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RESIIMEN L. i

De las parejas aoue presentan estpr%lidad. el 4% % corresoonde al
varén; con problemas camo: la uliqozooépermia, la aroospermia,
la"asfenuzoospermia. la terétozocspermia. la necrozoospermia y
sué, asociaciones. Estos- problemas en el varédn nos han
'cbnducido a buscar una alternativa de tratamiento para aquellas

parejas que se encuentren comprometidas con esta entidad.

En la unidad de ERiologia de la Reproduccion del Hospital Regional
"Lic. Adolfo Lopez Mateos" del 1.5.85.5.T.E. se ha montado 1la
técnica de Criopreservacion de Semen Humano a temperaturas de

~196 grados centiarados en Nitrooceno Liguido. permitiendo
almacenar muestras. por varios afios sin que existan alteraciones
Genéticas en los espermatozoides. Hasta el momento se han
obtenido por esta técnica. 4 productos en buen estado y 3

pacientes con embarazo en evolucion.

PALABRA CLAVE: Criopreservacion. Banco de Semen.



- k18£éri1ity.‘ 45 % correspans to male

ouing diseases: . Oligozoospermia, Azoospermia,

lzeéféﬁozbbsp?hhia§  Teratoroospermia. Necrozoospermia and their
‘ﬁspc1at1qn§:  e In male problems, was brought tretment
;aiéeraééiverfor find themselves counltes with this entitv.

k In Bioloay Reproduction Unit to Hospital Regional "Lic Adolfo
Lopez Mateos" 1.5.8.8.T.E., we was provided the technique of
Human Cryopreserved Sperm at —196 centigrades in Liguid Nitrogen,
for storage samples for many years, without Genetic diseases.

In these moment we have achieved 4 healtly infant’'s and 3

pregnant women in evolution.

KEY WORD: Cryopreservation. Semen Cryopreservation.
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CINTRODNCATON

nrphimaas Ane cursan  con

tr huidosvél1factur;fémeniho'y 45%  al factor

'sqnifééfbres5:cbﬁnahtiﬁnq‘ nor ia pareja.
ﬁ~sa§éﬁces de la ciencia ha sido posible
:éfé?tuar mayor: numero de diagnoasticos de esterilidad de causa
kmé§§diiﬁa pero desafortunadamente muchos de los padecimientos no
‘Eesponden al tratamiento médico o no tienen tratamiento.

La Inseminacidn Artificial con semen de donador es uno de
los métodos de tratamiento para la esterilidad masculina.

En México desde hace mds de 20 afios se ha venido
practicando con buenos resultadrms v = hien acentado.

El aumento de las enfermedades transmitidas por via sexual
y el conocimiento de alteraciones genéticas como causas de
esterilidad obliga que los donadores sean meticulosamente
estudiados por lo que la Criopreservaciéon de semem humano parece
ser la solucidn.

Las indicaciones de la Inseminacidn Artificial Heterdloga

0 de donador son en los casos de:

~ AZDQSPERMIA

NECROSPERMIA

OLIGOZOOSPERMIA

ASTENOSPERMIA

OLIGOASTENDZOOSPERMIA

I

TERATOZOOSPERMIA



. — ENFERMEDADES HEREDITARIAS GRAVES EN LA PAREJA:
.+ HOMERE Rh POSITIVO HOMOCIGOTO

g & o
“+ 'MADRE Rh NEGATIVO SEVERAMENTE SENSIVILIZQDA

;kPafa?éllﬁiéqnéstico de la esterilidad,@asculina el estudio
"delia;ésbérhatobiosconia sioue siendo primordial para investigar
’laé pobréblés causas de esterilidad.

:  'En, la Unidad de RBiologia de la Reproduccidn del Hospital
:Rédibﬁal Licenciado Adolfo Lopez Mateos del 1.S5.5.5.T.E. desde el
afio —de 1987 se estahlerid 1a mekndmlnaia  indienensable  para
llevar a cabo .este analisis tomando cnmo base la ténica sugerida
por . la DOrganizacidn Mundial de la Salud de 1980, 1la valaracion
efectuada por personal capacitado nos proporciona mds informacion
sobre la calidad del semen para precisar las medidas terapéuticas
gue puedan ser utilizadas. En el andlisis microscédpico de
una muestra de semen es necesario identificar, 1la movilidad, la
vitalidad y la estructura general de 1los espermatozoides, asi
como la presencia de elementos distintos a las células
reproductoras.

Los espermatozoides muestran enormes variaciones en su
movilidad v procresidn pero cuando menos la mitad debe tener un
desplazamiente rectilineo para gue la muestra apa  cnnsiderads
como normal.

La severa disminnrinn =n la movilidad de los

espermatozoides se llama ASTENDSPERMIA y es de dificil



tratamiento

“-bacteriana’

azamiento, - incluso

espermdtica, como. la’

con resultados ‘varizbles,

La Dresencié dé:aaluﬁihiﬁag espermdticas se ha demostrado
Ven el plasma seminal de hombres estériles y que son consideradas
céusales de esterilidad cuando los titulos son mayores de 1:32.

lLa vitalidad espermdtica es posible determinarla por medio
de algtn colorante supravital, como la Eosina, los
espermatozoides’ muertos incorporan el colorante porgue el
aislamiento que le proporciona la membrana nuclear ya no existe
por lo que es posible diferenciarlos de los vivos porque estos
son translicidos - vy sera posible obtener un
porcentaje de vitalidad.

Cuando una muestra presenta espermatozoides muertos en su
totalidad es considerado como NECRDSPERMIA.

Para poder considerar la cantidad de espermatozoides en
una muestra se lleva ha cabo una dilusidn vy el conteo es
determinado con un hemocitdmetro, v si la muestra contiene por

arriba de los 20 millones por mililitro se considera la muestra



concentrac1én es

ﬁnq nnr m11111tro puede

S llaméda DLIGOZUDSPERMIA. En

determlnaczén de prolactina es

PERPRDLACTINEMIA se ‘asocia a impotencia y

jdligozoospermrag tratamlento sscon dopaminérgicos come  la

'bromocr1pt1na Yy f' ' qando hay microadenomas tienen
resultados favorables i
CEn: la AZDOSPERMIA usenciatotal de espermatoroides y

a:.Inseminasion Artificial con

la alternativa salo gs,reéiié T
semen Donado. ‘

La morfoioaia dék lask espermatozoides es sumamente
importante, porgue nos puede indicar alteracidnes en la
espermatoagénesis, 1la técnica de tincidn de Papanicolaou en una
laminilla con espermatozoides fijados nos permite una cbservacidn
detallada de las estructuras, por lo que facilita diferenciar los
espermatozoides normales de Iln=s annrmales. De los
espermatnrnides nademas describir alteraciones de 1a cabeza,
pieza media o en la cola. Un porcentaje mayor al 40Y% de
formas anormales se considera como TERATOSPERMIA patologia que no
tiene tratamiento, en las preparaciones tefMidas se pueden
observar células espermdticas inmaduras que son células sin un
desarrollo completo, Leucocitos, Células epiteliales.

El espermatozoide recién eyaculado debe sufrir una serie

de cambios para adauirir la capacidad de fecundar al 0QVOCITO,



espermatozoide por

lleva’ consigo la

para penetrar las

2 1 del liguido €eminal . el lavado de los

nimedio de cultivo.y la incubacion a 37 qgrados

'ceﬁtiqradosf por un espacio de 30 minuteas., con una atmésfera y

humédadieépecifica.

Una teécnica complementaria del andlisis bdsico del semen
es el ensavo de pénetracidn llamado también "PRUEEA DEL HAMSTER",
esta técnica consiste enobtener mediante estimulacién hormonal
ovocitos de Hanster dorado. a los gue se les retira las ce#lulas
del "cumulus" v la =zona peldcida mediante tratamientos
enzimaticos incubandose de | a S horas en medio de cultivo, lo
que permite 2l espermatozoide desrmndensar su material nuclear en:

los ovocitos lo que indica su capacidad fertilizante.

De manera que la descondenzacitn de espermatozoides en
ovocitos de Hamster sin zona peldcida. el examen bdsico del semen
y la migracién del espermatozoide en moco cervical pueden darnos
una buena orientacion de 1la capacidad fertilizante del

espermatozoide humano.



5n problemas de esterilidad.
lec f'hi"e_vht‘; de un CRIOBANCO DE SEMEN HUMAND es
" &ié;iéienfe. prdctico v eon la ventaja de
‘m&ﬁtéﬁéh¥ >glé‘fﬁﬁC{ﬁnAEeﬁgndqétiva normal de los espermatozoides
a&hy estando aélmé&éﬁadﬁsvpor perindos indefinidos en Nitrogeno
Liquidn a ﬁemperatufas de hasﬁa MENDS 196 GRADOS CENTIGRADOS, 1a
Inseminacién Artificial con Semen Chnneladn. tiene como ventajas,
cansérbar y concentrar muestras de un mismo paciente, disponer de
la  muestra de semen en @1 momento que se requiers, evitar la
presencia del donador, se pueden realizar varias inseminasiones
en un mismo ciclo, conservar muestras de pacientes que serdn
sometidos a radioterdpia vy auimioterdpia y examinar las muestras

para descarta enfermedades genéticas. infecciosas, etc...

El enttipo del RANCA DF SEMEN consiste en un TERMO con un
recubrimiento de fibra de vidrin aus imnide la perdida de calor y
rodeado por aluminio, canastillas de pldstico son las que
éostienen las barillas de aluminio donde son colocados 1los
CRIOTUBEOS de plistico no toxico donde son colocadas las muestras
con el CRIDPRDTECTDR; las muestras se mantienen pnor 10 a 13
minutos en vapores de Nitrdgeno Li‘quido después de 1o cual son-
bajadas hasta alcanzar temperaturas de MENDOS 196 GRADOS

CENTIGRADOS.
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tal Regional Lic. Adolfo
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MATERIAL Y METODOS

De un estudio prospectivo, realizado en 77 inseminaciones en la

consulta externza de la Unidad de Biologia de la Reproduccidn, del
Hosp. Reg. "lic. Adolfo Lopez Mateos" del 1.85.5.5.T.E. de Marzo
de 1989 a2 Octubre de 1991 se seleccionaron parejas, cuyo factor
masculino sea el causante de la esterilidad de edades que

fluctuaron entre los 20 v 35 afios de edad.

‘A los donadores se les realizd estudios previos cenéticos, de
,esﬁgrmatobioscopia v espermarultiva. v a las parejas que
dfééeﬁfaﬁns bﬁbﬁegoé iﬁfeécidsos se les proporciond tratamiento
quedgndo excluidas las que no respondieran al mismo.

l.a. obtencion de las muestras es ‘nor masturharidan, con una
ahstinencia sexual de 72 horas. realizandoseles pruebas de
"éalidad" de semen . estudios bacterioldaicos v sernldgicos, para
evitar propagar infecciones en las pacientes inseminadas. Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente por 30 minutos
homogenizandose en una proporcion de 1:1 con el crioprotector.

El crioprotector consta de glicerol a1l 10% en medio de
fertilizacidn (Ham F-10 + suero de corddn fetal Humano al

7.5%).



El héaoqénizadq‘se colocd en &riotuﬁos:én'vg}gééﬁéégdé~i;ml.j
',con  su respective nimereo de registro. : :LqéTCﬁiu%Q§053:son
colcados en la boca del termo de Nitraqendj?LiAJ}ddg por . 10-15
min. descendiendolo al interior a tempehazgfas de ~196 qrados

centigrados, hasta que la muestra sea requerida.

ta desconqelacion de la muestra se llevd a cabo 1 hora antes de
la inseminacidn intrauterina. de la siouients manera:

Se retird el criotubo del termo de Nitrdaeno Liquido dejandose a
temperatura ambiente por 15 minutos., para posteriormente ser
incubada a 37 grados centigrados con una mezcla triple de gases
(CO2, 02 v N2), por otros 15 minutos. Se observd la muestra
determinando =i mantuvo las siquientes caracteristicas:
Movilidad de mds de 5 millones de esnermatoraides por ml.,

Vitalidad de por lo menos el 40% v desplazamiento rectilineo.

Se realizaron las inseminaciones intrauterinas alrededor del dia

de la ovulacidn seqtn la curva de temperatura basal.

14



. .RESULTADOS

El tipo de esterilidad que presentaron los pacientes varones del
arupo de estudio, tiene en su citologia espermgtica, el siguiente
porcentaie de annrmalidades: Olicospermia 40Y%, Azooépermia 30%,
Astenospermia 15%. Teratospermia 10%.  Necrospermia 3% y las

asociaciones en un 2%. (Cuadro 1)

Las muestras precongeladas presentaroh los rangos de movilidad
optimos establecidos como son la movilidad alta (75%), cuando los
espermatozoides realizan un desplazamiento rectilineo y que
apenas pueden ser observados en el microscopio a 400X. Los de
movilidad media (10%), con un desplazamiento similar o realizando
grandes elipses con velocidad menor a8 los anteriores. Los de
movilidad baja (5%), cuyo desplazamiento es en elipses peqgquefias o
que pueden ser seguidos con mucha facilidad por medio del
microscopio a 400X vy los inméviles (10%4), que nog tienen

desplazamiento alguno. (Cuadro 2)

Las muestras postcongelacidn presentaron un claro descenso en la
movilidad espermitica. los espermatozoides inmoviles aumentaron a
un 40%, bajando los de movilidad alta al 20%, los de movilidad

media presentaron un 30% y los de baja a 10%.(cuadro 3)



Eni,li'dés¢qnqelaq§¢n bbsenvambs\unafbajaﬁhotaﬁleﬂde;léfmoviiidad

‘espermitica; del 90% al Mo se. observa en el cuadro 3.

4" pbservamos - que de }as 15 pacientes

)

~Enc él ﬁuaaro 1Np:
‘inseminadas con semen criopreservado, 4 se embarazaron en el ler.
ci:lo, 2en el 20. v 1 en el 3er. ciclo. continuando el embarazo
3 v obteniendose productos vivos en 4 pacientes.

Las restantes 8 pacientes a bpeskr de las subsecuentes

inseminaciones no lograron el embarazo.
En el cuadro S observamos la curva de distribucidon, donde se

ratifica- la correlacion entre embarazos e inseminaciones en los

primeros ciclos.

16



prscuston

esturdianns previamente enl el

‘Los._ pacientes::varane

Laboratorio de la Unidad’de’Bioloafa de la ;Reproduccisn, del

Hosp. Rea.  “Lic. Lopez Mateos® del I1.5.5.5.T.E.,
basandonos en el Héﬁué +Bfih‘nhra‘spmen e Interahcidn
de semen-moco cerviéé iumano édifgdq' por. la Organizacion
Mundial de la Salud. eﬁ_S;nqupre;‘fthﬁ lo gue su esterilidad es

comprobada.

A los donadores después entreogar su muestra v pasar el control
a2 que son sometidos, se les llevan a cabo estudios bacterioldgicos
y qenéticos para corroborar el buen estado de 1las muestras.
Solo las muestras que presentaron una excelente calidad fueron
utilizadas para ser cangeladas, como lo observamos en el cuadro
2.

Al descongelar las muestras se observdgue tanto la vitalidad como
la movilidad disminuveron notahlemente (Chiadrn 3). Siendo del
V% al 40% la movilidad que nos indica, que si la muestra no
tiene 1la calidad adecuada el porcentaje de recuperacion de
espermatozoides moviles podria no alcanzar el minimo requerido

para hacerse la inseminacion.
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Enb‘IDS'cuadros 4'y 5 ‘observamos aue las pacientes aue pudieron
embarazarse aen 16: nriheros ciclbs de inseminacion, el -factor
masculino era realmente el prpblema. ‘y.en las pacientes que ‘a°
pesar de prosequir con las inseminééioneé'np loqrgron embarazarse

se observaron anormalidades en:sus grdficas de temperatura basal,

o presentaron  flujo gérvi:'—végiﬁal,que indicaba un proceso

infeccioso.

La  probabilidad fdeﬁ;‘ énéhitir una infeccidn por medio de la

muestra de semen criopreservadn es mucho menor gque la obtenida

por relaciones Sexuafl#-;T ~nnr el rantrnl de ralidad con que se

maneja dicha muestra.

La presente técpica es la indicada para ser utilizada en
parejas con factor masculino de esterilidad. El poder
criopreservar espermatozoides humanos nos permite poder inseminar
en el momento y con la frecuencia deseada en pacientes de la
Unidad de Biologia de la Reproduccidén. También es posible
estudiar 2 los donadores para evitar en gran medida que alguna de
las muestiras puedan causar algun proceso infectrn—cantaninso.

Criopreservadas puedan estar infectadas.

i



CITOLOGIA ESPERMATICA
% DE PACIENTES CON ALTERACION
ESPERMATICA

CUADRO 1

SR~

e T )

//////W

ol
124

711/1111/1LF
/4
e

AZOOSPERMIA 30%

"/ ASTENCSPERMI
NZCROSPERMIA 8%
ASOGIACIONES 2% TERATOSPERMIA 10% .

Fuente: Informacion Obtenida del HR.L.LA.L.M.
SERVICIO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA



MOVILIDAD ESPERMATICA
MUESTRA PRECONGELACION

CUADRO 2
ALTA 76% < .

Vi

AW/

/)

L5/ INMOVILES 10%

:
m
\

|
x\\

BAJA 5%
MEDIA 10%

Fuente: Informacion Obtenida del H.R.L.A.L.M.
SERVICIO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA




MOVILIDAD ESPERMATICA
MUESTRA POSTCONGELACION

CUADRO 3

AL

o -
R
£

y

R
@
<€
=
<€
18}

INMOVILES 40%

Fuente: informacion Obtenida del H.R.L.A.L.M.
SERVICIO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA



RESULTADOS :

77 INSEMINACIONES HETEROLOGAS CON SEMEN CONGELADO

JNSEMINACION No.

PACIENTE Mo. 1 2 3 a4 5 6 7  EMBARAZO NACIDOS UIV0S
i X H 3280
2 X H 3400
3 X
q X ? 3860
2 X
6 X
I'4 X
8 X H 32060
9 X
16 X
11 X ¢
12 X H
13 X H
14 X
15 X
H.R.L.A.L.M.
BIOLOGIA DE_LA REPRODUCCION
I1.5.5.S5.T.E.



INSEMINACION INTRAUTERINA
CON SEMEN CONGELADO

_EMBARAZOS CUADRO &

5 4
CICLOS

— Series 1
Fuente: Informacion Cbtenida del H.R.L.A.L.M.
SERVICIO DE GINECOLQGIA Y OBSTETRICIA
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