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I. RESUMEN

En- el presente"trabajo se evalud el efecto de un méto-
do de preparac1on del semen para inseminacién artificial sobre-
la concentrac1on,‘v1ab111dad Y mot111dad de los espermatozoides
de 21 muestras’ dlferentes de semen humano.

El méfddo de preparacidn del semen para inseminacién -
artificial involucrdé una dilucidén inicial (1:1) de las muestras
de semen con un medio de lavado (Ham F-10), esta mezcla fue cen
trifugada a 3600 revoluciones/minuto durante 10 minutos, el so-
brenadante fue desechado. E1l botén obtenido se resuspendid en-
2 mililitros de medio fresco y la mezcla se centrifugd nuevamen
te durante 10 minutos a 3600 revoluciones/minuto, el sobrenadan
te fue desechado. Finalmente se agregaron 500 microlitros de -
medio Ham F-10 complementado con 7.5% de suero homdlogo de mu--
jer estimulada con pergonal y gonadotropina coridnica al botdn-
final y se incubd de 30 minutos a I hora a 37°C en atmosfera al-
5% de CO;.

Las muestras se semen utilizadas en este trabajo y so-
metidas al mé&todo de preparacibn del semen para inseminacidn ar
tificial arriba citado, mejoraron significativamente su cali---
dad en términos de concentracidn, vialidad y motilidad de es- -
permatozoides por milimetro,
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1. [INTRODUECION

Adin cuando”ex1sten problemas por "la sobrepoblacién hu-
mana a nivel’ mundlal 'hay un grupo numeroso de parejas que tie-
nen 1ncapac1dad pa a* 11evar a“cabo-

fecundacidn,: fenémeno co-

nocido con .el: nombre de ester111dad.lxtqffrgcuencia,de esfa_al—
teracidn es del orden del 10:..a1.15%° eﬂ 1a‘pob1aci6n total; y --
dentro de este porcentaje menclonado,fenffe el . 30 vy 50%
bre es el -responsable:.de elia. (I, 3 v 4).

, €l hom

La inseminacidn artificial es uno de los métodos clini
cos utilizados en el tratamiento de la esterilidad.  Se conoce-
con el nombre de inseminacién artificial al procedimiento de -~
depositar el semen directamente en el tracto genital femenino -
(4). Una ventaja importante de la inseminacién artificial es -
que.en esta forma mids espermatozoides alcanzan la.cavidad uteri
na, mejorando las posibilidades de fecundacidn (14).

Considerando que la esterilidad masculina es responsa-
ble de un alto porcentaje de los casos de esterilidad®de pare--
jas, se ha propuesto que se incluya un mé&todo de prepithcién --
del semen, anterior a la inseminacidn artificial,'con la finali
dad de aumentar las posibilidades de- fecundac16n (5 15 17 18 y-
24).

Este método de preparacidn incide palmente sobre
tres caracteristicas funcionales del_nge 3 :la..concen--

tracién, el porcentaje -de viabilidadiy;él

ntaje .de motili-
dad de los espermatozoides. o

Los hombres oligospermicos quienes producen espermato-
zoides de buena calidad én muy pequeiio ‘nimerc-pueden beneficiar



se de un programa de inseminacién artificial que incluya un mé-

todo depreparac1on ¥ concentrac1on del semen, preV1o a la inse-
mlnaC1on 19)

La calldad del semen anterlor y posterlor al tratamien
to-es usuaimente expresada por la concentracidn, el porcentaje-
de v1ab111dad y el porcentaje de motilidad de los espermatozoi-
des. Eéto$ parémetros son comunmente utilizados a pesar de que
ellos no son necesariamente los indicadores &ptimos. de la capa-
cidad ‘de fecuhdacién del espermatozoide, estos pueden ser. sufi-
cientes para la evaluacién de diferentes métodos de preparacidn
del semen,para'inseminacién artificial (2). '

No obstante que la relacidn entre la concentracidn, --
porcentaje de viabilidad y porcentaje de motilidad no estd cla-
ramente establecida con respecto a la capacidad de fecundacidn,
la posibilidad de realizar diversas pruebas cuantitativas sim--
ples incrementa la oportunidad de identificar correctamente al- .
semen de buena calidad que puede ser utilizado en un programa -
de inseminacidén artificial.



4

IXI. ANTECEDENTES

La inseminacidn artificial en el humano se definc como
un procedimieﬁto terapéutico por el cual el semen o los esperma
tozoides del esposc, » en otros casos de un tercero denominado-
donante; son introducidos mediante maniobras instrumentales, c¢n
el tracto genital de la mujer. Este procedimiento ocupa hoy --
dia un lugar importante en el tratamiento de infertilidad (271).

La inseminacidn artificial con semen o espermatozoides
provenientes del esposo se 1llama inseminacidén homfloga, mien- -
tras que la que se hace con semen de un tercero (donante) se --
llama heterdloga. Algunos autores prefieren no usar el término
"artificial" y proponen que se diga inseminacidn terapéutica --

(12y.

El-tema de la inseminacidn artificial no es nuevo, es-
sin embargo en las filtimas décadas cuando el procedimiento sc -
ha convertido en parte importante del tratamiento terapéutico -
dc la infertilidad de parejas, y su apoyo vino de la evidencia-
del éxito de‘su-émpleo en: las pricticas veterinarias.

La inseminacién artificial. llevada a cabo. por el hom- -
bre en los -animales, probablemente es muy antlgua.‘ Don Ponchom
hizo experimentos cx1tosos con .peces alrededoT: del ano 470 - -
(21) aunque el primer caso referldo en anlmales k
buye al aleman L. Jacobo,
tos (25). ‘

qu1en en: 1747 rea11zo sts. experlmen--



depositd en el tracto genital una cantidad pequeiia de esperma -
obtenido por masturbacidn de un perro. Pasados sesenta y dos -
dias nacieron tres pequefios perros. Posteriormente Rossi, un -
compafiere de Spallanzani, replitid exitosamente este. tipo de in-
seminacidn también en perras (8, 21 y 22).-

La inseminacidén artificial fue una curiosidad experi--
mental hasta que Iwanoff, en 1899, tomd en consideracidn su va-
lor practico en veterinaria. Iwanoff trabajs principalmente --
con caballds, obteniendo un porcentaje de concepciones diez ve-
ces mayor que -con uniones naturales (8 y 21). '

En cuanto a la inseminacidn artificial en el humano, -
el primer &€xito referido ha sido atribuido a diferentes investi
gadores. Koerner (13) cita a Eustaquio, quien a mediados del -
siglo XVI habria hecho la primera inseminacidn artificial huma-
na con éxito. En la Gltima década del siglo XVIIT J. Hunter --
recalizdé un experimento, cuyo procedimiento consistidé en recoger
el semen emitido durante el coito recién efectuado, y con una -
jeringa especial lo inyectd profundamente en la vagina. Este -
¢s ¢l primer caso relatado de inseminacidén artificial exitosa -
on humanos (5 y 21).

A pesar de la referencia mencionada de Hunter, Valen--
sin (25) sostiene que el primer caso de inseminacidn artifi- -
cial exitosa cn el humano fue debido a Thouret, quien la practi
cé en 1785, en su propia esposa. Esto, dice Valensin, aparece-
cn un folleto andnimo que ahora parece se atribuye a Thouret, -
y en el se describe con detalle el experimento por el cual me--
diante la inyeccidén intravaginal de semen colocado en una jerin
ga logrd el embarazo de su csposa y el nacimiento de un nifio.

En Estados Unidos, M. Sims realizd el primer inteénto -
cxitoso de inseminacidén artificial, empleando la técnica uteri-
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na, en 1880 (5 y 21).

Hasta flnalesldel siglo pasado, la lnica clase de inse
, ; a4 1a practlcada con el ‘'semen del esposo.-
dést practlco la prlmera 1nsem1nac10n-
donador ‘en’” una mujer (2n.

>1eman1a, ‘a prlnC1p1os de este 51g10, se'praCticb -

la 1nsem1nac1on art1£1c1a1 homoloaa por Doderleln Stockel vo--
Fraenkel,,qu1enes ademis propagaron el procedlmlento. La‘tec--
nica usada por ellos era la intrauteérina; muchos autores la.lla
maron' el mé&todo alemdan" (21). i S

Roheledet en 1904 1nformo del primer. embarazo con ma1c
rial obtenido por punc1on testicular. ~Mientras que ‘Dickinson -
en 1903 informd acerca de dos casos de’ inseminacidén- art1f1c1a]-
heterdloga (21) Schorowa, en 1927, publicé 33 .casos exitosos-
de inseminacidn artificial realizada én Ss:pacientés. Y Séguy-
en 1935 publicé 7:éxitos de inseminacidn artificial entre 16 --
pacientes. o ’

Actualménte las investigaciones en el campo de la re--
produccidn humana;.cdhceinienté a la inseminacién artificial se
hayan enfocadas principalmente'hacia el mejoramiento de 1las téc
nicas utilizadas uno de cuyos aspectos importantes es sin lugar
a dudas el mejoramiento en las caracteristicas funcionales del-
semen. Este es el tema central del presente trabajo,
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Iv. OBJETIVOS

El prop651to de este estudlo fue evaluar el efécto de--
un método.:de. preparac16n dé.semen.para 1nsem1nac16n

'art1f1c1a1,
sobre 1las slgulentes caracteristlcas

. Concentracibn . de P rmatﬁgoideS[

Porcentaje de Viabilidad de los espermatozoides:.

Porcentaje de moti e los:espermatozoides.



V. MATERIAL Y METODO

Las mﬁestras'de Seheﬁ ﬁtiiizadas para la realizacibén --
del presente trabajo fueron colectadas ‘por masturbacién de pa--
cientes con problemas de fertilidad y esterllldad en el Hospl——
tal de Gineco- Obstetr1c1a del: Centro Médico Nac10nal.

Bl método de- preparaC16n de semen: para 1nsem1nac16n ar-
tificial ut1112ado,,es ‘una modificacién al ‘método- propuesto por
McDowell J. ;S,‘jls), e 1nvo1ucr6 los 51gu1entes pasos.,r

un recipienteiestér

: u Sde-
la muestfé_fﬁé F210"-
(18).

- 00 re-

voluciones/ﬁlnutd

I sobrenadante
decantado y desechado.

. Dos mililitfo




mulada con pergonal y gonadotropina coriénica. E1 suero fue -
obtenido en el periodo ovulatorio en mujeres que estan en el --
programa de Fertilizacidn "in vitro'" con induccién de la ovula-
cién de acuerdo al método propuesto por. el Grupo de Norfolk - -
(23). Se resuspendib. e s e

. La muestra fué 1ncubada de 30
37°C en atmésfera al 5% de co,

.L:Detérmlﬁg¢16ﬁ7deiiﬁoféqntale;defmqtllldha;

126 por el conteo de 100 eqpe*mat0201des con la-
ayuda de un'm 'roscop1o éptico” (400X), d1ferenc1andose ademés -
los siguientéé grados de motilidad (7)

Se re

- motilidad I o "inksitu"

- motiiidad II o de progresién lenta

- motilidad III o de progresién répida

- carencia de mot111dad *” ;Af,,,:__jlfj;”

Determinacién del porcentaje de viabilidad.

Se 1llevé a cabo por medio de una prueba de exclusién -
del colorante (10) utilizando azul de tripén;,los espermatozoi-
des tefiidos se contabilizaron como muertos,; mientras que los no
tefiidos se cuantificaron como espermétOZOides vivos. Se anali-
zaron 100 espermatozoides por muestra.

Determinacién de la concentracién de espermatozoides

por mililitro.
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Sc siguibd el método del hemocitbdmetro para el conteo -
de plaquetas (6)}.

Los resultados fueron evaluados estadisticam féipsando

la prueba de -t Student’ para muestras apareadas:
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VI RESUL?ADOS

Para e1 caso de 1a concentrac16n de espermatozoides por
mililftro antes 5 d spués del tratamiento, la diferencia fue --

51gn1f1cat1va (cuadro I), observandose un aumento después del -
tratamiento: £ e

.;‘cUADRo I

Andlisis estadistlco de los valores de la’ concentr cibn de es--
permatozdides” antes y después de someterlos al tra Nt
presados en mlllones de esnermat0201des por mlllli

N: 21 media .

Antes

Después.

+ P<0.05

d:e
téndar. d m.= dlferen iz

N= numero de ‘casos;:
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Aldn cuando el porcentaje de viabilidad posterior al tra
tamiento fue significativamente menor que el porcentaje inicial
(cuadro II); la'concgntracién final de espermatozoides vivos --
por mililitro fué,Significétivamente mayor después del trata- -
miento que.antes’del’mismo (cuadr§ I1I).

_CUADRO IT .

asiliﬁaa4dc los-
ratamiento.

N:21 ‘media d;ética

Antes 89.619

Después 77.048

+ P<0.0S
N= ndmero de casos ,
tdndar; d.m.= diferen:



CUADRO 111X

Andilisis estadfstico.d
permatezoides’' vivos

valo‘es de la concentrac16n de es--

+ P<0.05

N= nmero de casos; =:.error es--

tdndar; d.m.= diferenci de
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Aunque la diferencia entre los valores del porcentaje -
de motilidad total de 165 espermatozoides antes y después del -
tratamiento resulté no ser‘eStadisticamente significativa (cua-
dro IV); la concentracién. total de espermatozoides métiles por-.
mililftro resulté ser significativamente mayor después del tra-
tamiento (cuadro V). ] ) :

Andlisis estadisticq d . motllldad total -

de 1los espermat e someterlos al

rata- -

miento.
N:21.  med{a' d- estad{stica

Antes 61.190.:

Después 55.095

- P no significativa

N= nimero de casos; d e.= desv1ac16n esténdar,
cstédndar; d.m.= diferencia dé medias:
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CUADRO V

Anflisis estadf{stico de los valores de la concentracibn de es--

permatozoides mbétiles antes y después de someterlos al - trata—
miento,

expresados en m1110ne5 de espermat0201des por m1111i—-—
tros. S : :

Antes

Después

+ P<0.05

N= n@imero de casos; d.e. de$v1ac16n esténdar, e.e~=ferrp? es--
téndar; d.m.= diferencia de medlas. ]
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La diferencia entre los valores del porcentaje de moti-
lidad 1 antes y después del tratamiento no fue significativa --
(cuadro VI). Asf{ mismo, la diferencia entre la concentracién -
por mililitro de espermatozoides con motilidad I antes y des- -
pués del tratamiento, rgsylté no ser significativa (cuadro VII)

' CUADRO- Vi

Anfélisis estadistl ) sav res:del 3 de mot111dad 1.de 1los
espermatoz01des antes5y dcspués de_someterlos al tratamlento.

N:21 media’ A tev adistica

- P no significativa,

N= numero de casos

‘erroYr es
téndar, d.m.= dlferen
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CUADRO - VII

~la concentracién de es--
espués de someterlos al-

tratamlento,‘expre a ‘espermat0201des por m111-

1itro.

t:estad{stica

Antes -

Después

N= nlimero ﬂé
tdndar; d.

‘desviacibn est ..€TTOT es



18

El cuadro VIII muestra sin embargo que la diferencia --
entre los valores del porcentaje de motilidad II antes y des- -
pués del tratamiento fue significativa; observandose una dismi-
nucibn en el porcentaje de motilidad II después del tratamiento.
De 1la mlsma fo1ma la concentracién por mililitro de espermato-
zoides con motllldad IT disminuyd 51gn1f1cat1vamente despubs --
del tratam1ento (cuadro IX)

- “CUADRO.. \[I‘IVI,

Anfdlisis estadistico’ e 1os ‘valores: del de mdtiiidad ilvde -
los espermatozoides antes y después de someterlos al trwtammcn—
to. : i

N: 21_

Antes

Después

+ P<0.05

N= nilmero de casos; d e.= desv1a51,n eSténdar, e;e.% error. es--
tindar; d.m.= d1ferenc1a de medlés.fﬁ"
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CUADRO 1IX

Andlisis estadistico de los valores de la concentracién de es--
permatozoides con motilidad II antes 'y después de someterlos --

al tratamiento, expresados'en millones de espermatozoides por --
mililfitro. : k

N: 21

Antes

Después 14644

+ P<0.05 ,
N= ndmero de casos; d.

téridar; d.m.= diferen
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Finalmente, la diferencia entre el porcentaje de esper-
matozoides con motilidad III antes y después del tratamiento, -
fue significativa (cuadro X); notdndose la tendencia al aumento
del porcentaje de espermatozoides con motilidad II1 después del
tratamiento. De acuerdo con lo anterior, la concentracidn de -
espermatozoides por mililitro con motilidad III fue significati
vamente mayor después del tratamiento (cuadroc XI).

CUADRO "X
Anflisis estadisticojaéjlbs‘valqres de1 % ‘de motilidad IXII de -

los espermatozoides antés y después de someterlos. al tratamien-
to. R 3 k

N: 21 media “t estadistica

Antes 23.286° 7

Después 39.238

+ P<0.05 _
N= n@mero de casos; d.é,r zétrqr.és"
t4ndar; d.m.-diferghqiarr :
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CUADRO XI

Andlisis estadi{stico de los valores de la concentracibén de es--
permatozoides con motilidad III antes y después de someterlos -

al tratamiento, expresados en millones de espermatozoides por -
mililitro. o ' )

N: 21

Antes

Después

+ P<0.05



VII. DISCUSION Y CONCLUSIONES

El procedlmlento de preparac16n de semen para 1nsem1na-
cién artificialj ‘evaluado en el presente trabajo % cuna modifi
cacxén al método propuesto por HcDowell J8 ‘ ‘desarro -z
do en el Laboratorlo de Blologia Celular de

Slgulente.

1.F La concentrac1on de espermat0201des por m1111itr0-

l1itro aument6 51gn1f1cat1vamente después de someter 1asfk
tras de semen al tratamiento.

3.- La concentracibn de e5permat0201des m6t11es por mi
1ii1itro aumenté 51gn1f1cat1vamentc después . de. somet ¢
tras de semen al tratam1ento.

Es decir, las tres caracteristicés~prihéipaiés'qhg de--
terminan la calidad - del semen (2),‘mejorafon significativamente
después de somcter las muestras al métddb de preparacibn de - -
semen para inseminacién artificial propuesto en este trabajo.

La capacidad de fecundacién del semen, parece estar més
{ntimamente relacionada al némeroc de espermatozoides métiles --
que con respecto a las otras caracteristicas del semen (20). --
Por 1o cual c¢s importante analizar los resultados obtenidos con
relacidén a estc parfmetro:



. La motilidad I ("in situ'") no sufrid cambio signifi
cativo aparente después del tratamiento.

»-Las’ motilidades II (de progre516n lenta).y III (de-
progre516n réplda) ‘cambiaron 51gn1f1cat1vamente después del- -
tratam;ento,‘la prlmera dlsmlnuyendo ¥ la segunda aumentando.

Estos ﬁltimésﬁpuedén interpretafsé como: el he;ho de -=
que espérmatozoides con motilidad IT antes del ‘tratamiento, --
adquirieron una motilidad. IIT después del mismo. = Siendo impor
tante sefialar este cambio, ya que se plantea qué la motilidad-
de progresién répida puede ser el factor més importante dentro
de la capacidad de fecundac16n de’ los espermatozoldes (16 y --
20).

Podemos afirmar que unc de los efectos del método de -
preparacibédn del semen para inseminacién art1f1c1a1 aqui evalua
do fue la separac16n de los espermatozoides del fluldo seminal
sin perjudicar su motilidad.

Mis aGn, el aumento en la motilidad progresiva répida-
observada desﬁués del tratamiento confirma la disminucién de -
la viscosidad del medio que rodea al espermatozoide, permitien
dole progresar mids rapidamente (15), o bien, el aporte de al--
agunos metabolitos que incrementan esta motilidad, como ha sido
sefialado por Hicks y colaboradores (11) en sus estudios sobre-
el in'rzmento de motilidad espermdética debide al aumento de --
los niveles hormonales en el lfquide de suspensidén espermdti--
ca.

Con base en lo anteriormente expuesto, se puede indi--
car que las mucstras de semen utilizadas en este trabajo y so-
metidas al método de preparacién del semen aqui detallado, me-
joraron su célidad en términos de concentracién, viabilidad y?



motilidad de espermatozoides por mililitro y probablemente se-
incrementd su capacidad fecundante. En estudios posteriores -
se analizari csta capacidad. ‘ Lo
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