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INTRODUCCION

A diferencia de otras especies, el espermatozoide de los mamiferos no posee la
capacidad para fertilizar al 6vulo inmediatamente después de ser eyaculado. Atin cuando
después de abandonar el tracto genital masculino 'ya ha adquirido movilidad y se
_encuentra morfolégicamente maduro; debe sufrir una serie de cambios metabolicos y
estructurales a nivel de la membrana plasmitica, que en conjunto se denominan
capacitacién espermdtica. Estos procesos fueron originalmente descritos por Austin ¥
Chang en 1951 después de las observaciones que hicieron en espermatozoides de conejo.
En estos primeros estudios se demostré que los espermatozoides que migran a través del
aparato genital femenino tienen mejor capacidad para fecundar que los que se encuentran
en el epididimo. Mas tarde estos hallazgos se han extendido a practicamente todas las

especies de mamiferos.

La capacitacién espermidtica implica una serie de cambios funcionales en la
membrana pl-asmzitica que preparan al espermatozoide para llevar a cabo la reaccién
acrosomal (Dentwood,1982). Bioquimicamente, la capacitacién espermatica se
caracteriza por un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmética,
disminucién en su contenido de fosfolipidos, colesterol y cambio de carga neta de la
membrana plasmitica (Dukelow,1971; Vaidya,1971). Funcionalmente estos cambios se
asocian con incremento del metabolismo de la célula y modificacién de su patron de
movimiento. La secuencia de eventos de que se compone la capacitacién espermatica se
inician desdé su paso por el epididimo ya que se ha podido demostrar que una variedad de
sustancias que son absorbidas en la superficie del espermatozoide durante la maduracion
espermdtica en este 6rgano son eliminadas o modificadas en el aparato genital femenino

(Yanagimachi,1981; Eddy, 1988).



La capacidad fecundante del espermatozoide de los mamiferos requiere de la
- expresion de diversas funciones, algunas de las cuales ain no han sido bien
" caracterizadas. Sin embargo, cuando el espermatozoide ha desarrollado su
capacidad total para la fecundacion, ya han ocurrido las modificaciones en la membrana
plasmitica descritas anteriormente asi como un cambio en ¢l patrén de movilidad. Las
evidencias actuales apuntan a la teoria de que existen diferentes vias a través de las cuales
el espermatozoide de los mamiferos puede iniciar la capacitacién espermatica pero uno de
los eventos finales parece ser la fosforilacién de proteinas en la region de la cauda

(Garbers y Kopf ,1980; Lindemann y Kanous,1989).

La capacitacién espermatica ocurre fisiolégicamente en el aparato reproductor
femenino pero puede lograrse in vitro por diferentes métodos de laboratorio entre los que
se incluye la filtracién en gel, columnas de fibra de vidrio o matriz de dcido hialurénico y
la_cit(;sedimentacién. Estos tienen en comiin que eliminan el plasma seminal, por lo que
se ha considerado que existe algln factor en el que ¢l plasma seminal se asocia a la
membrana plasmdtica del espermatozoide que inhibe el proceso de capacitacion
(Berger,1985). Después de que el plasma seminal es retirado, se requiere de un tiempo,
que es variable entre las especies y probablemente también entre los individuos, para que
se manifiesten las propiedades que conducen al incremento de la capacidad de
fertilizacion ( Ckeck y col, 1992 ).

Los métodos mas pricticos de separacidn de células espermaticas son los que se
basan en la citosedimentacion bien sea en medios asociados con albumina o en
gradientes de Percoll. (Ng-y col,1991}. En los primeros se realiza la capacitacion
espermética mediante la incubacién de los gametos masculinos en soluciones balanceadas
que contengan concentraciones apropiadas ;ie componentes similares a las del fluido del
oviducto (Yanagimachi,1994; Quinn,1985). La presencia de tales componentes juega un '
papel importante en los procesos de la capacitacion como es el caso del albimina que es
responsable de remover el colesterol de la membrana plasmitica del espermatozoide

(Davis, 1976; Go y Wolf,1985). Ademas existen evidencias que sugieren que la albimina



estabiliza las mcmbranas- plasmatica y acrosomal extema del espermatozoide humano
(Vilianueva y col,1993). Recientemente se ha apoyado con abundante bibliografia que los
métodos de laboratorio que se basan en la separacion en gradientes de Percoll son mas
eficientes y dejan células que son funcionalmente mejores. Sin embargo, todos los
métodos en los que se emplea la citosedimentacién pueden causar dafios irreversibles
para el espermatozoide. (Aitken y Clarkson,1987; Alvarez y col,1987; De Lamirande y
Ganong,1992,1995). han demostrado que la centrifugacién induce la formacion de
especies de oxigeno reactivo (ROS) que pueden dafiar la membrana plasmatica del

espermatozoide y reducir la capacidad de union con el 6vulo.

Uno de los indicadores directos de la capacitacién espermatica es la expresion de
un patrén de movimiento diferente llamado hiperactivacion, ¢l cual se caracteriza por
movimientos flagelares vigorosos, Este patron de movimiento también ha sido descrito
con otros nombres como son: “fase de transicién”, “helicoidal” y “latigazo” entrc otras
(Mortimer,1990 y éurkman,l?f)l). Este patrén de movilidad implica un desplazamiento
lateral amplio de la cabeza y oscilaciones de baja frecuencia de la cauda que provocan un
desplazamiento menos lineal, incrementdndose el movimiento curvilineo del
espermatozoide. Teleologicamente este patrén de movilidad tendria como finalidad que la
célula masculina no se alejara del vulo y se incrementara la posibilidad de contacto entre
los dos gametos. Recientemente se ha incorpotado la tecnologia del andlisis de
imagen por computadora en el estudio de la hiperactivacién del espermatozoide ya que
este nos permite la medicién de las caracteristicas seminales relacionadas con la

capacidad fecundante del espérrﬁatozoide (Diaz y col,1995). .

En el presente trabajo se pretende analizar el efecto de Ia preparacién in vitro de
semen sobre las caracteristicas cinéticas del espermatozoide: indice de movilidad (IM),
velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea recta (VSL), amplitud de desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH), frecuencia de batido del flagelo (BCF) y los indices de
rectitud (STR) y linearidad (LIN) antes y después de la capacitacién in vitro y su relacion

con ia sobrevivencia del gameto masculino.



ANTECEDENTES

La membrana del espermatozoide juega un papel importante durante la maduracién
en el epididimo y su transito a través del tracto genital femenino para que se lieve a cabo
la fertilizaciéon. Estudios ultraestructurales han demostrado que la apariencia y
configuracién topogrifica de la membrana plasmética del espermatozoide se altera

durante la maduracién del epididimo (Ajay y col,1991).

Después de la maduracion epididimaria, los espermatozoides de mamiferos deben
sufrir la capacitacién y la reaccién acrosomal antes de que se pueda llevar a cabo la
fecundacién (Austin,1952; Yanagimachi, 1981; Eddy, 1988). Enla capacitacién como en
la reaccion acrosomal la membrana plasmitica del acrosoma juega un papel importante.
Es evidente que muchas secreciones de los componentes del aparato reproductor
masculino son absorbidos en la superficie del espermatozoide durante la maduracién
epididimaria y son subsecuentemente removidos o alterados durante la capacitacién

(Suzuki y Yanagimachi,1939).

Cuando los espermatozoides llegan al Utero se producen alteraciones que requieren
un periodo de permanencia en el aparato reproductor femenino para que se lleve a cabo la
fertilizacion. A este fenémeno se le ha denomiriado “capacitacion” , y fue descrita
originalmente por Austin y Chang, (1951 y 1952). La capacitacion fue originalmente
definida como el intervalo de tiempo de incubacion del esperma (tanto in vive como en
condiciones de in vitro) que se requiere para la maduracién funcional del espermatozoide
{ Chang ,1984 ). No conoce con exactitud 1a naturaleza de la capacitacion, per6 algunos
experimentos que se han efectuado en varias especics animales demuestran que los
esbermatozoidcs eyaculados deben permanecer un tiempo definido dentro del aparato
femenino o en condiciones especificas in vifro antes de poder atravesar las capas que
encierran al 6vulo. (Chang,1984) descubrié que cuando estos espermatozoides se

regresaban al plasma seminal perdian dicha facultad, pero la volvian a adquirir cuando



pasaban nuevamente al conducto femenino. Este efecto se atribuyd a un componente del
plasima seminal al que se le ha llamado factor de descapacitacion. De acuerdo con algunos
autores la capacitacion involucra un desenmascaramiento de sitios receptores o quizd una
remocion de una capa inhibitoria o estabitizadora de la superficie del espermatozoides y
al microscopio electrénico se ha descubierto que los principales cambio se presentan en la

estructura del mosaico de lipidos de la membrana. ( Evans y col, 1979; Hall y col,1991 )

Se ha demostrado que la capacitacién esta relacionada con cambios intracelulares
en la concentracién de iones como el Ca?* y Na HCO®, aumento de la fluidez de la
membrana plasmadtica y modificacion de la carga superficial de la célula. Estos cambios
pueden lograrse también si se incuban .espermatozoides en medios de cultivo formados

por soluciones balanceadas que contengan concentraciones apropiadas de electrolitos.

Entre los medios para la capacitacién se encuentra el medio HTF (Human Tubal
Fluid) que tiene una composicién idnica que se aproxima a la del fluido del oviducto
(Yanagimachi,1994). La presencia de tales componentes juega un papel importante en los
procesos de la capacitacian. Investigaciones realizadas en gametos de varias especies
sugieren que la albmina, el Ca ** y el NHCO? (Go y Wolf, 1985) son requeridos para la
capacitacién aunque Fraser (1981} y Ruknudin y Silver (1990) sugieren que la albimina
Se requiere para la reaccién acrosomal y no para la capacitacién . Se cree que.la albimina
¢s responsable de remover el colesterol de la membrana plasmatica ( Davis, 1976, 1980;
Go y Wolf, 1985). También existen evidencias que sugieren que la albimina estabiliza la
membrana acrosomal externa del espermatozoide humano e incrementa la viabilidad de
esta ¢élula. (Villanueva y col,1993). Se tiene reportes de que la albGmina es requerida
para la induccién de la reaccién acrosomal en espermatozoides de hamster (Lui y

Meized, 1979).

Los eventos centrales de la capacitacion espermitica ocurren en las membranas

acrosomal interna y externa. Algunos de los que se han descrito son cambios en la



concentracién de iones durante el tiempo de la capacitacion, asi como cambios en las
concentraciones de nucledtidos ciclicos, consumo de oxigeno del espermatozoide y la
fosforilacién de las proteinas en la cauda. Estos cambios estdn implicados en varias
funciones incluyendo la iniciacién y mantenimiento de la movilidad (Garbers y Kopf
1980; Tash y Means, 1983; Lindermann y Kanous, 1989; Yanagimachi, 1994), induccion
de la reaccidén acrosomal (Kopf y Gerton , 1991) y capacitacién (Stein y Frase , 1984;
Monks y col,1986 ). La fosforilacién de los residuos de tirosina de una proteina
especifica del espermatozoide que tiene un peso molecular aproximado de 80 kD también
ocurre durante la capacitacion { Duncan y Fraser, 1993j aunque la correlacion de la causa

y efecto entre los dos eventos no esta bien definido.

En el pasado se consideraba que la reaccion acrosomal era el tnico indicador de
que [a capacitacién espermatica se habia llevado a cabo, sin embargo, Bedford (1983),
Chang (1984) y Yanagimachi (1981) estén de acuerdo que la movilidad hiperactivada es
una de las formas como se expresa la capacitacion espermitica. Evidencias presentadas
por Fleming y Yanagimachi (1982) y Fraser (1981) indican que existen varios tipos de
movimiento en el espermatozoide y que algunos de ellos son necesarios para que ocurra

la penetracién de la zona pelicida.

La movilidad hiperactivada del espermatozoide fue inicialmente reconccida en
1969 por Yanagirﬁachi y Gwatkin y desde entonces ha sido descrita en varias especies de
mamiferos { Visconti , 1995 ). El movimiento que presentan los espermatozoides
hiperactivados se caracteriza por ser extremadamente vigorosos con amplias curvaturas
flagelares, lo que conduce a una menor progresion y a un amplio desplazamiento lateral
de la cabeza. Trabajos recientes han demostrado que puede haber relacién entre
hiperactivacién y el porcentaje de fertilizacién in vitro. Coddington y col (1984 )
fueron los primeros en.observar que los espermatozoides humanos preparados para la
fertilizacion in vitro expresan este tipo de movimiento. Estas observaciones se hicieron de
manera subjetiva al valorar la movilidad del gameto masculino, pero a partir de 1986

todos los reportes de hiperactivacién  en espermatozoides humanos durante la



capacitacion se han hecho en estudios en los que se han usado métodos de analisis

computarizado.( Burkman 1991,Davis 1992, Diaz y col 1995).

La mayoria de los métodos empleados para la capacitacién espermdtica en
muestras de humano requieren de la centrifugacién para separar los espermatozoides del
plasma seminal (Makler y col,1984; Gorus y Pepellers,1981; Berger y col, 1985 ). Estos
métodos pueden causar dafio irreversible al  espermatozoide lo cual se traduce en
disminucién de la capacidad de fertilizacion. (Aitken y Clarkson, 1988, Mortimer,1991).
A la fecha han aparecido diversas publicaciones en las que se reportan los resultados de
estudios en los que se- comparan los diferentes métodos de separacién de
espermatozoides méviles (Berger v col, 1985:Check y col ,1992 ; Matsuoka y col, 1995,
Ng y col,1991 ). En estos estudios se han reportado los pros y contras de cada uno de
ellos y se ha sugerido que algunos de ellos podrian tener efectos deletéreos sobre la
funcionalidad del gameto masculino (Aitken y Clarkson,1987). Diferentes funciones
espermiticas parecen alterarse con el procesamiento in vitro para los métodos de
reproduccién asistida. Algunas dc estas podrian relacionarse con reduccion en la
capacidad de unién a la zona pelicida (Aitken y Clarkson, 1988),

. El efecto deletéreo de estos métodos de_preparacién de semen parece estar
relacionado con la generacion de radicales libres que ocurre como consecuencia de la
centrifugacién. Debido que la membrana plasmitica del espermatozoide tiene un el alto
contenido de 4cidos grasos polisaturados es muy sensible para la oxidacién y en
consecuencia para la produccién de especies de oxigeno reactivo ( ROS ) y anibn
superoxido ( 0%). Los efectos de las funciones del espermatozoide que resultan de los
métodos de separacidn parecen estar asociados con la peroxidacién de lipidos ( Aitken
y Clarkson, 1987; Aitken y col,1993; Alvarez y col, 1987; De Lamirande y Gagnon,
1992). )

.La forma como finalmente podria expresarse el dafic membranal del
e;c.pennatozoide con los métodos de preparacién in vitro, ademés de la posible alteracién

en la fusogenicidad de la membrana plasmitica, serian las alteraciones en el patrén de



movimiento y en la viabilidad de esta célula. Existen evidencias en ambos sentidos ya gue
como se ha planteado anteriormente la capacitacion espermatica in vitro induce cambios
especificos de la movilidad. Por otra parte se ha documentado que la reaccion acrosomal
(cambio membranal en una zona especifica del gameto) se asocia con disminucién de la

viabilidad de la célula,



JUSTIFICACION

En los Gltimos afios s¢ han desarrollado técnicas para ¢l estudio y tratamiento
del hombre con problemas de infertilidad que han dado un impulso extraordinario a la
~ especializacion en reproduccion y en particular al conocimie;nto intimo de la fisiologia y

patologia del proceso reproductivo,

Se han empleado muchos métodos de preparacién de semen disefiados
especificamente para lograr la hiperactivacién de espermatozoides, sin embargo es
evidente que los métodos de preparacién de semen para la reproduccion asistida no son
los ideales dado que durante el procesamiento del semen en ¢l laboratorio puede ocurrir
dafio a las membranas del espermatozoide. Esto parece éstar asociado a la formacion de
radicales superdxido durante la centrifugacion que se emplea en todos los métodos.

La investigacién en esta drea de la reproduccion humana sigue siendo de gran
importancia debido a que la Unica alternativa real con la que cuentan los hombres
infértiles que tienen semen anormal es la fertilizacién ‘in vitro y la micromanipulacion de
gametos, procedimientos ambos que tienen un costo muy elevado y ofrecen cifras de
éxito bajas. Una de las lineas de investigacion que podria conducir a mejorar la tasa de
éxito de los métodos de reproduccién asistida en el caso de pacientes con alteraciones
seminales es intentar mantener una cuota constante de espermatozoides en el sitio de la
fertilizacion tanto en condiciones in vivo (inseminacién artificial, GIFT) como en la
fertilizacion extracorpérea (FIVTE). Para tal efecto deberia poder decidirse la frecuencia
de inseminacién en funcién de la viabilidad de los gametos masculinos y de la sobrevida
del 6vulo. Aunque existen diversas formas de valorar la viabilidad de los
espermatozoides in .virro por medio de los colorantes supravitates, una forma
probablemente mas funcional es definirla en relacién a la movilidad de los
espermatozoides.

Uno de los aspectos que debe analizarse en cuanto a los efectos de la

preparacién seminal para la reproduccion asistida es el impacto de las diferentes técnicas



en la movilidad y en la supervivencia del espermatozoide dado que, a partir de reconocer
los cambios que ocurren en estas propiedades de la célula germinal masculina, podria
identificarse algin método que ofreciera ventajas para ¢l manejo de los gametos

masculinos.
OBJETIVO GENERAL

Analizar la cinética y sobrevida de espermatozoides humanos separados por los
métodos de swim-up con medio HTF sin albimina y swim-up con medio HTF con
alblimina al 10%.
OBJETIVOS PARTICULARES

Describir las caracteristicas cinéticas del espermatozoide antes y después de la
preparacidn seminal, por medio del andlisis computarizado (VCL, VSL, LIN, STR, ALH

y BCF).

Comparar la viabilidad a 24 horas de espermatozoides méviles separados por

los métodos de swim-up con medio de HTF sin albiimina y swim-up con albimina al 10%
Analizar en forma comparativa la integridad membranal y acrosomal de

espermatozoides antes y después de la capacitacién espermatica in vitro por los métodos

de swim-up con medio de HTF sin albiimina y swim-up con albimina al 10%
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HIPOTESIS 1

Debido a su efecto protector en la membrana plasmatica del espermatozoide,

- los medios de preparacion de semen que contienen atbumina al 10% ofrecen mejores
condiciones para la separacién de la fraccién mévil de células para la reproduccidn
asistida. Esto se puede corroborar por medio de una prueba de viabilidad de
espermatozoides en la que se de{nuestre_ que la sobrevivencia de células separadas por

centrifugacion en medios con estas caracteristicas es mayor que con otros medios.

HIPOTESIS 2
El efecto protector de los medios de separacion que contienen albimina a una

concentracién del 10% se manifiesta en la calidad de! movimiento de los espermatozoides

principalmente en incremento de la velocidad curvilinea,

11



METODOLOGIA

ANALISIS SEMINAL

COMPUTARIZADO
SWiM-up
ALBUMINA

ANALISIS
OMPUTARIZADOQ

Fig.1. Diagrama de flujo de la metodologia
Anzilisis seminal

Se analizaron 15 muestras de semen con caracteristicas normales de acuerdo a
los criterios propuestos por la OMS (1992).Concentracién >20X10° espermatozoides por
mL, movilidad >50%, movilidad progresiva rdpida >25%. Las muestras fueron obtenidas
en recipientes de plastico no toxico después de un periodo de abstinencia sexual de 3-6
dias y posteriormente incubadas a 37°C hasta que ocurié la licuefaccidén. Posteriormente
se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas y se registraron los siguientes datos:

aspecto, color, volumen, viscosidad y pH.

El analisis seminal es el estudio basico del laboratorio que comprendé la

evaluacién fisicoquimica y microscopica del semen. La primera nos da informacién

12



importante sobre la contribucién secretora de las glandulas sexuales accesorias. La
segunda refleja la funcion espermatogénica, asi como la presencia de otros tipos
celulares como leucocitos, células inmaduras, bacterias y zonas de aglutinacion que dardn

indicios sobre algin proceso infeccioso o inmunolégico.

La tecnologia del video y la computacién nos ha permitido seguir la trayectoria
de cada espermatozoide y, por lo tanto, calcular ciertos pardmetros que caracterizan la
“cinemética” (geometria dependiendo del tiempo) de su movimiento (Morales y
col.,1988; Mortimer,1990).

Las muestras seminales se analizaron con ayuda del analizador automatico de
semen Hamilton-Thorm IVOS 2000 segim se describe a continuacion. Una alicuota de
13.5 uL de la muestra original se colocé en un portaobjetos de 25 x 75 mm con
cubrecbjetos de 24 x 40 mm. Una vez que se logrd el extendido, la muestra se revisé
para asegurarse de que se encontrara distribuida de manera homogénea y se colocd ¢n la
platina automdtica del equipo. La lectura de concentracién y movilidad se llevé a cabo
utilizando el Set A que ha sido prefijado con las siguientes condiciones: Tiempo de
lectura: 30 segundos; Contraste minimo: 7; Tamaiio minimo: 5; ventana de tamafio: 0.5-
1.8; ventana de intensidad: 0.4-1.6; Tamafio de cabeza de espermatozoide inmévil: 10;
Intensidad de espermatozoide inmévil: 20; valor medio de velocidad progresiva: 15;
valor minimo de la velocidad progresiva: 5. Todas las lecturas se realizaron en 5 campos
seleccionados al azar, en un minimo de 30 exposiciones y con una velocidad de
adquisicion de 60 Hz, condiciones que fueron previamente estandarizadas e¢n el

laboratorio de Andrologia { Diaz y col.,1995 ).

Bajo estas condiciones experimentales se registraron los siguientes pardmetros
de movimiento de los espermatozoides: Velocidad curvilinea (VCL), velocidad en linea
recta {VSL), amplitud de desplazamiento lateral de la cabeza (ALH), frecuencia de
batido del flagelo (BCF) y los indices de rectitud (STR) , linearidad (LIN), e indice de
movilidad (IM).
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A: movilidad progresiva rdpida y lineal
B: movilidad lineal o no lineal lento
C: movimiento no progresive

D: inméviles

IM : % movilidad A +% movilidad B
100

VYCL: velocidad curvilinea ( pm/ s). Velocidad ( tiempo promedio )de una cabeza de

espermatozoide en su trayectoria curvilinea real.

VSL: velocidad en linea recta ( pm/ s). Velocidad ( tiempo promedio ) de una cabeza de

espermatozoide en su trayectoria rectilinea entre su posicién inicial y final,

ALH: amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza ( pm ). Es la magnitud del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide con respecto a su trayectoria
espacial.

BCF: frecuencia de batido del flagelo. frecuencia de cruce ( veces/ s). Promedio de la
frecuencia ( en el tiempo) con que la trayectoria curvilinea del espermatozoide cruza la
trayectoria espacial media.

STR: rectitud ( % ) . Linearidad de la trayectoria espacial promedio VSL/VAP.

LIN: linearidad ( % ) Linearidad de ta trayectoria curvilinea VSL/VCL.
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La fecundacién de gametos in vitro se convirtid en un método til cuando se
logré capacitar a los espermatozoides fuera del utero con ayuda de diferentes soluciones
estimuladoras como: solucién de Alsener, Thyrode, Thysa, Eagle, Medio HAM F10,
HAM, F12 y HTF(liquido folicular tubdrico) ( Roger, 1978; Quinn,1985 )

La capacitacién espermdtica in vitro requiere los siguientes pasos:

1) Lavado: Durante esta etapa se logra eliminar el plasma seminal en el que es probable
existan factores que de alguna manera afecten la calidad del semen, asi como
componentes que se adhieren al espermatozoide que en etapas posteriores afectarén la

fecundacién.

2) Capacidad estimuladora: Las diferentes soluciones utilizadas en la capacitacion
espermitica muestran una capacidad de estimulacion en la movilidad aunque se
desconocen los verdaderos mecanismos estimuladores, se cree pueden deberse a : efecto
de dilucién , eliminacién de factores bloqueadores o toxicos en la etapa del lavado, por ta
adicién rica de nutrientes, escasos en el semen o bien la adicion de algin factor

estimulador.

3) Seleccién: Los espermatozoides morfologicamente normales y con mayor grado de
movilidad son los que ascienden a la superficie del medio en tanto que los de menor
movilidad y morfolégicamente anormales quedan en el fondo junto con leucocitos,

células inmaduras, epiteliales asi como detritus celulares.
Las técnicas de capacitacion de los espermatozoides empleadas fueron :

Centrifugado y swim-up con HTF (Fluido Tubarico Humano)y Centrifugado y swim-up

con Albimina humana al 10% .
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Centrifugado y swim-up con HTF (fluido tubdrico humano): Se coloco el semen en
tubos conicos de 13 X 100 mm con un volumen igual al medio HTF( Fluido tubarico
humano)} se homogeneiz6 la muestra y se centrifugd a 1200 rpm durante 7 minutos,
posteriormente se retiré ¢l sobrenadante y a la pastilla se le adicioné 0.5mL de medio
HTF con el tubo inclinado en un dngulo de 45°C se incubé treinta minutos, transcurrido
ese tiempo se separ6 aproximadamente el 70% de sobrenadante y se transfirié a otro
tubo. Este se homogeneizé para tomar 8.0 pl. de muestra en un portaobjetos de 25 X 75

mm con cubreobjetos de 24 X 40 mm y se valoraren los pardametros de movilidad.

Centrifugado y swim-up con albimina humana al 10%: Se mezclé un volumen igual
con albimina al 10%, (suplementado con HTF)en un tubo cénico de 13 X 100 y se
centrifugaron a 1200 rpm durante 7 minutos, el sobrenadante fue desechado y a la pastilla
se le adiciond 0.5 ml. de medio con albimina al 5 % con el tubo inclinado en un dngulo
de 45° C, se incubaron 30 minutos, transcurrido ese liempo se separd aproximadamente el
70% de sobrenadante colocdndolo en otro tubo, los espermatozoides contenidos en esta
fraccion fueron los que presentaron mayor movilidad. Se tomaron 8ul. de la muestra y

se analizaron los pardmetros cinéticos como se describié anteriormente.

La viabilidad del espermatozoide capacitade por los dos métodos se realizd
valorando los pardmetros de cinética del espermatozoide a las 24 horas de haber sido
capacitado in vitro , la muestra se ajusté a 20 millones por mL, se homogeneizo y se
tomaron 8 pL de la muestra en un portaobjetos de 25 X 75 mm con cubreobjetos de 24 X
40 mm.

Esta prueba se basa en valorar la viabilidad espermitica a las 24 horas de ser
capacitadas las células cuyo valor promedio de viabilidad dependera de su integridad y
funcionalidad membranal factores indispensables para el metabolismo espermitico

. (Check,1992).
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El grado de disminucién en la movilidad total encontrada a las 24 horas nos
indica de una manera indirecta el grado de alteracion en la integridad y funcionalidad

espermatica.

Para evaluar la integridad funcional membranal se emples la prueba
hiposmética de Jeyendran (1984). Esta prueba estudia de m@era indirecta la integridad
anatomofuncional de la membrana plasmatica de los espermatozoides en relacién al
transporte selectivo de moléculas de bajo peso. Jeyendran en 1984 demostrd que cuando
¢l espermatozoide se somete a condiciones hiposmética de flujo acuoso atraviesa la
membrana, si ésta se encuentra integra, originando un aumento de volumen,
fundamentalmente en el flagelo que parece ser la porcion mas susceptible a este
fenomeno. Mientras que los espermatozoides con alteraciones estructurales dejan pasar

libremente el agua en ambas direcciones sin alterar su forma.

Esta prueba valora el porcentaje de espermatozoides que presentan integridad

funcional de membrana al ser sometidos a condiciones hiposmética.

Prueba hiposmdtica

Se preparar6 una solucién que contenia fructosa 0.15 M y citrato de sodio 0.05
M (150 mOsm) a la que se denominé solucién hiposmética . A 1 mi de esta solucidén se
agregd 100 pL del preparado de espermatozoides incubindose 30 minutos a 37°C en
bafio Maria. Después de este periodo se colocé una alicuota de 10 pL en portaobjetos de
25 mm con cubreobjetos de 22 x 22 mm y se analizé de manera indirecta (enrollamiento
del flagelo) la acumulacién de agua dentro del espermatozoide. En total se contaron 100
espermatozoides restando a esta cuenta el valor de la muestra inicial para obtener los

valores de respuesta especifica.
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VALORES NORMALES

Normal: mayor del 60% de encurvamiento del flagelo
Dudose: 50-60% de encurvamiento del flagelo
Anormal: menor del 50% de encurvamiento del flagelo

A B C D

Lelis

Fig. 2. Representacién esquemdtica de la integridad funcional de la membrana del
espermatozoide humano al ser sometido a condiciones hiposméticas. A espermatozoide
con membrana funcional alterada (deja pasar libremente el flujo acuoso); B, C, D, E,
F, G, muestra los diferentes tipos de encurvamiento del flagelo (de esta manera se
observa el flagelo de los espermatozoides cuando su membrana se encuentra integra,
ya que no deja pasar libremente el agua, provocando asi hinchazén del flagele que es
la porcién mas susceptible a este fenémeno).

El acrosoma ocupa las 2/3 partes de la cabeza anterior del espermatozoide. Estd
constituida por 4 membranas: la plasmitica, acrosomal externa, acrosomal interna, y la
nuclear. Contiene un gran nimero de enzimas como la-hialuronidasa que desdobla el
4cido hialurdnico de las células del cumulus oofurus y la acrosina que actda sobre las

glucoproteinas de la zona pelicida del ovocito.



La reaccidn acrosomal es un proceso dependiente del calcio que involucra la
fusion de la membrana plasmdtica con la membrana sacrosomal externa con la
subsiguiente liberacién de enzima hialuronidasa, forméndose invaginaciones para
posteriormente desaparecer y dejar expuesta la membrana acrosomal interna que libera
acrosina este proceso tiene lugar en condiciones fisiolégicas mientras el espermatozoide

atraviesa la capa del camulus.

Por este motivo es indispensable que tanto ¢l semen fresco como el capacitado
contenga un nimero adecuado de espermatozoides con acrosoma integro capaces de
realizar la reaccién acrosomal y de esta forma se Ileve a cabo la fertilizacién.( Zanevel,

1986).
Integridad acrosomal

La integridad acrosomal se valoré empleando el método de la triple tincién de

(Talbot y Chacon 1981). Una alicuota de semen se incubd en una solucion de azul tripin

al 2% durante 15 min. a 379 C. Posteriormente se fijé durante una hora con I ml de
glutaraldehido al 3% en buffer de cacodilato de sodio (.1 M, pH 7.4 y se centrifugé 5
minutos a 1200 rpm. Se separé el sobrenadante y se agregd buffer fosfosalino (PBS 0.1
M, pH 7.4) para climinar el exceso de colorante. El paquete celular obtenido se
resuspendid para hacer un frotis que se dejo secar a temperatura ambiente y se se realizd
una tincién (éon café Bismarck (0.8%) y rosa de Bengala (0.8%). Al final de este proceso
se contaron en el microscopio de campo claro con el objetivo de 100 x un total de
100células en las que se definen las células muertas (teiiidas en azul), acrosomas reactivos
(tefiidos en café en la regién acrosomal} y acrosomas intactos (tefiidos de rosa en la regién
acrosomal). Un valor mayor o igual al 75% teflidos de color rosa en Ia region acrosomal

indica un niimero adecuado de espermatozoides con membrana intacta.
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W Aazut W RosA (J CAFE  [] TRANSPARENTE
Espermatozoides con acrosoma integro Espermatozoides acrosoma reactivo
A B

Fig 3. Muestra esquemdticamente la integridad acrosomal del espermatozoide
humano. A) espermatozoides con acrosoma intacto, B) espermatozoides con acrosoma
reactivo.

VALORES NORMALES

% de espermatozoides con integridad acrosomal : 75%
% de espermatozoides con acrosoma reactivo :  25%

Valores fuera de estos rangos nos indican una integridad membranal acrosomal

“alterada que puede estar asociada a una disminucién en la tasa de fertilidad.

ANALISIS ESTADISTICO

Se les realizaron medidas estadisticas descriptivas a ambos métodos y las
diferencias entre ambos procedimientos se analizaron con la prueba ¢ pareada con nivel
a<.05
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RESULTADOS

Los resultados de los dos métedos de preparacién seminal de 15 muestras de
semen sobre la movilidad espermitica se presentan en la tabla 1. Los valores basales de
movilidad progresiva (IM), VCL y VSL fueron rcspecti.vamente 0.60 £ 0.06, 60+ 9.13,
17.1 £5.67.

Estos valores se modificaron con los procedimientos de separacidn,
aprecidndose que el indice de movilidad disminuyo en forma significativa cuando se
utilizé la separacién por centrifugacién en medio HTF, comparado con las separacidn en
albimina al 10%.

PARAMETROS DE

MOVILIDAD _
M 0.61 +0.08 [EERCEEWIN o 47+ o.11
VCL i 632+ 7.13 EERSVATORN 57.1+ 6.59
VSL _ N 121+ 313 [REECa kN 914+ 295
LIN 2 159+ 3.4 BT T AR 1564302
STR SRR 537+ 438 QRN S ;. 504
ALH BN 2.5+ 0.79 RO 1.94 +0.55
BCF B 455+ 453 JICIENNENN .3 . 5.30

Tabla 1. Caracteristicas cinéticas de espermatozoides antes y después de la preparacién
seminal con diferentes métodos. Los valores corresponden a la media + D.E. de un tota]

de 15 muestras seminales de diferentes individuos.
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INDICE DE MOVILIDAD
POST-CAPACITACION

0.8

0.7

0.5

0.4

PORCENTAJE

0.3

0.2

0.1 §

BASAL °TF ALRUMINA

ESTADO DEPREPARACION ;

——— e ———— -

Grifica I. Indice de movilidad post-capacitacidn.

Resultado de la preparacion seminal con albimina al 10% y medio de cultivo
HTF. Los resultados corresponden a un total de 15 muestras seminales. La separacién en
albiimina al 10% se relacioné con una mayor viabilidad de espermatozoides que el

procesamiento con HTF (0.61 £ 0.08 vs 0.68 +0.08; p=0.02).

En relacién al IM a las 24 Hrs post-preparacién se hicieron evidentes
diferencias entre los métodos utilizados.Tomando este indice como sinénimo de
viabiliddd funcional de los espermatozoides, los resultados de la separacién con alblimina

al 10% (0.54 +0.09; p=0.04) fueron mejores que el procedimiento con HTF (0.47 £0.11).
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INDICE DE MOVILIDAD
VIABILIDAD A LAS 24 HRS

0.7

* PORCENTAIE

ESTADO DEPREPARACION

Grdfica 2. Indice de movilidad a las 24 hrs.

VELOCIDAD EN LINEA RECTA
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0 -r
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BASAL HTF ALBUMINA - HY¥ ALBUMINA

POST-CAPACITACION VIABILIDAD A LAS 24 HRS

ESTADO DEPREPARACION

Grdfica 3. Velocidad en linea recta.
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También se observd disminucién importante en la VSL cuando se compararcn
los valores basales con los que se obtuvieron posterior a la separacion. La separacién con
ambos métodos mostraron diferencias significativas, con HTF la velocidad en linea recta
fue p=0.006 y con albimina al 10% p=0.005. En el estado post-capacitacién no se
encontraron diferencias significativas en ambos métodos p=0.04 y de igual manera a las

24 Hrs( p=0.08)

MICROMETROS/SEG

BASAL BTF ALBUMINA Ty ALBUMINA
POST-CAPACITACION VIABILIDAD A LAS 24 HRS

ESTADO DEPREPARACION

L

Grdfica 4. Velocidad curvilinea.

Resultado de la preparacién seminal con albiimina al 10% y medio de cultivo
HTF. Cuando se compar el estado basal con ambos métodos en el estado post-
capacitacidén no se encontraron diferencias HTF p=0.15, albiimina al 10% p= 0.24. Al
analizar la VCL en forma inmediata a Ia separacion se observé que esta fue menor en los
especimenes que se separaron con albiimina que en los que se separaron con HTF
p=(0.2). A las 24 Hrs se observé que la separacién en ambos métodos no mostraron

diferencias estadisticas (p=0.33).
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FRECUENCIA DE BATIDO DEL FLAGELO

a0
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. BASAL arF ALBUMINA HTF ALRUMINA
i POST-CAPACITACION VIABILIDAD A LAS 24 HRS

i ESTADO DEPREPARACION

Grifica 5. Frecuencia de batido del flagelo,

Los resultados de Ia preparacién seminal con albimina al 10% y medio de
cultivo HTF ¢n la frecuencia de batido del flagelo (BCF) solamente se encontraron
diferencias cuando se compararon los valores basales con las muestras post-capacitacién
(p< 0.0001). A las 24 Hrs. de la separacién de los espermatozoides no se encontraron
diferencias estadisticas.

Resultados de la preparacién seminal con albiimina al 10 % y con medio de
cultivo HTF. En la amplitud y desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) no se
encontraron diferencias estadisticas cuando se compararon con los pardmetros basales, en
el estado post-capacitacién no se encontraron diferencias en ambos métodos p=0.07 y a

las 24 Hrs. de la separacién tampoco se mostraron diferencias significativas.p=0.4
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AMPLITUD Y DESPLAZAMIENTO
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Grifica 6. Amplitud y desplazamiento lateral de la cabeza.

LINEARIDAD

30

25 $—

20

PORCENTAJE

o 10

)
l BASAL .  °TF . ALBUMINA R ALBUMINA
! POST-CAPACITACION  VIABILIDAD A LAS 24 HRS

ESTADO DEPREPARACION

Grdfica 7. Linearidad.
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Los resultados de la preparaciéon seminal en ambos métodos sobre el
parimetro de linearidad no mostré diferencias en el estado post- capacitacién excepto,
cuando se compararon con los valores basales p<0.0001) y a las 24 Hrs. tampoco se

encontraron diferencias p=0.15.

RECTITUD

70

l 60 1—]

50 1+

40 +—

30 —3

PORCENTAJE

20 +—

10 {—

'

I
BASAL HTF ALBUMINA oTF ALBUMINA
POST-CAPACITACION VIABILIDAD A LAS 24 HRS

ESTADO DE PREPARACION

Grdfica 8. Rectitud

El resultado de la preparacién seminal sobre el parimetro de rectitud con
albimina al 10% y medio de cultivo HTF. No mostré diferencias significativas posterior a
su separacién p=0.3, excepto cuando se compararon con los valores basales p<0.0001). A

las 24 Hrs. No mostraron diferencias p=0.1
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PRUEBA HIPOSMOTICA

|
100 !
920 .
T
80 T I
E 70
E [3)]
&0
E 40
., Q9 '
oA 3
! 20
' 10 :
0
: BASAL
i
ESTADO DEPREPARACION

Grdfica 9. Prueba hiposmdtica.

Resultado de la prueba hiposmética con albimina al 10% y medio de cultivo
HTF. Los resultados corresponden a un total de 15 muestras seminales. El impacto de la
separacién seminal también fue evidente en los ihdicadores de integridad de las
membranas del espermatozoide (prueba hiposmética, intégridad acmsﬁmal). Posterior a la
separacion por los dos métodos se encontrd un incremento én el porcentaje de células con
membrana plasmdtica ﬁxpciohal con diferencias significativas (p<0.001). El
procesamiento por el miétodo de albimina al 10% ofrecié mejores resultados que con el
HTF (p=0.016).Al comparar el.estado basal con ambos métodos reﬂejaron diferencias
p=0.001. ' |

Algo similar a lo anterior se encontrd cuando se compararon los resultados de
la preparacion seminal en cuanto al porcentaje de células con’ acrosoma integro. El
método de centrifugacién en medio HTF también dio valores bajos en este pardmetic y

fue menor que los que se encontraron en la separacién con albtimina al 10% (p<0.001).
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El estado basal comparado con las muestras post-capacitacién también mostr6 diferencias

p=0.001

INTEGRIDAD ACROSOMAL
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Grdfica 10. Integridad acrosomal

Los resultados de las medias de la integridad membranal y acrosomal se

encuentran en la tabla 2.

HTF

88.58 + 6.90

815 +2.53

Tobla 2. Estado de la integridad membranal y acrosomal antes y desp;ués de la
preparacion seminal con los dos métodos. Los valores corresponden a la media + D.E. de

un total de 15 muestras seminales de diferentes individuos.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Evidencias derivadas de los protocolos clinicos en el drea de la reproduccién
asistida indican que el mejoramiento de los méiodos de separacion de espermatozoides
moviles del semen llevan a un incremento en las tasas de FIV, por lo cual se ha buscado
incrementdr el rendimiento de los métodos de preparacién seminal (Paulson y Polakoski,
1977 Yener y col, 1990). El swim-up es el método mas usado en la seleccion de esperma
por ser el mas sencillo de realizar, sin embargo en el laboratorio de andrologia del
Instituto Nacional de Perinatologia se ha demostrado que este método no. solamente
produce bajas tasas de recuperacién sino que parece inducir alteraciones morfolégicas a la
membrana de] espermatozoide humano (Villanueva y col, 1993). En trabajos publicados
recientemente se ha reportado también que los métodos de separacion de esperma mévil
modifican de manera negativa una serie de marcadores de funciones esperméticas que se
encuentran relacionadas con la fertilizacidn (De Lamirande, 1991).

La mayoria de las alteraciones morfolégicas y funcionales que se producen
como resultado de la preparaciéon seminal pueden ser atribuidos al dafio que se produce
por la generacion de agentes oxidantes (Aitken, 1988). Este evento guarda una relacién
directa con el tiempo de la centrifugacién y con la fuerza centrifuga que se emplea e;n la
separacion de la fraccién mévil de espermatozoides.

Los métodos que se emplean regularmente en la preparacion de semen para la
reproduccion asistida tiene la posibilidad de dafiar a los espermatozoides debido a la
fuerza mecédnica de la citosedimentacion, lo cual a su vez estaria implicado en la
generacion. de radicales libres en una reaccion en cadena que culminaria con el dafio a un
nimero mayor de células.(De Lamirande, 1995; Ng, 1991 ).

En un estudio previo se ha demostrado que la separacién de espermatozoides
moéviles en medios que contienen concentraciones de albiimina mayores de las que se
utilizan habitualmente en los programas de reproduccion asistida parece tener un efecto

protector sobre la membrana plasmatica del espermatozoide. Esto podria explicarse tanto
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por el efecto protector que tiene la albimina en el dafio inducido por los radicales libres,
como por la reduccién del impacto mecanico de la citosedimentacién. (Villanueva y
coi,1993).

Uno de los métedos de preparacién seminal que se emplea cada vez con mayor
frecuencia en la reproduccién asistida es el método de separacion de esperma movil
utilizando un gradiente discontinuo de percoll del que se ha dicho que ofrece ventajas en
relacidn al método de swim-up en cuanto a su rendimiento. Sin embargo algunos datos de
publicaciones recientes plantean la duda de que sea ¢l mejor método de preparacidn
seminal debido a que se ha documentado que este también puede producir dafio
membranal (Check,1992 ) '

El objetivo del presente trabajo fue analizar la viabilidad de espermatozoides
moviles recuperados por dos métodos diferentes, debido a que nadie ha analizado
previamente la sobrevida de los espermatozoides comparando los métodos de preparacién
seminal, En este caso se eligi6 la viabilidad del espermatozoide como un pardmetro mas
fidedigno de la integridad anatémica y funcional de la membrana del espermatozoide y no
como habitualmente se analiza este indice espermatico. La razén para hacerlo de esta
manera es que como se ha demostrado previamente, ¢l dafio a la membrana plasmatica se
refleja en la movilidad. Por otra parte, la viabilidad espermética medida por tincicnes
supravitales, que solamente estudia la capacidad de la célula de excluir los colorantes, en

realidad mide la funcién de la permeabilidad idnica o de moléculas de bajo peso.

El tratamiento del semen por citosedimentacién con HTF se asocié con una
disminucién significativa de la viabilidad de los espermatozoides lo cual confirma los
datos que se han reportado anteriormente. En cambio los espermatozoides que se

prepararon con albimina al 10%, tuvieron una mejor sobrevivencia a 24 Hr.
Considerando que los resultados de la preparacién seminal utilizando albumina

al 10%, puede afirmarse con cierto indice de certeza que esta diferencia en la sobrevida

posterior a la preparacién seminal puede ser explicada por el impacto mecdnico de la
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centrifugacién en medios de cultivo con baja densidad (Diaz y €0l,1994). Sin embargo
existe la posibilidad como se ha reportado anteriormente que el papel que jucga la
albimina como un amortiguador/intercambiador de colesterol de la membrana permita la
estabilizacién de esta estructura celular y en consecuencia una integridad estructural y

funcional de las proteinas de la membrana plasmatica.

El modelo de la capacitacién espermética mas aceptado actualmente se basa en
el concepto de la modificacion en el contenido y proporcién de colesterol y fosfolipidos
de la membrana celular del espermatozoide. Este cambio puede ocurrir a través de
diferentes mecanismos bioquimicos en que se incluyen los cambios en el pH, la
remocién de colesterol por accion de lipasas, la activacion de la adenilciclasa por el

calcio etc.(Visconti, 1995).

La preparaciéon seminal con albtimina al 10% parece relacionarse con mejores
condiciones en cuanto a los pardmetros de movimiento de los espermatozoides como es el
caso de la velocidad curvilinea a las 24 Hr de la separacién. El hecho de que la VCL se
conserva solamente en los espermatozoides tratados con albiimina plantea la posibilidad
de que esta se relacione con una sobrevida funcional mayor de los espermatozoides que

la que se encuentra con la centrifugacién en medio HTF.

Diferencias similares a la anterior se demostraron al comparar otros indices de
funcionalidad espermitica como son la integridad membranal y acrosomat y la sobrevida -
de los espermatozoides. Se sabe que el indice de movilidad es mejor sensor de los
cambios en la viabilidad de las células. De hecho, parece ser €l que mejor correlaciona
con la capacidad fecundante. Tomado asi, el indice de movilidad fue mas alto con el
método de separacién que tiene una densidad mayor y aunque las diferencias no se
hicieron patentes en este estudio, se notd una tendencia a mayor sobrevida con el método

de albimina. Este Gltimo dato pudiera explicarse ya no solamente por el efecto protector
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de este medio durante la centrifugacién sino también por su reconocide efecto como
agente que previene el dafio originado por los radicales libres.

Los resultados de las pruebas indirectas de funcién de la membrana plasmdtica
e integridad acrosomal mostraron un comportamiento similar a los pardmetros cinéticos
de los espermatozoides. De acuerdo con nuestros datos, parece confirmarse que la
separacién en medio con albimina al 10% conserva mejor la estructura y funcién de la
célula espermitica que con ¢l método que se comparé. Nuevamente, en este la
explicacién de tal comportamiento podria ser que la centrifugacion en medios de alta
densidad protege a la membrana plasmética como se ha demostrado previamente y a la
reduccion de los efectos deletéreos de los radicales libres que se generan durante la

citosedimentacién. (Aitken,1988; De Lamirande,1995)

Es interesante notar que algunas evidencias presentadas en la literatura sugieren
que la albumina es un promotor de la capacitacién espermética lo cual podria también
explicar que el estado de hiperactivacién se alcanza inmediatamente después de la
separacion de la fraccién mévil y se sostiene a lo largo de 24 Hr. Aqui es importante
recalcar que a diferencia de lo que ocurrié con la separacién en el medio HTF, la
viabilidad de las células se conserva mejor cuando se separan ¢n albimina al 10%. La
separacion en HTF parece relacionarse con una induccién tardia de la capacitacion

espermatica in vitro.

Esta seric de diferencias es digna de tomarse en cuenta debido a que cuando se
realiza la inseminacion artificial fas células masculinas se depositan en el Utero después
de la separacidn y de ahi migran hacia la trompa de Falopio. Si las células se encontraran
inducidas en su estado de hiperactivacion, es de esperarse que la sobrevivencia de estas
en el aparato genital femenino seria menor, fenémeno que no solamente se demuestra en
nuestro estudio sino que también puede ser apoyatlo por publicaciones en las que se ha
indicado que espermatozoides capacitados estin expuestos a sufrir reaccién acrosomal

temprana con la consecuente pérdida de viabilidad.
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CONCLUSIONES

El significado clinico de estas diferencias no se puede identificar en este tipo de
estudios pero por el momento es importante considerar que el método de separacién de
espermatozoides moviles empleando albimina a concentraciox-les mayores que las que se
usan habitualmente en la reproduccién asistida es un métedo sencillo, no costeso, que
puede ofrecer resultados similares a los que se obtienen con la separacién por métodos

mas costosos.

Seria interesante en el futuro evaluar estos y otros métodos en cuanto a la
sobrevida a tiempos mas prolongados y a la capacidad de fusion membranal en el ensayo
de fertilizacion de Hamster. También es importante definir en estudios posteriores el
impacto de !a preparacién seminal con albiimina al 10% en muestras seminales anormales
y limitrofes debido a que es en este tipo de bioldgicos en los cuales los métodos de
separacidn tienen mayores efectos deletéreos.

De manera indirecta, queda implicito las evidencias presentadas en los trabajos
clinicos de fertilizacién in vitro por causas del factor masculino, en los que se ha
documentado repetidamente que para lograr tasas de fertilizacién semejantes a las de los
hombres con semen normal se requieren cantidades 10 veces ma);ores de
espermatozoides.

El estudio de los parimetros cinéticos del espermatozoide inducidos por la
manipulacién in vitro de es importante para disefiar mejores métodos de recuperacién de
espermatozoides para la reproduccién asistida basados no solamente en su movilidad sino
también en otras caracteristicas funcionales que son importantes cono la viabilidad.

El modelo de la capacitacién in vitro ofrece también la oportunidad para
estudiar los factores fisiolégicos a través de los cuales el espermatozoide humano
adquiere su capacidad fertilizante con el objeto de investigar nuevos métodos de control

de 1a fertilidad.
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