y morfologia espermatica. En la camara Makler para

observar todos los pardmetros microscopicos.
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Anexo 7: PROCEDIMIENTO DE CAPACITACION ESPERMATICA POR
GRADIENTES DE DENSIDAD

Figura 10: Capacitacion espermatica. Gradientes de densidad de 45y 95 por ciento.
Extraer la gradiente de 45 por ciento y agregarlo lentamente sobre la capa de 95 por
ciento. Llevar la gradiente a la centrifuga por 10 minutos a 1000rpm.
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Anexo 8: PROCEDIMIENTO DE CONGELACION

Figura 11: Congelacién espermatica.
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Anexo 9: ESPERMATOGRAMA DE PACIENTES SELECCIONADOS

Tabla 5: Resultado de los espermatogramas realizado a todos los pacientes

normozoospermicos seleccionados.

ESPERMATOGRAMA

MORFO

VOLU VISCOSI AG C.R LOGIA

N° MEN pH DAD DEBRIS L. | (millones/ | VIABILIDAD | NORMA

(mL) mL) (%) L()

1 2.3 8.1 Normal ++ + 0.9 85 4
2 2 7.9 Normal + + 0.5 88 6
3 2.5 7.9 Normal + + 0.5 88 5
4 2.5 7.9 Normal + + 0.5 88 7
5 2.8 8.3 Normal + - 0.4 88 4
6 2.9 8.3 Normal + - 0.4 88 4
7 3 7.9 Normal ++ + 2 90 4
8 2 7.9 Normal ++ + 2 90 5
9 2.1 8.1 Normal ++ + 0.1 89 4
10 2 7.9 Normal + + 0.8 90 6
11 2 7.9 Normal + + 0.9 90 4
12 3 8.1 Normal + + 1 90 4
13 2 7.9 Normal + + 0.5 88 4
14 2.9 8.1 Normal ++ - 0.5 85 4
15 3 7.9 Normal +++ - 0.5 90 4
16 2.1 7.9 Normal ++ + 1 90 4
17 2.1 8.3 Normal + + 0.5 86 4
18 3.3 8.1 Normal + + 0.9 88 4
19 2.2 7.9 Normal + + 0.6 90 4
20 2.5 8.3 Normal + + 0.5 85 6
21 2.3 7.9 Normal ++ + 0.5 88 5
22 2.4 8.3 Normal + + 0.5 90 5
23 2.5 7.9 Normal ++ - 1 88 5
24 2.6 8.1 Normal ++ - 0.8 90 4
25 15 8.1 Normal + + 0.8 87 6
26 1.5 7.9 Normal ++ + 1 90 4
27 2.6 8.1 Normal + + 0.7 90 4
28 2.7 7.9 Normal + + 0.5 88 4
29 1.7 7.9 Normal ++ + 0.5 85 4
30 2.8 7.9 Normal + + 0.7 85 4
31 2.8 8.3 Normal + + 0.7 85 4
32 1.9 8.3 Normal ++ - 0.5 85 6
33 1.9 7.9 Normal +++ - 1 85 4
34 2.9 8.1 Normal ++ + 0.5 90 4
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CONTINUACION...

35 15 8.1 Normal + + 0.6 90 6
36 2.9 8.3 Normal + + 1 85 4
37 3 8.3 Normal + + 0.5 90 4
38 1.3 8.3 Normal + + 1 88 6
39 3 7.9 Normal ++ + 0.5 90 4
40 2.3 7.9 Normal + + 0.5 89 5
41 2 8.1 Normal ++ - 0.5 90 5
42 1.6 8.1 Normal ++ - 0.9 89 5
43 3 8.1 Normal +++ + 0.5 88 4
44 2.5 7.9 Normal ++ + 0.9 90 5
45 2 7.9 Normal ++ + 0.5 88 6
46 3 7.9 Normal ++ + 1 89 5
47 2.2 7.9 Normal ++ + 1 92 5
48 3.1 8.3 Normal + + 1 89 4
49 2 8.3 Normal + + 1 85 5
50 15 7.9 Normal ++ - 0.5 92 4
51 2 8.3 Normal +++ - 0.5 87 7
52 3 7.9 Normal ++ + 0.3 85 7
53 3.1 7.9 Normal + + 0.9 89 3
54 3.3 8.3 Normal + + 1 92 4
55 2.5 7.9 Normal + - 1 89 4
56 2.5 7.9 Normal + + 1 90 5
57 3.5 8.3 Normal ++ + 0.8 90 5
58 2.4 7.9 Normal + + 0.9 90 5
59 3.5 8.3 Normal + - 1 90 6
60 2.1 8.1 Normal + - 0.5 88 4
61 2.6 8.3 Normal ++ + 0.5 88 4
62 2 7.9 Normal + + 0.5 88 4
63 2.8 7.9 Normal ++ - 1 89 4
64 2.8 8.3 Normal + - 1 90 4
65 2.4 7.9 Normal ++ - 0.5 88 7
66 3.5 8.1 Normal ++ + 1 88 7
67 1.6 8.1 Normal + + 1 90 4
68 3.6 7.9 Normal ++ - 0.5 88 5
69 15 8.3 Normal + - 0.5 90 4
70 3.3 7.9 Normal + - 0.5 88 6
71 2 7.9 Normal + - 0.9 88 5
72 1.5 7.9 Normal + + 0.9 89 5
73 1.9 8.3 Normal ++ - 0.5 85 5
74 3.1 7.9 Normal + + 0.5 90 3
75 3 8.3 Normal ++ + 0.5 90 4
76 2.7 8.1 Normal ++ + 0.8 85 4
77 2.4 7.9 Normal + - 0.8 90 4
78 4 8.3 Normal ++ - 1 85 4
79 2.6 7.9 Normal +++ - 0.5 90 6
80 2.4 8.1 Normal + - 1 85 6
81 2.1 7.9 Normal + - 0.8 86 4
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CONTINUACION...

82 3 7.9 Normal + - 1 87 4
83 3 7.9 Normal + - 0.5 87 4
84 3.2 8.1 Normal + - 0.5 90 5
85 3.2 8.1 Normal ++ - 0.4 88 4
86 3.2 8.3 Normal ++ - 0.5 89 4
87 2.4 8.3 Normal ++ - 1 87 4
88 2.4 7.9 Normal + - 1 88 5
89 2.3 7.9 Normal +++ - 1 85 4
90 2.5 7.9 Normal + + 0.5 86 4
91 2.5 8.1 Normal + + 0.5 90 5
92 2.5 7.9 Normal + - 0.5 89 7
93 2.5 7.9 Normal +++ + 0.5 89 8
94 2.9 7.9 Normal +++ - 0.9 90 8
95 2.7 7.9 Normal + + 0.7 89 5
96 2.9 7.9 Normal ++ + 1 86 5
97 2.8 8.1 Normal ++ + 0.6 89 4
98 2.8 8.1 Normal ++ + 0.9 88 4
99 4 7.9 Normal + - 1 88 4
100 2.5 7.9 Normal + - 1 86 4
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