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Resumen

En la actualidad entre el 15 y 20% de parejas presentan problemas de fertilidad, de los
cuales el 50% de los casos se atribuye al factor masculino. Se ha informado en afios
recientes que la calidad espermatica es afectada por factores de diversa naturaleza entre
ellos la edad, genética, endécrina, nutricional, ambiental, trastornos genitourinarios e
infecciosos. Por esto, recurren a tratamientos de reproduccion asistida donde se ofrecen
medidas alternativas como el uso de semen de donantes de banco, el cual es sometido a
procesos de criopreservacion. El presente estudio se centrd en evaluar la calidad seminal
de muestras de pacientes con problemas de fertilidad y donantes de banco de semen, las
cuales fueron criopreservadas por técnica convencional y rdpida, ademads, el indice de
fragmentacion espermatico y el grado de apoptosis. EI seminograma mostré que el
proceso de criopreservacion disminuye los pardmetros de concentracidn, movilidad,
viabilidad y formas normales en comparacién con los datos obtenidos en la evaluacién en
fresco. Sin embargo, la criopreservacién rdpida logrd porcentajes mas altos en las
determinaciones realizadas que los medidos en la criopreservacién convencional. De igual
manera, se observé mejor calidad en muestras de donantes, posteriores al proceso de
congelacion en comparacion con las muestras de pacientes infértiles. El indice de
fragmentacion espermatico (DFI) se evalud por los métodos SCSA y SCD. Se comprobé que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre estos métodos de evaluacién
de DFI por lo que se pueden utilizar indistintamente. Se obtuvo que las muestras
criopreservadas por técnica convencional sufren mayor afectacién al ADN, mientras que
las criopreservadas por técnica rapida mostraron mejor potencial fertilizante. Este efecto
se observd tanto en muestras de donantes como en pacientes. El estudio de apoptosis
reveld porcentajes mas altos de viabilidad, bajos porcentajes de apoptosis y necrosis en
donantes cuando se congeld por técnica rapida, el mismo patrén se observé en pacientes.
En base a los resultados obtenidos, se concluye que la congelacién rdpida resulta mas
favorable para su utilizacion en clinicas de reproduccion asistida y se recomienda la

incorporacion de la evaluacién del DFI en el analisis seminal convencional.
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Introduccion

El proceso reproductivo es un acontecimiento muy complejo que representa para cada
individuo la posibilidad de perpetuar su especie a través de sus descendientes. La
reproduccidn es el evento mediante el cual se generan nuevos seres vivos a partir de los
organismos ya existentes. Por ello, es para el hombre como para el resto de organismos

vivos una necesidad (Velazquez, 2009).

La reproduccion depende de la union de los gametos femeninos y masculinos (células
reproductivas o germinales), que contienen un solo juego de cromosomas (haploides),
para formar un nuevo individuo con un numero doble de cromosomas (diploides). Los
sistemas reproductivos masculino y femenino estdn disefiados para permitir la unién del

material genético de los dos compafieros sexuales (Sherwood, 2011).

Los organos reproductores primarios o génadas, consisten en un par de testiculos en el
hombre y un par de ovarios en las mujeres. En ambos sexos, las génadas maduras realizan
una doble funcién: producir gametos (gametogénesis), es decir, espermatozoides y évulos
respectivamente, asi como secretar hormonas sexuales. Los espermatozoides son
producidos por los tubulos seminiferos, trasportados por un sistema de conductos desde
el testiculo al exterior para el proceso de fertilizaciéon. En condiciones normales, los
individuos de ambos sexos secretan tanto estrégenos como andrégenos. Los andrégenos
son los esteroides predominantes en el macho cuya funcién principal es estimular el
desarrollo de los caracteres sexuales masculinos, son producidos en las células
intersticiales de Leydig. Los estrégenos son las hormonas predominantes en la hembra,
son responsables de caracteristicas sexuales femeninas. Se sintetizan en las células de la

granulosa (Sherwood, 2011; Ganong, 2006; Tresguerres, 2005).

Ademas de las gdénadas, el sistema reproductivo en cada sexo incluye un tracto
reproductivo que abarca un sistema de conductos especializados para transportar o
albergar los gametos después de que se producen, asi como glandulas sexuales accesorias

gue vacian sus secreciones en estos conductos (Sherwood, 2011).

11
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Introduccion

El proceso reproductivo requiere la participacién del gameto femenino que procede del
evento de maduracion folicular efectuado en el ovario, ademas de la participacion de
estructuras del sistema nervioso central, que constituyen el eje hipotalamo-hipéfisis-
ovario. Por su parte, el semen depositado en el fondo de saco vaginal y en el conducto
endocervical durante el coito, contiene como elemento principal al gameto masculino,
gue se forma y madura en el testiculo, también en colaboracién con el sistema nervioso

central constituyendo asi el eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo (Veldzquez, 2009).

Las funciones secretoras y gametogénicas de las gonadas dependen de la secrecién de las
gonadotropinas de la hipdfisis anterior, la hormona foliculostimulante (FSH) y la hormona

luteinizante (LH) (Ganong, 2006).

12
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Marco teorico

Aparato Reproductor masculino

El aparato reproductor masculino (Figura 1) estd compuesto por los testiculos o génadas
masculinas, un sistema de conductos que incluyen las vesiculas seminales y glandulas
sexuales accesorias como la prdéstata y estructuras de soporte, como son el escroto y el

pene (Tresguerres, 2005).

Columna vertebral
Vejiga urinaria —r — W W e Uréter

- ' Recto
Hueso pubico : .
Vesicula seminal

Gonducioteferents Conducto eyaculatorio

Prostata

Pene e
/ Vejiga urinaria
Uréter
Vesicula seminal

Cgrdone:s, d,e I i Glandula bulbouretral
tejido eréctil Uretra

Glande del
pene

Prostata

Epididimo
scroto

Glandula bulbouretral

E
Testiculo
Conducto deferente

(a) La pelvis en corte sagital Epididimo

Testiculo

Glande del pene

(b) Vista posterior de los érganos reproductores

Figura 1. Sistema reproductivo masculino (Tomada de Sherwood, 2011)

Los testiculos (Figura 2) estdn suspendidos fuera de la cavidad abdominal en un saco
cubierto de piel, el escroto, que yace entre el angulo de las piernas. Son un par de
estructuras ovoides con un didmetro alrededor de 5 cm y un peso aproximado a 15 g
(Sherwood, 2011; Guyton et al, 2011; Tresguerres, 2005). Se desarrollan a partir de

estructuras cercanas a los rinones, localizadas por lo tanto en la pared abdominal
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——
| —



Marco teorico

posterior. Al final de la etapa fetal, descienden a través del conducto inguinal para alojarse

en las bolsas (Tresguerres, 2005).

Cabeza

el epididimo Arteria testicular

4— Conducto
deferente

Conductos
eferentes

Cuerp
del epndldlmo

Rete testis

“-;"‘ %‘\ Y
(F\‘f‘*cma del epididimo

-

Figura 2. Estructura interna del testiculo y su relacion con el epididimo (Tomada de Guyton et
al, 2011).

Contienen hasta 900 tubulos muy retorcidos denominados tubulos seminiferos en los que
se forman los espermatozoides. Estos tubulos se contindan a través de los conductos
eferentes y la denominada red testicular (rete testis) con el epididimo, otro tubo espiral de
unos 6 m de longitud localizado a lo largo del borde posterior testicular que tiene tres
porciones; la cabeza, donde los conductos eferentes se unen al epididimo, el cuerpo o
porcidn central y la cola, porcidn inferior que desemboca en el conducto deferente. Este
tiene alrededor de 45 cm de longitud y asciende por el conducto inguinal hasta la cavidad
pélvica, donde rodeo la vejiga urinaria y termina en las ampollas que se contindan con los
conductos eyaculadores que desembocan en la uretra a través de la préstata (Guyton et

al, 2011; Tresguerres, 2005).

La uretra es el eslabdn final de la comunicacion del testiculo con el exterior, por lo tanto
es el conducto terminal de los sistemas reproductor y excretor, que sirve de paso tanto al
semen como a la orina. Mide alrededor de 20 cm vy se divide en tres partes: la uretra
prostatica, de 2 a 3 cm de longitud, que atraviesa la préstata; la uretra membranosa, de 1

cm, que atraviesa el diafragma urogenital y la uretra peneana, que pasa entre los cuerpos

——
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Marco teorico

cavernosos del pene, tiene una longitud de 15 cm y termina en el orificio uretral externo

(Tresguerres, 2005).

El sistema reproductivo masculino estd disefiado para entregar espermatozoides al tracto
reproductivo femenino en un vehiculo liquido, el semen, que es propicio para la viabilidad
de los espermatozoides. Las principales glandulas sexuales accesorias masculinas, cuyas
secreciones proveen el grueso del liquido seminal son las vesiculas seminales, prdstata y

las glandulas bulbouretrales (Sherwood, 2011).

Las vesiculas seminales son estructuras bolsiformes muy acodadas, localizadas en la base
de la vejiga urinaria, que desembocan en los conductos eyaculadores. Su secrecion esta
formada por un liquido viscoso alcalino, que contiene fructosa, prostaglandinas vy
fibrindgeno. La alcalinidad de la secrecidén prostatica ayuda a neutrzalizar la acidez del
tracto genital femenino, que inactivaria a los espermatozoides. La fructosa sirve como
elemento energético para los espermatozoides y las prostaglandinas contribuyen a su
viabilidad y motilidad. El fibrindgeno permite la coagulacién del semen tras la eyaculacién

(Tresguerres, 2005).

La prdstata es una glandula localizada por debajo de la vejiga urinaria, rodeando la
primera porcion uretral, que secreta hacia ésta un liquido lechoso que contiene acido
citrico y enzimas que contribuyen a la coagulaciéon seminal. Este liquido supone cerca del

25 % del semen y ayuda a la viabilidad espermatica (Tresguerres, 2005).

Las glandulas de Cowper o glandulas bulbouretrales estan localizadas a ambos lados de la
uretra membranosa, tienen el tamafio de guisantes y secretan una sustancia lubricante
alcalina que protege a los espermatozoides. También lubrican el glande peneano durante

las relaciones sexuales (Tresguerres, 2005).

El pene es un drgano cilindrico, que sirve para depositar el semen en la vagina. Esta
formado por tres masas cilindricas unidas por un tejido fibroso denominado tunica
albuginea. Las tres masas estan rodeadas por fascia y piel y consisten fundamentalmente

en tejido erectil mds o menos rellenos de grandes lagos sanguineos. Mediante el estimulo

15
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Marco teorico

sexual aumenta el aporte sanguineo arterial al pene, que al dilatarse comprime las venas
que lo drenan; la sangre queda atrapada y se produce la ereccién. Cuando finaliza el
estimulo, las arterias se cierran hasta cesar el aporte sanguineo y las venas vuelven a
trabajar normalmente, con lo que el pene recupera la flacidez de reposo (Tresguerres,

2005).

Intersticio

e Células de Leydig

Los testiculos realizan la funcién dual de producir espermatozoides y secretar
testosterona. Cerca del 80 % de la masa testicular consiste en tdbulos seminiferos
altamente enrollados, dentro de los cuales se lleva a cabo la espermatogénesis. Las células
enddcrinas que producen andrégenos, las células de Leydig o células intersticiales, se
encuentran en el tejido conjuntivo (tejido intersticial) entre los tubulos seminiferos (Figura
3). Por lo tanto, las porciones de los testiculos que producen espermatozoides y secretan
testosterona principalmente (también estradiol en pequeiiisimas cantidades) son

estructural y funcionalmente distintas (Sherwood, 2011; Tresguerres, 2005).

La testosterona es una hormona esteroidea derivada del colesterol como lo son las
hormonas sexuales femeninas, el estrégeno y la progesterona (Figura 4). Una vez
producida, parte de la testosterona es secretada en la sangre, donde es transportada,
unida a proteinas plasmaticas, a sus blancos de accion. Una porcidn significativa de la
testosterona recién sintetizada va hacia el lumen de los tubulos seminiferos, donde juega

un papel importante en la produccién de espermatozoides (Sherwood, 2011).

16
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' ) Espermatozoides Tubulo seminifero  Colas de Espermatozoides
Citoplasma de célula de Sertoli ' Colas de
Espermatogonia espermatozoides

—
A

1>

Lumen del tubulo Distin

tos estados Célula de

% Distintos estados de desarrollo  Célula de
seminifero de desarrollo de los | eydig de los espermatozoides Leydig
espermatozoides

Figura 3. Fotomicrografias del tejido intersticial y tubulos seminiferos. (Tomada de Sherwood,
2011).

Star

Y
3 2 1,1
Pregnenolona | ®, Progesterona —— DOC ?[i Aldosterona

17-OH-hidroxilasa 17-OH-hidroxilasa

Y A 4

3 21 11
17-OH Pregnenolona —B> 17-OH Progesterona  —  11deoxicort —  Cortisol

POR
17,20-liasa 17,20-liasa
b5 Y y ¢

ST 3
DHEA-S <«  Dehidroepiandrosterona —B> Androstenediona

176 POR | aromatasa

Y

Testosterona Estrona — Estradiol — Estriol

Star: proteina reguladora esteroidogénesis 17f: 17 hidroesteroide deshidrogenasa b5: citocromo b5
3p: 3p hidroesteroide deshidrogenasa 21: 21 hidroxilasa ST: sulfotransferasa
POR: P450 oxidoreductasa 11: 11 hidroxilasa

Figura 4. Vias esteroidogénicas para las principales hormonas esteroides. (Tomada y modificada de
Garcia, 2009)
Para ejercer sus efectos, la testosterona (y otros andrégenos) se unen con los receptores
para andrégenos en el citoplasma de las células blanco. El complejo andrégeno-receptor
se mueve al nlcleo, donde se une con el elemento de respuesta a andrégenos en el ADN,

lo que conlleva a la transcripcion de genes que dirigen la sintesis de nuevas proteinas que
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Marco teorico

llevan a cabo la respuesta celular deseada. Gran parte de las acciones de la testosterona

funcionan para asegurar la entrega de espermatozoides a la hembra (Sherwood, 2011).
Tubulos seminiferos

Cerca de 250 m de tubulos seminiferos productores de espermatozoides estdn empacados
en los testiculos (Figura 5) (Sherwood, 2011). Los tubulos seminiferos presentan un
epitelio con cuatro a ocho filas de células redondeadas con una luz central. La base de las
mas periféricas descansa sobre una membrana basal y un armazén fibroso celular que
sostiene el epitelio germinal que se denomina membrana limitante. Las células que
comprende el epitelio poliestratificado son de dos clases: células germinales, cuya
mayoria se encuentra en diferentes fases de la meiosis, y las células de Sertoli, que

proveen el apoyo crucial para la espermatogénesis (Sherwood, 2011; Tresguerres, 2005).

S| Células de Leydig

3 .Y (células intersticiales)
P o W
s ®S

Figura 5. Corte transversal en un tibulo seminifero. (Tomada de Guyton et al, 2011).

A. Células germinales

Constituyen la mayor parte del tubulo seminifero y se distribuyen de forma ordenada
desde la membrana basal a la luz tubular, de menos a mas diferenciadas. Las que
descansan sobre la membrana son de tres tipos segun sus propiedades tintoriales: A
oscuras, A claras y B, que se encuentran en distinto estadio madurativo. Las
espermatogonias tienen pequefio tamafo, son redondeadas y aparentemente tienen una

profase mas larga que otras células (Tresguerres, 2005).
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Espermatogénesis

Durante la formacién del embridn, las células germinales primordiales emigran hacia los
testiculos y se convierten en células germinales inmaduras llamadas espermatogonias,
que ocupan las dos o tres capas mas internas de los tubulos seminiferos (Figura 6). las
espermatogonias comienzan a dividirse por mitosis a partir de la pubertad y contindan
proliferando y diferencidndose a los estadios definitivos de desarrollo para formar

espermatozoides (Guyton et al, 2011).

Espermatide

Espermatozoides

Espermatocito secundario

Espermatocito primario

Célula de Sertoli

Figura 6. Fases del desarrollo de los espermatozoides a partir de las espermatogonias. (Tomada de
Guyton et al, 2011).

A la espermatogénesis le toma 74 = 5 dias desarrollar una espermatogonia en un
espermatozoide maduro. El proceso abarca tres estados principales: Proliferacion

mitotica, meiosis y empaquetamiento (Figura 7) (Sherwood, 2011; Tresguerres, 2005).
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Figura 7. Espermatogénesis (Tomada de Stuth, 2007).

l. Proliferacion mitdtica

Las espermatogonias mas préximas a la membrana del tubulo se dividen mitéticamente
de forma continua, y todas las células nuevas llevan un juego completo de 46 cromosomas
idénticos a los de la célula parental. Esta proliferacién provee un suministro continuo de
nuevas células germinales. Después de la division mitdtica de la espermatogonia, una de
las células hijas permanece en el borde del tubulo como una espermatogonia
indiferenciada manteniendo la linea de células germinales. Las otras células hijas
comienzan a moverse hacia el lumen, mientras sufren los varios pasos requeridos para
formar espermatozoides, que posteriormente seran liberados hacia ésta. Las células hijas
formadoras de espermatozoides se dividen dos veces para formar cuatro espermatocitos
primarios. Después de la ultima division mitdtica, los espermatocitos primarios entran a
una fase de reposo durante la cual se duplican los cromosomas y las cromatidas dobles

permanecen juntas para la preparacion de la primera divisién meidtica (Sherwood, 2011).
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Il. Meiosis

Durante la meiosis, cada espermatocito primario (con un numero diploide de 46
cromosomas dobles) forman dos espermatocitos secundarios (cada uno con un numero
haploide de 23 cromosomas dobles) durante la primera division meiética, creando cuatro
espermatides (cada una con 23 cromosomas sencillos) como resultado de la segunda

divisién meidtica (Sherwood, 2011).

Después de este estado de la espermatogénesis ya no se llevan a cabo mas divisiones.
Cada espermdtide es remodelada en un solo espermatozoide. Debido a que cada
espermatogonia produce mitdéticamente cuatro espermatocitos primarios, y cada
espermatocito primario da lugar meidticamente a cuatro espermatides, la secuencia
espermatogénica puede producir teéricamente 16 espermatozoides cada vez que una
espermatogonia inicia este proceso. Sin embargo, usualmente, algunas células se pierden
en varios estados, por lo que esta eficiencia de productividad es raramente tan alta

(Sherwood, 2011).

lll. Empaquetamiento (espermiogénesis)

Aun después de la meiosis, las espermatides siguen pareciéndose estructuralmente a las
espermatogonias indiferenciadas, excepto por que tienen la mitad del complemento de
sus cromosomas. La produccién de sus espermatozoides méviles altamente especializados
a partir de las espermatides requiere un remodelamiento excesivo, o empaquetamiento
de los elementos celulares, un proceso alternativo conocido como espermiogénesis. En
los espermatozoides son removidos gran parte del citosol y cualquier organelo no
necesario para entregar la informacién genética del espermatozoide a un évulo. Por lo
tanto, el espermatozoide viaja ligero, llevando consigo solo los componentes esenciales

para lograr la fertilizacién (Sherwood, 2011).

Un espermatozoide consta de tres partes (Figura 8): Una cabeza cubierta con un
acrosoma, una pieza media y una cola. La cabeza consiste principalmente en el nucleo,

que contiene el complemento de informacidn genética del espermatozoide. El acrosoma,
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una vesicula repleta de enzimas que cubre la punta de la cabeza, las cuales son necesarias
para penetrar el évulo, es un lisosoma modificado, se forma por la agregacién de vesiculas
producidas por el complejo reticulo endoplasmatico/Golgi antes de que estos organelos
sean descartados. Las enzimas acrosomales permanecen inactivas hasta que el
espermatozoide tiene contacto con el évulo, punto en el cual son liberadas. La movilidad
del espermatozoide estd provista por una larga cola tipo latigo (un flagelo), cuyo
movimiento es generado por las mitocondrias concentradas en la pieza media de éste

(Sherwood, 2011).

Acrosoma Ndcleo

Mitocondrias Microtabulos
4

(€ o I i )
Cabeza Pieza media Cola (flagelo)
(b) Partes del espermatozoide

Figura 8. Anatomia de un espermatozoide (Tomada de Sherwood, 2011).

B. Células de Sertoli

Son grandes, se extienden radialmente desde la membrana basal en direccién a la luz
tubular y hasta hace poco tiempo, se suponia que su funcién era Unicamente de sostén de
las células germinales. En los ultimos afios ha cobrado interés por su participacion en el
transporte de sustancias dentro del tubulo seminifero, en el metabolismo de las células
germinales, en el control de la espermatogénesis y en la produccion de sustancias que

controlan los niveles de hormona foliculoestimulante (FSH) (Tresguerres, 2005).

Las uniones estrechas entre las células de Sertoli adyacentes cercanas a la [dmina basal
forman una barrera hematotesticular que impide que muchas moleculas grandes pasen
del tejido intersticial y la parte del tdbulo cerca de la ldmina basal (compartimiento basal)
a la regidén cercana a la luz tubular (compartimiento adluminal) y la luz. Sin embargo, los
esteroides penetran esta barrera con facilidad y se tiene evidencia de que algunas

proteinas pasan de las células de Sertoli a las de Leydig y visceversa en forma paracrina.
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Ademas las células germinales en maduracion deben pasar por la barrera cuando se

mueven hacia la luz (Ganong, 2006).
Eje hipotalamo-hipdfisis-testiculo

Una parte importante del control de las funciones sexuales, comienza con la secrecién de
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH, gonadotropin-releasing hormone) en la
adenohipdfisis por el hipotalamo (Figura 9). Esta hormona, a su vez, estimula la secrecién
de otras dos hormonas denominadas gonadotropinas: la LH y la FSH. A su vez, la LH es el
estimulo primario para la secrecién de testosterona por los testiculos; la FSH estimula

principalmente la espermatogénesis (Guyton et al, 2011).

SNC
Efectos sl AP, p
sobre la > 2
conducta f o

— Hipotalamo

-

Figura 9. Regulacidon del eje hipotalamico-hipofisario-testicular (Tomada de Guyton et al, 2011).
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La GnRH es un péptido de 10 aminodcidos secretado por neuronas cuyos cuerpos
celulares se encuentran en el nucleo infundibular (arqueado) del hipotalamo. Las
terminaciones de estas neuronas acaban principalmente en la eminencia media del
hipotdlamo, donde liberan GnRH al sistema vascular portal hipotalamo-hipofisario. En la
adenohipdfisis la GnRH estimula la sintesis y la liberacién de FSH y LH. La secrecién de
GnRH es intermitente, produciéndose durante unos minutos cada 1 a 3 h. La intensidad de
este estimulo hormonal depende de dos factores: 1) la frecuencia de los ciclos de

secrecion, y 2) la cantidad de GnRH liberada en cada ciclo (Guyton et al, 2011).

La secrecion de LH por la adenohipdfisis es también ciclica y sigue de forma bastante fiel la
secreciodn pulsatil de GnRH. Por el contrario, la secrecidén de FSH sélo aumenta y disminuye
ligeramente con las fluctuaciones de la GnRH; sin embargo, varia de una forma mds lenta
a lo largo de periodos de muchas horas en respuesta a las variaciones a largo plazo de la

GnRH (Guyton et al, 2011).

La LH ejerce su efecto sobre las células de Leydig, mientras que la FSH sobre las células de
Sertoli en los testiculos, mediante la activacion del sistema del segundo mensajero del
monofosfato de adenosina ciclico, que a su vez activa a los sistemas enzimaticos

especificos en las células correspondientes (Guyton et al, 2011).

Las células intersticiales de Leydig de los testiculos secretan testosterona sdlo cuando son
estimuladas por la LH adenohipofisaria. Adema3s, la cantidad de secrecién de testosterona

aumenta en proporcion casi directa con la cantidad de LH disponible (Guyton et al, 2011).

La testosterona secretada por los testiculos en respuesta a la LH tiene el efecto reciproco
de inhibir la secrecién hipofisaria de LH (Figura 9). Es probable que la mayor parte de esta
inhibicidn sea consecuencia de un efecto directo de la testosterona sobre el hipotdlamo,
con inhibicion de la secrecidon de GnRH. Esto, a su vez, reduce la secrecién de LH y de FSH
por la adenohipdfisis y la disminucidn de la LH inhibe la secrecion de testosterona por los
testiculos. Por tanto, cuando la secrecién de testosterona es excesiva, este efecto

automadtico de retroalimentacidon negativa, que opera a través del hipotdlamo y la
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adenohipdfisis, hace que disminuya su producciéon de nuevo hasta un valor funcional
normal. A la inversa, una cantidad demasiado escasa de testosterona permite que el
hipotdlamo secrete gran cantidad de GnRH, con el correspondiente ascenso de la
secrecién adenohipofisaria de LH y FSH y el incremento de la produccién testicular de

testosterona (Guyton et al, 2011).

En los tubulos seminiferos la FSH se une a receptores especificos situados en la superficie
de las células de Sertoli de los tubulos seminiferos, lo que hace que estas células crezcany
secreten varias sustancias espermatégenas. Al mismo tiempo, la testosterona (y la
dihidrotestosterona) que difunde al interior de los tdbulos desde las células de Leydig de
los espacios intersticiales también ejerce un efecto estimulante de la espermatogenia. Por
tanto, para que esta tenga lugar son necesarias tanto la FSH como la testosterona (Guyton

etal, 2011).
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Semen

El liquido eyaculado al momento del orgasmo es el semen; éste contiene espermatozoides
y secreciones de las vesiculas seminales, la prdstata, las glandulas de Cowper y de las

glandulas uretrales (Tabla 1) (Barret et al, 2013).

Color Blanco, opalescente
Densidad 1.028
Recuento espermatico Promedio 39 millones/ml, con 4% de formas normales.

Otros componentes
e Fructosa ( 1.5-6.5 mg /ml)
e Fosforilcolina

e Ergotioneina Desde las vesiculas seminales (contribuye con el 60%
e Acido ascérbico del volumen total)
e Flavinas

e Prostaglandinas

e Espermina

e Acido citrico

e Colesterol, fosfolipidos Desde la préstata (contribuye con 20% del volumen
e Fibrinolisina, fibrinogenasa total)
e Zinc

e Fosfatasa acida

e Fosfato
e Bicarbonato Amortiguadores

e Hialuronidasa

Tabla 1. Componentes del semen humano (Tomado y modificado de Barret et al, 2013)

El volumen promedio por eyaculacidén es de 1.5 ml despues de algunos dias (3 6 4) de
abstinencia de actividad sexual. El volumen del semen y el recuento espermatico se
reducen de manera rapida luego de varias eyaculaciones. Aunque sélo se necesita un
espermatozoide para fertilizar el évulo, cada mililitro de semen tiene alrededor de 39
millones de espermatozoides. La disminucion en la produccién de espermatozoides se

acompafia de infecundidad, la mitad de los varones que tienen menos de 20 millones/ml
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son infértiles. La presencia de muchos espermatozoides con alteraciones morfolédgicoas o
inmoviles también se correlaciona con infertilidad. Las prostaglandinas del semen, que
provienen en realidad de las vesiculas seminales, son abundantes pero esta funcién en el

semen no se conoce (Barret et al, 2013; Sarabia et al, 2011).

Los espermatozoides del ser humano se desplazan a una velocidad de 3mm/min a traves
del aparato reproductor femenino y llegan a las trompas uterinas de 30 a 60 minutos
despues del coito. Las contracciones de los érganos femeninos facilitan el transporte de

éstos hasta dichas trompas (Barret et al, 2013).

Infertilidad Masculina

La infertilidad es la incapacidad de una pareja sexualmente activa para lograr el embarazo
en un ano. En el vardn se puede evaluar la infertilidad o subfertilidad usando una variedad
de intervenciones clinicas, y también a partir de una evaluacion de laboratorio del semen

(OMS, 2010).

El diagnodstico de la infertilidad masculina se basa principalmente en el analisis de semen
de rutina, una evaluacién microscépica de pardmetros del semen, incluyendo recuento,
viabilidad, movilidad y morfologia de los espermatozoides en el eyaculado. El analisis de
rutina del semen tiene un poder limitado cuando se solicita la diferenciacidon entre

hombres fértiles e infértiles (Muratori et al, 2010).

En la actualidad entre el 15 y 20% de las parejas en edad reproductiva tiene problemas de
infertilidad, de ahi que el factor masculino se relacione con la mitad de los casos de
parejas infértiles (Géngora et al, 2011; Géngora et al, 2010; Dohle et al, 2010; Rafaela,
2007; Cortés et al, 2007).

Las causas del incremento en la prevalencia de la infertilidad masculina son dificiles de
establecer. Este aumento podria deberse por lo menos a cuatro factores: postergacion del
momento en que se decide tener hijos, alteraciones en la calidad del semen, cambios en

la conducta sexual y eliminacién de la mayoria de los tabues (Brugo et al/, 2003). La edad
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en el caso de la mujer es un punto importante. Se ha demostrado que el indice de
fertilidad humana en la mujer es maximo alrededor de los 25 afos y disminuye de forma
importante a los 35, y se considera que a los 40 afios la tasa de infertilidad estaria entre el

65-70% (Rafaela, 2007).

Una de las causas potenciales de infertilidad masculina es la infeccién asintomatica y
sintomatica del tracto urogenital (Nufez et al, 2007). Asi mismo, la fertilidad masculina
puede verse reducida como consecuencia de anomalias genitourinarias congénitas o
adquiridas, infecciones de las vias genitourinarias, aumento de la temperatura escrotal
(por ejemplo, como consecuencia de un varicocele), trastornos endocrinos, anomalias
genéticas y factores inmunitarios (Dohle, et al, 2010). Por otra parte, hay estudios que
muestran una disminucién en la calidad del semen, que puede deberse a factores
ambientales como la temperatura, las radiaciones, los farmacos, el estrés, los
estimulantes (drogas, alcohol, tabaco) o las deficiencias nutricionales (selenio, zinc,
vitaminas) (Rafaela, 2007). La obesidad esta siendo considerada como un factor masculino
de infertilidad, y los datos reportados hasta ahora son a favor de una posible asociacién
entre las anomalias en el peso corporal y de los pardametros del semen, aunque hay
informes contradictorios. Varios pardmetros convencionales del semen (volumen de
semen, concentracidén espermatica, el recuento total de espermatozoides, porcentaje de
espermatozoides moviles y porcentaje de espermatozoides con morfologia normal) han
sido mas bajos en pacientes obesos. A pesar de esta evidencia, hay que destacar que
muchos hombres con sobrepeso y obesidad tienen pardmetros seminales convencionales

normales (La Vignera et al, 2012).

La infertilidad afecta aproximadamente al 15% de los mexicanos. Se presentan tanto en
hombres como en mujeres, en el hombre (30%), en la mujer (30%) o en ambos (40%) y en
algunos casos, la causa puede llegar a ser inexplicable. El 30% por causas masculinas se
atribuye a alteraciones en el ambito testicular, obstruccién de conductos, patologias en la

prostata, alteraciones en la eyaculacion o ereccidn y alteraciones en el semen (IVI, 2013).

En la tabla 2 se resumen los principales factores asociados a infertilidad masculina.
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Infertilidad masculina idiopatica 31%
Criptorquidia 7.8%
Infeccion genitourinaria 8.0%
Trastornos del depoésito del semen y factores sexuales 5.9 %
Enfermedades generales y sistémicas 31%
Varicocele 15.6 %
Hipogonadismo 8.9%
Factores inmunitarios 4.5 %
Obstrucciones 1.7%
Otras anomalias 5.5%

Tabla 2. Factores asociados a infertilidad masculina y porcentaje de distribucién (Tomada de Dohle et
al, 2010).

Aunque los factores de infertilidad masculina con disminucion de la calidad del semen
contribuyen alrededor de la mitad de toda la falta involuntaria de hijos, el valor de los
pardmetros seminales normales en la prediccion de la fertilidad in vivo y la eleccién del

método adecuado para la reproduccion asistida es limitado (Bungum, 2012).

En el 30% - 40% de los casos no se identifica ningun factor asociado a infertilidad
masculina (infertilidad masculina idiopatica). Estos varones consultan sin antecedentes de
problemas de fertilidad y tienen unos resultados normales en la exploracidn fisica y las
pruebas analiticas endocrinolédgicas. El espermiograma, sin embargo, revela una
disminucion del nimero de espermatozoides (oligozoospermia), una reduccién de la
motilidad de los espermatozoides (astenozoospermia) y muchas formas anormales de
espermatozoides (teratozoospermia); estas anomalias suelen aparecer juntas y se

denominan sindrome de oligoastenoteratospermia (OAT) (Dohle et al, 2010).

En la actualidad los pardmetros obtenidos a través de un seminograma convencional no
aportan una informacion completa sobre el potencial fecundante del semen vy la
capacidad de dar lugar a un embridén sano y un embarazo evolutivo. Un estudio exhaustivo
del factor masculino requiere determinar algin otro parametro como es el fragmentacién

del ADN espermatico (Morales, 2007).
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Analisis seminal

En los ultimos afos, en Latinoamérica asi como en el resto del mundo, las consultas por
infertilidad han experimentado un incremento notable. El analisis seminal contintda siendo
la herramienta basica de rutina que brinda la mejor informacién para evaluar la calidad
reproductiva del vardn. Este examen permite estimar la severidad del factor masculino en
la infertilidad y establecer las posibles estrategias terapéuticas para la pareja (Franken et

al, 2012; Sarabia et al, 2011).

El andlisis del semen no tiene valor predictivo absoluto de fertilidad, pero informa sobre el
potencial de fertilidad del varén, el cual estd relacionado con la calidad de sus

espermatozoides y de otras variables del semen (Cruz et al, 2010).

Sin embargo, el contexto en el que una muestra de semen se obtiene también es
importante, que se ejemplifica por los resultados que producen eyacular durante la
relacion sexual y se asocian con el volumen del semen, el conteo de espermatozoides y la
motilidad del esperma que los obtenidos por la masturbacion. Se ha postulado que esta
diferencia se puede explicar por la mayor intensidad y la duracién de la excitacidon sexual

que normalmente precede a la eyaculacidn del coito (Elzanaty et al, 2008).

El semen considerado normal es una mezcla de espermatozoides suspendidos en las
secreciones testiculares y epididimarias, que luego se combinan con las secreciones
prostaticas, de las vesiculas seminales y de las glandulas bulbouretrales. El andlisis seminal
por tanto permite dar informacidn sobre la espermatogénesis y la condicion fisioldgica de

los tejidos comprometidos (Espinoza et al, 2011).

Segun la Organizacidn Mundial de la Salud, las muestras de semen que se utilizaran para la
evaluacion de infertilidad deben obtenerse por masturbacién en una habitacion privada
cerca del laboratorio clinico. El propdsito de esta recomendacién es para permitir una
evaluacion mas eficiente de la licuefaccién de la eyaculacién y para evitar que estén
expuestos a temperaturas extremas. Sin embargo, algunos pacientes prefieren recolectar

muestras de semen en casa en lugar de en una clinica (Elzanaty et al, 2008).
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El andlisis de semen no sélo es un elemento fundamental en el estudio basico de
infertilidad, sino que es clave en investigaciones epidemioldgicas sobre salud
reproductiva. Para garantizar un intercambio éptimo de resultados entre centros clinico o
de investigacion es fundamental utilizar métodos de andlisis de semen estandarizados. Sin
embargo, en la mayoria de los laboratorios clinicos de Latinoamérica, alin no se ha
logrado una estandarizacién importante del analisis bdsico de semen (ABS) humano de
acuerdo a las recomendciones establecidas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

(Cerezo et al, 2014).

El analisis de las caracteristicas de muestras seminales es esencial para evaluar si el factor
masculino tiene influencia en la infertilidad. Para el estudio de la infertilidad masculina
relacionada con la calidad del semen, la Organizacién Mundial de la Salud, ha establecido
una serie de parametros que se debieran analizar de forma rutinaria en un laboratorio
basico de andrologia. Entre las caracteristicas cladsicas que se determinan de modo
habitual, destacan el volumen del eyaculado, el pH, el nimero de espermatozoides por
unidad de volumen, la viabilidad, la movilidad y la morfologia de los espermatozoides. En
general y para cada parametro analizado, se establecen valores umbral, tanto para el
estudio de caracteres cualitativos como cuantitativos (Tabla 3). Sin embargo, aun
utilizando este tipo de valores, se estima que aproximadamente un 15% de los varones
infertiles presentan un espermiograma normal. Por lo tanto, es verosimil que estos
parametros no sean del todo indicativos de la calidad de los espermatozoides presentes
en una muestra seminal. Adicionalmente, al afiadir otro tipo de parametros tales como la
integridad del acrosoma, la vitalidad, la evaluacién de ciertas actividades enzimaticas o la
integridad funcional de la membrana, la conclusién que se alcanza es que ningun
parametro, se puede considerar de valor diagndstico absoluto de la infertilidad masculina

(Cortés et al, 2007).
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Licuefaccion

pH

volumen

Concentracion espermatica
Concentracion total
Motilidad total (progresivos + no progresivos)
Motilidad progresiva
Viabilidad

Formas normales
Leucocitos

Mar test

"Immunobeads”

1999, 4* edicion®
Valor de referencia
Total a los 60 min
7,2-7,8

2,0 mL

20 x 10%mL

A0 x 108

Mo detallada

50%

75%

15%

= 1x 10%mL

= 30 % esp. unidos a particulas

= 50 % esp. unidos a particulas

2010, 5 edicion®
Limite inferior de referencia, LRL
Total a los 60 min
=72
1,5mL (1,4-1,7)
15 x 10%mL (12-15)
39 x 10% (33-46)
40% (38-42)
32% (31-34)
58% (55-63)
4% (3-4)
< 1x10%/mL
< 50 % esp. unidos a particulas

< 50 % esp. unidos a particulas

Tabla 3. Valores de referencia (1999) y los nuevos (2010) del limite de referencia inferior (LRI) en
espermiograma; entre paréntesis se muestra el intervalo de confianza del 95% (Tomada de
Sarabia et al, 2011).

Fragmentacion de ADN espermatico

Entre los nuevos procedimientos incorporados para evaluar la capacidad funcional de los
espermatozoides, uno ha alcanzado una particular importancia en base a la integridad del
ADN nuclear contenido en la cabeza de los espermatozoides (Cruz et al, 2010). Desde la
década de 1980 se ha venido sefalando la posibilidad de que en el espermatozoide exista
un cierto numero de roturas en el ADN, cuyo origen puede ser diverso y que las
consecuencias de estas roturas, puedan afectar el potencial fértil del varén (Hourcade et

al, 2010; Garrido et al, 2008).

Dado que la transmisién de la molécula de ADN integra e intacta al ovocito es esencial
para la consecucion y desarrollo del embarazo, su rotura podria conllevar alteraciones en
la fertilizacion y desarrollo embrionario consiguientes. Por ello, en los ultimos afios
también se estd considerando como causa probable de infertilidad el dano del ADN
espermatico, y de ahi el interés en desarrollar técnicas analiticas encaminadas a medir la
fragmentacion del ADN espermatico, e incluirlas en el estudio del factor masculino (Jun et
al, 2011; Morales, 2007). Parece logico asumir que la transferencia de la molécula del ADN

integra e intacta desde el espermatozoide al évulo, es crucial para conseguir una
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fecundacion con ciertas perspectivas de éxito. Sin embargo, resulta sorprendente que no
exista una tecnologia rapida para analizar la calidad del ADN en una célula tan critica como
el espermatozoide y que se pudiera utilizar con la misma facilidad con la que se procede

para estudiar, por ejemplo, la motilidad de estas mismas células (Cortés et al, 2007).

La fragmentacion de ADN de espermatozoides consta de roturas en el ADN de una cadena
y de doble cadena, que se producen con frecuencia en el semen de pacientes infértiles. A
pesar que el origen y los mecanismos responsables de tal anomalia gendmica aun no se
precisan, se ha determinado de gran importancia. Se ha propuesto que la fragmentacion
de ADN del espermatozoide podria ser un buen parametro para predecir el grado de la
fertilidad masculina, ademds de los pardametros estandar de predicciéon actualmente
determinados en la rutina del andlisis de semen. De hecho, la rotura de ADN de
espermatozoide refleja, pero no se superpone exactamente a los parametros del semen
estandar lo que sugiere que es parcialmente independiente de la calidad del semen

(Muratori et al, 2008).

Se ha comprobado que la proporcién de ADN fragmentado es mayor en espermatozoides
de hombres que consultan por infertilidad, comparada con sujetos de fertilidad probada.
Es decir, en hombres con semen alterado se ha encontrado mayor dafio del ADN nuclear

que en los hombres con semen normal (Cruz et al, 2010).

El origen y el impacto de la fragmentacién de ADN de espermatozoide ha sido objeto de
numerosos estudios. Hombres infértiles con escasa movilidad de los espermatozoides y
morfologia alterada han aumentado la fragmentacién del ADN en comparacién con los
individuos con parametros normales de semen. Sin embargo, los hombres con analisis de
semen normal, también pueden tener un alto grado de fragmentacién del ADN, que
puede ser una causa importante de diagnosticar la infertilidad inexplicada (Chohan et al,
2006). Hay evidencia consistente de que un espermatozoide que contiene ADN
fragmentado puede estar vivo, con movilidad, morfolégicamente normal y ser capaz de

fertilizar un évulo (Tamburrino et al, 2012).
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La espermatogénesis es el proceso de proliferacién y maduracién de las células germinales
masculinas de espermatogonias diploides a espermatozoides maduros haploides. En
cualquier etapa de este proceso se puede producir un dafio en el ADN espermatico

(Morales, 2007).

En lo que se refiere al origen del dafio en el ADN del espermatozoide, nos enfrentamos
con toda seguridad a un efecto de naturaleza multifactorial no del todo delimitada
(Gonzélez et al, 2012; Cortés et al, 2007). Se conocen algunos factores que pueden
producir dafo irreversible en el ADN del gameto masculino (Gozalvez et al, 2008; Morales,

2007; Cortés et al, 2007).

El dafio al ADN en los espermatozoides puede afectar al ADN mitocondrial y al ADN
nuclear y puede ser inducido mediante seis mecanismos principales. Estos pueden ocurrir
durante la produccién o el transporte de las células espermaticas e incluyen (Figura 10): 1)
apoptosis durante el proceso de espermatogénesis; 2) roturas en las cadenas de ADN
producidas durante la remodelacién de la cromatina espermatica durante el proceso de
espermiogénesis; 3) fragmentacién postesticular del ADN inducida principalmente por
radicales de oxigeno (incluidos el radical hidroxil y éxido nitrico) durante el transporte
espermatico a través de los tubulos seminiferos y el epididimo; 4) fragmentacién del ADN
inducida por caspasas endégenas y endonucleasas; 5) dafio inducido por radio vy
guimioterapia, y 6) dafio al ADN inducido por téxicos ambientales (Robinson et al, 2012;

Gonzélez et al, 2012; Sakkas, 2011).
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Espermatogonia

Espermatocitos

Espermatides tempranas

Espermatides elongadas

Espermatozoides maduros

Conducto
deferente

(i) Apoptosis durante la espermatogenesis
(ii) Roturas de las cadenas de ADN durante la
espermiogénesis

(iv) Fragmentacion del ADN inducida por caspasas endégenas
y endonucleasas,

(v) Dafio del ADN inducido por radio y quimioterapia; y

(vi) Dafo del ADN inducido por téxicos ambientales

(iii) Fragmentacion
postesticular del ADN via ROS

Figura 10. Mecanismos principales de induccion de dafio al ADN en espermatozoides durante la
produccion o el transporte de las células espermaticas (Tomada de Sakkas, 2011).

De estos seis mecanismos, el dafo postesticular durante el transporte de los
espermatozoides a través del epididimo puede tener una participacién importante en el

origen de la fragmentacion del ADN espermatico (Sakkas, 2011).

Se sabe que la generacién de radicales libres de oxigeno (ROS) o bien fallos en el
intercambio correcto de la fraccion histénica de la cromatina por las protaminas, pueden
producir dafno irreversible en el ADN del gameto. En relacion directa con este tipo de
acontecimientos, la presencia de apoptosis, como un suceso de muerte celular
programada, tiene lugar durante el proceso de maduracién espermatica (Géngora et al,
2010). No obstante, es interesante destacar que la incidencia del fendmeno apoptético en
los espermatozoides de un eyaculado que se manipula para un proceso de reproduccién
asistida, generaria una serie de metabolitos que no seran retirados por tipos celulares

tales como los macréfagos, hecho que ocurriria en cualquier muerte celular en el nivel
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somatico. Esta situacion puede generar un acumulo no deseable de metabolitos
altamente reactivos, tales como enzimas celulares, enzimas procedentes del acrosoma o
bien nucleasas de remodelacién de la cromatina tales como la topoisomerasa. Todo este

|H

tipo de accidn enzimdtica “fuera de control” puede contribuir e incluso acelerar el proceso
de degradacion celular, afectando de forma indirecta, a otros espermatozoides (Cortés et
al, 2007). También hay evidencia de que el ovocito es capaz de reparar el dafio del ADN;
sin embargo, el alcance de esta reparacién depende del tipo de dafo presente en el
espermatozoide, asi como la calidad del ovocito. Por lo tanto, es importante entender las

posibles consecuencias de la fragmentacion del ADN espermatico (Tamburrino et al,

2012).

En este escenario, se ha sugerido que el dafio provocado en la molécula del ADN del
espermatozoide por razones de distinta naturaleza, puede afectar la salud del embridn,
mutaciones fetales e incluso la de la descendencia global. Ademas, se ha propuesto que el
efecto de este dafio puede asociarse a enfermedades que aparecen en la descendencia,
tales como la propia infertilidad, la presencia de cancer en la nifiez o bien puede
relacionarse con ciertas enfermedades de impronta gendmica anormal. Por otra parte, la
fertilizacién con espermatozoides con ADN fragmentado resulta en mal desarrollo
embrionario, disminucién de la implantacién, las tasas de embarazo mas bajos, y las
pérdidas de embarazos recurrentes. Adicionalmente, existen causas de naturaleza
exdgena a la propia dinamica de formacidon del gameto tras el proceso meidtico, que
resultan en un incremento notable en el dafio que se observa en el ADN de un
espermatozoide. De esta forma, el uso de ciertos farmacos, la contaminaciéon atmosférica,
el tabaquismo, los episodios de fiebre alta, una temperatura testicular elevada, anomalias
anatdémicas tales como el varicocele, o una edad avanzada, contribuyen de forma notable
a incrementar las tasas de dafio registrado en el ADN del espermatozoide (Gonzalez et al,

2012; Morales, 2007; Cortés et al, 2007; Chohan et al, 2006).

La cantidad de fragmentacién del ADN espermatico impacta negativamente sobre la

fertilizacién, el desarrollo del embrién y la tasa de embarazo es aun motivo de
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controversia. Tales resultados contradictorios se han atribuido a diferentes causas,
incluyendo las diferentes poblaciones de espermatozoides utilizados para la deteccién de
la fragmentacién del ADN (semen sin procesar o espermatozoide seleccionado), y las

diferentes técnicas utilizadas para determinar el dafio del ADN (Muratori, 2008).

Por lo tanto, parece légico para evaluar la integridad de la cromatina de los
espermatozoides en los hombres infértiles antes de la reproduccidn asistida (Chohan et al,

2006).

Técnicas de evaluacion de la fragmentacion del ADN espermatico

Las técnicas que existen para estudiar la fragmentacion del ADN espermatico se pueden
dividir en dos grupos. En primer lugar se encuentran aquellas que miden la susceptibilidad
diferencial del ADN para ser desnaturalizado por diversos tratamientos. En este grupo se

encuentran las siguientes (Morales, 2007):

e SCSA o Ensayo de estructura de la cromatina espermatica
o DBD-FISH o Deteccidn de rotura de ADN-Hibridacién In Situ Fluorescente
e SCD o Dispersion de la cromatina espermatica

e Ensayo cometa

Y en el segundo grupo se incluyen aquellas que marcan las roturas en la cadena de ADN,
porque incorporan moléculas marcadas con fluorocromos en los extremos de rotura

(Morales, 2007):

e TUNEL (Corte Terminal dUTP-Final Etiquetado)

e ISNT (Traduccidn Corte In Situ)

Estas técnicas, a excepcion del ensayo de estructura de la cromatina espermatica (SCSA),
carecen de protocolos estandarizados para que todos los usuarios puedan minimizar las

variaciones entre laboratorios (Muratori et al, 2010).
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SCSA o Ensayo de estructura de la cromatina espermatica

Incluso en hombres fértiles sanos, al menos 6% de los espermatozoides llevan un nimero
anormal de cromosomas. Después de reconocer que los pardmetros de la calidad del
espermatozoide humano utilizados rutinariamente no estan estrechamente relacionados
con la aparicion de contenido de ADN anormal en espermatozoides, se han introducido
una serie de técnicas en la investigacidn y la practica clinica. La citometria de flujo ofrece
una manera rapida y sencilla para determinar la cantidad de espermatozoides y el grado
de dafio en el ADN, pero la medicién precisa del contenido de ADN se encuentra con
dificultades derivadas de la forma aplanada especial de espermatozoides humanos y de la

fuerza la naturaleza compacta de ADN de espermatozoide (Kovacs et al, 2008).

La citometria de flujo es una técnica de estudio y de deteccién rdpida y sencilla de
determinados parametros de células (o de particulas) cuando fluyen a través de un punto
donde se cruzan con un laser. Esta caracteristica permite que la deteccién y medida de
dichos parametros se realice de modo individual para cada una de las particulas
implicadas, logrando asi realizar un posterior analisis estadistico de los datos mucho mas
exhaustivo y preciso, ademas, el gran numero de particulas analizadas de forma
simultdnea confieren a esta técnica una gran solidez. Mediante la citometria de flujo se
pueden realizar numerosos tipos de ensayo, como la estimacion del contenido en acidos
nucléicos, actividad enzimatica, flujo de calcio, potencial de membrana y pH (Canda,

2007).

La utilizacién de fluorocromos se basa en la particularidad de ciertas moléculas para emitir
luz a una longitud de onda determinada cuando son excitadas por un haz de luz con
menor longitud de onda (y por tanto con mayor capacidad energética). Estas propiedades
se encuentran en moléculas como el Isotiocianato de fluoresceina (FITC) o la ficoeritrina
(PE), u otros compuestos de nueva generacidon. Habitualmente estas moléculas se
emplean unidas covalentemente a anticuerpos que reconozca especificamente la

caracteristica que a analizar (una proteina, un lipido, etc). Ademads, la adecuada
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combinacion de los fluorocromos y la deteccién de moléculas en las células permiten el

analisis de varios pardmetros de forma simultanea (Canda, 2007).

Cuando las células o particulas a analizar atraviesan el punto de deteccion, la luz del laser
es dispersada por la propia célula detectandose tanto la dispersion frontal (“Forward
Scatter” o FSC), que da una idea del volumen; como la dispersidon lateral (“Side Scatter” o
SSC), que informa de la complejidad. La representacién grafica de estos dos parametros
permite diferenciar las poblaciones a analizar y, en todo caso, permite descartar la
informacién procedente de restos celulares, agregados del medio extracelular o células
apoptoéticas que puedan alterar el analisis. Si la intencién es la de detectar una
determinada molécula en particular sélo se necesita utilizar un anticuerpo marcado con
un fluorocromo. El citémetro detecta la emisidon de luz del fluorocromo cuando éste es
activado por la luz del laser; esta sefial de emision es filtrada, amplificada y detectada a
diferentes longitudes de onda, y toda esta informacidon es procesada por un sistema

informatico (Figura. 11) (Canda, 2007).

DETECTORVERDE

Filtro de 530 nm

Filttro 578 men

H DETECTOR MORANIL

E=pejo reflectante de luz de mas
de 560 nm de longitud de onda.

Espejo reflectante de luz de mas
de 590 nm de longitud de onda.

H DETECTOR ROUD

Fittro =B00 rrn
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Figura 11. Esquema del funcionamiento de un citometro de flujo (Tomada de Centro Nacional de
Biotecnologia, S.f)
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La citometria de flujo creciente ha ganado atencién en el campo de la andrologia en los
ultimos 15 afos. Hay docenas de aplicaciones de la citometria de flujo para el analisis de
los espermatozoides (Robles et al, 2013; Gillan et al, 2006). El SCSA es el ensayo pionero
para la deteccidon de ADN dafado y proteinas alteradas en nucleos de los espermatozoides
a través de citometria de flujo de espermatozoides tefiidos de naranja de acridina (AO). Se
considera que es la prueba mas precisa y repetible, proporciona datos de pardmetros muy
singular, dual (fluoresecencia roja vs. fluorescencia verde) en una escala de canal 1024 x
1024, no sélo en la fragmentacién del ADN, sino también en el espermatozoide anormal
caracterizado por la falta de la normalidad en el intercambio de histonas a protaminas

(Evenson, 2013)

SCSA es una prueba fluorocitométrica donde las rupturas del ADN espermdtico son
evaluadas indirectamente a través de la desnaturalizacion del ADN. El ensayo mide la
susceptibilidad al 4cido, induciendo la desnaturalizacién del ADN, siguiendo con la tincién
con el colorante fluorescente naranja de acridina (Bungum, 2012; Gillan et al, 2006). Este
fluorocromo se intercala entre las dos cadenas de ADN vy al ser excitado emite una
longitud de onda de 530 nm y se visualiza de color verde, mientras que al intercalarse en
el ADN de cadena sencilla (ADN desnaturalizado) emite una longitud de onda de 640 nm
(color rojo) (Figura 12). Las células se separan por citometria de flujo. El ADN fragmentado
es mas susceptible a ser desnaturalizado y por tanto se visualizaria en color rojo (Morales,
2007). Usando el citémetro de flujo son analizadas de 5000-10000 espermatozoides en
pocos segundos y esto provee un menor resultado subjetivo comparado con el analisis

OMS donde Unicamente son analizadas 1-300 células (Bungum, 2012).

Los estudios con ensayo de estructura de la cromatina espermatica (SCSA) han establecido
un valor umbral clinico por encima del cual el éxito reproductivo se deteriora. Sin
embargo, no se ha llegado a un consenso mundial sobre el valor diagndstico y pronéstico

de la fragmentacién del ADN espermatico (Muratori et al, 2010).
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Figura 12. Diagrama de puntos que muestran la fluorescencia (tinciéon con anaranjado de
acridina) para muestras con a) bajos (grupo A) y b) altos DFI (grupo B). (Tomada de Cruz, 2010).

Relacion entre fragmentacion del ADN espermatico y potencial fertilizante del

espermatozoide

Se han realizado varios trabajos que evidencian la relacidn existente entre la integridad
del ADN espermatico y la fertilidad. Estos trabajos demuestran que los varones infértiles
tienen una mayor fraccién de espermatozoides con roturas en el ADN, y se ha intentado
establecer un punto de corte por encima del cual el prondstico seria desfavorable

(Morales, 2007).

En Europa y EEUU se llevaron a cabo de forma independiente estudios sobre la relacién
entre los resultados de la técnica SCSA y la capacidad fertilizante. Demostraron que un
indice de fragmentacion del ADN (DFI) superior al 30-40% es incompatible con la fertilidad
in vivo, independientemente de la concentracién, motilidad y morfologia espermatica

(Morales, 2007).

Se puede calcular el DFI, que resulta de la relacion entre la fluorescencia roja y la

fluorescencia total (roja mas verde) expresada en porcentaje, de tal manera que:
DFI= Roja x100

Roja + Verde
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Evenson y col. (2002), usando esta técnica establecieron cuatro categorias para el

potencial fertilizante del espermatozoide segun el DFI:

e Excelente si DFI < 15%
e Altosi DFI 15-24%
e Bajo si DFI 25-30%
e Muy bajo si DFI > 30%

DBD-FISH o Deteccion de rotura de ADN-Hibridacion In Situ Fluorescente

Se trata de una metodologia relativamente reciente y que se circunscribe al campo de la
investigacion. Se fundamenta en la capacidad que tienen ciertas soluciones alcalinas de
producir una desnaturalizacién del ADN a partir de los extremos de roturas de doble
cadena o de cadena sencilla, o bien lugares sensibles al 3alcali. Después de la
desnaturalizacién y extraccién de las proteinas utilizando una solucion de lisis, el ADN
generado de cadena sencilla, puede hibridarse con una sonda de ADN (Figura 13). Cuantas
mas roturas existan en dicha cadena, mayor sera el nivel de marcado que se obtenga en el
nucleo. Al igual que las técnicas de TUNEL o ISNT, la técnica de DBD-FISH no se puede
considerar de aplicacion rutinaria por razones similares a las descritas previamente. Desde
el punto de vista de la investigacion, tiene mucho interés, ya que es la Unica técnica
disponible que permite evaluar dafio de célula a célula, in situ, en secuencias especificas

del ADN (Cortés et al, 2007).

Figura 13. Visualizacion de la integridad del ADN mediante el método de SCD combinado con
DBD-FISH. (Tomada de Cortés. 2007).
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SCD o Dispersion de la cromatina espermatica

Esta técnica consiste en producir una descondensacion diferencial de la cromatina en
aquellos espermatozoides que tienen su ADN fragmentado respecto de aquellos que no lo
tienen. Este efecto se consigue mediante un tratamiento acido seguido de una
desproteinizacion, de forma que los espermatozoides con fragmentacién no liberan bucles
de ADN y no generan un halo de dispersién de la cromatina. Por el contrario los que no
estan fragmentados dan lugar a grandes halos de dispersion que corresponden a bucles de

ADN (Figura 14) (Morales, 2007).

Analisis visual directo. El nucleocide, que corresponde al nucleo masivamente
desproteinizado del espermatozoide, se compone de dos partes: silueta del nucleo del
espermatozoide, denominada core, en posicién central, y un halo periférico de dispersién

de la cromatina/ADN. La cola del espermatozoide es visible.

SCD (%) = 100 X No. de espermatozoides con ADN fragmentado

No. de espermatozoides estudiados
- a b ¢ d &

Figura 14. Visualizacion de la integridad del ADN mediante el test SCD. a y b muestran ADN
integro. c, d y e presentan ADN fragmentado (Tomada de Cortés, 2007).

Ensayo cometa

En realidad este ensayo es una adaptacién de la electroforesis de ADN desnudo,
comunmente utilizada en biologia molecular, al campo de la biologia celular. La idea es
gue el ADN de un nucleo desproteinizado que contenga roturas en sus cadenas de ADN,
estara mas libre para ser movilizado hacia el polo positivo, cuando éste se someta a un
campo eléctrico. La metodologia basica consiste en incluir una muestra de
espermatozoides en un microgel de agarosa sobre un portaobjetos y someterlo a una

solucién de lisis que contenga un agente reductor de los grupos sulfidrilo que se
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encuentran en la protaminas del espermatozoide, como por ejemplo DTT (dithiothreitol).
Tras la electroforesis, el microgel se tifie con sustancias fluorescentes del tipo DAPI (4,6
diamidino-2-phenylindole), IP (loduro de Propidio) o SYBR-GREEN (Synergy Brand). De esta
forma, el ADN fragmentado se desplaza generando una imagen similar a la de un cometa.
Aquellos espermatozoides con su ADN integro no generan o sélo producen imagenes de
discretas colas de cometa, mientras que aquellos nucleos que tienen su ADN danado
muestran un claro desplazamiento de los multiples fragmentos de ADN (Figura 15) (Cortés

et al, 2007).

La deteccidn de la migracion del ADN alterado depende de varios parametros, tales como:

la concentracién de la matriz de agarosa, el pH, la temperatura y duracién del

desenrollamiento, voltaje, amperaje y duracién de la electroforesis (Arencibia et al, 2003).

ESPERMATOZOIDE CON
ADN NO FRAGMENTADO

>

ESPERMATOZOIDE CON
ADN FRAGMENTADO

Figura 15. Visualizacion de la integridad del ADN mediante el ensayo de cometas. (Tomada de
Cortés, 2007).

TUNEL o Marcacion de extremos rotos de ADN por transferasa terminal y dUTP

El Tunel consiste en la incorporacién de nucleétidos marcados con un fluorocromo en los
extremos 3’- OH de las roturas existentes en el ADN, bien sean de cadena simple o doble.
La reaccion se lleva a cabo mediante una transferasa terminal (Deoxynucleotidyl
Transferase o TdT) (Figura 16). La sefial es mayor cuanto mayor sea el grado de
fragmentaciéon del ADN. Esta técnica fue desarrollada para identificar una poblacién
apoptotica de espermatozoides en el eyaculado. Posteriormente numerosos estudios han
usado la misma técnica, sin embargo, se demostré que la fragmentacion del ADN medida

mediante TUNEL no estaba siempre asociada con un fendmeno apoptdtico en los
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espermatozoides del eyaculado si no que se debia a una maduracién espermatica

defectuosa por un empaquetamiento incorrecto de la cromatina (Morales, 2007).

Figura 16. Visualizacién de la integridad del ADN mediante TUNEL. (Tomada de Instituto
Bernabeu, 2010).

Prueba de ISNT (Traduccion Corte In Situ)

La ISNT es basicamente una técnica de concepcién similar al TUNEL ya que permite
cuantificar el grado de dafio que se produce en el ADN evaluando tras la incorporacion de
moléculas de dUTP modificado con botina o digoxigenina, o bien marcado directamente el
ADN con un fluorocromo conjugado con un nucleétido modificado, tras utilizar la enzima
ADN polimerasa |. La mayor diferencia con el TUNEL radica en que, en este caso, existe
una actividad enzimatica exonucleasa y la incorporacion de nucleétidos es mayor por
utilizar la cadena de ADN complementaria como molde. Los resultados del analisis de ISNT
se han utilizado para el estudio de la presencia de anomalias originadas durante la
remodelacidn de la cromatina del espermatozoide. Desde el punto de vista practico, esta
técnica tendria las mismas prestaciones e inconvenientes que la de TUNEL, pero no existe
disponible de modo comercial para su aplicacién directa sobre espermatozoides (Cortés

et al, 2007).

Las dos pruebas mas utilizadas para medir el dafio del ADN del espermatozoide son
Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) y el ensayo de estructura de la cromatina
espermatica (SCSA). Las pruebas de ADN por SCSA se ha estandarizado ampliamente. La
prueba TUNEL no se ha estandarizado en la misma medida como SCSA y pocos
laboratorios han intentado utilizar esta prueba en un entorno clinico, lo que limita su uso

en pacientes (Sharma et al, 2010; Grunewald-Sharma et al, 2009).
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SCSA, TUNEL y SCD son herramientas de diagndstico sensibles para detectar la

fragmentacion del ADN en los espermatozoides. La técnica de Naranja de Acridina, por

otro lado estd asociado con mas variabilidad (Chohan et al, 2006). En la tabla 4 se

muestran las ventajas, desventajas y observaciones de las técnicas utilizadas para evaluar

alteraciones en el ADN de espermatozoides.

METODO

INSTRUMENTAL

e  Microscopio de
fluorescencia

e  Citometria de flujo

e Microscopio de
fluorescencia

e  Citometria de flujo

TUNEL

ISNT

e  Citometria de flujo

e  Microscopio de
fluorescencia
e  Electroforesis ADN

COMETA

e  Microscopio de
fluorescencia campo
claro

e  Microscopia de
fluorescencia

DBD-FISH

e  Microscopio de
fluorescencia
e  Citometria de flujo

° Microscopio campo
claro

e  Microscopio de
fluorescencia

VENTAJAS

Cumple con
parametros de
control de calidad

Reaccion de
marcaje directo.

Punto de corte
establecido (30%)
para diferenciar
pacientes fértiles
e infértiles.

Bajo costo.

Andlisis simple de
resultados.
Bajo costo.
Revela
modificaciones
estructurales de
la cromatina.
Otros Métodos

Bajo costo.
Método simple y
de bajo costo.

Método simple y
de bajo costo.

DESVENTAJAS

Equipo sofisticado

y costoso

Equipo sofisticado

y costoso

Instrumentacién
costosa.
Capacitacién
técnica.

Lento de
ejecucion.
Requiere
observador con
experiencia.

Aun no
determinada.

Procedimiento
sofisticado y
costoso.

Subjetiva.
Poco
reproducible.

Subjetiva.
Poco
reproducible.
Subjetiva.
Poco
reproducible.

UTILIDAD CLINICA

Fertilidad masculina.
Reproduccidn asistida.
Pérdidas fetales.

Fertilidad masculina.

Recomendada en
estudios
epidemioldgicos de
infertilidad.

Fertilidad masculina.
Reproduccién asistida.
Criopreservacion de
espermatozoides

Aun no determinada.
Varicocele.

Aln no determinada.

Diferencias
significativas en
patologias
androldgicas.
Evaluacion de
anormalidades en la
cromatina.
Evaluacion de
anormalidades en la
cromatina.

Tabla 4. Resumen de las metodologias utilizadas para evaluar alteraciones en el ADN de
espermatozoides, asi como de algunas de sus ventajas e inconvenientes y su aplicacion clinica de
rutina (Tomada de Cortés et al, 2007).
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Apoptosis

La apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular programada que se produce en
todo el cuerpo, regula el recuento de células y elimina las células innecesarias que
comprometen la supervivencia. Se trata de una serie de eventos bioquimicos que
desencadenan alteraciones celulares llevando eventualmente a la terminacion celular.
Morfolégicamente, la apoptosis se caracteriza por la condensacion de la cromatina
nuclear, el encogimiento celular, la formacién de cuerpos apoptéticos y la fragmentacion

del ADN (Rahimipour, 2013; Said et al, 2010).

El cuerpo de un organismo multicelular se compone de trillones de células. Un gran
numero de estas células mueren cada dia para mantener la homeostasis del tejido entre
proliferaciéon y muerte celular a fin de garantizar la poblacidon adecuada en cada momento.
Para esto, se requiere un proceso de muerte, que no se monta una respuesta inmune
protegiendo asi las células vecinas. La muerte celular puede ocurrir a través de varios
procesos, entre las que destacan la necrosis, apoptosis, autofagia y entosis. La necrosis se
produce cuando el dafio es letal o se produce una muerte accidental, es causada por
factores externos, tales como la infeccidn, toxinas o trauma y por lo general provoca una
respuesta inmune, mientras que la muerte por apoptosis, efectuada por un programa
celular llamada muerte celular programada, es un tipo de muerte que no causa la lisis

celular y por lo tanto no inicia una reaccién inflamatoria (Shaha, 2010; Lizarbe, 2007).

La apoptosis es el proceso mas estudiado de la muerte celular, y el tejido en el que se
produce una alta incidencia de apoptosis en el cuerpo de los vertebrados es el testiculo,
donde el 75 % de todas las células germinales masculinas producidos se desechan a través

del proceso de apoptosis (Rahimipour et al, 2014; Shaha, 2010).

La apoptosis es uno de los mecanismos de muerte celular conocida con necrosis y esta
regulada por varios genes y moléculas que juegan un papel importante en la iniciacién de

la apoptosis (Dogan et al, 2013).
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La necrosis es la muerte patolégica de las células o tejidos del organismo. Se origina por
una lesién aguda, irreversible, derivada de una situacion no fisiolégica o condicién
patoldgica y que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacién y de resistencia.
Esta se produce debido a agentes nocivos, condiciones o circunstancias determinadas,
como un aporte insuficiente de sangre al tejido (isquemia), falta de oxigeno (hipoxia), un
traumatismo, la exposicidon a la radiacién ionizante, la accidn de sustancias quimicas o
téxicos o, por ejemplo, por una infeccion o por el desarrollo de una enfermedad
autoinmune. Esta forma de muerte celular se califica como un proceso violento ya que las
células se hinchan, se deterioran las estructuras celulares, y se paralizan funciones criticas
para la vida. La pérdida de viabilidad se asocia a la rotura de la membrana plasmatica con
la consecuente lisis celular y liberacidon al exterior del contenido citoplasmatico y
organulos, dafiando al tejido en el que se encuentra. La liberacidn del contenido celular
puede provocar a su vez reacciones inflamatorias. Los cambios morfolégicos se observan

en la Figura 17 (Lizarbe, 2007).
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Figura 17. Esquema comparativo de las caracteristicas morfolégicas de la muerte celular por
apoptosis y por necrosis. Los diagramas muestran los cambios morfoldgicos que se observan en
las células apoptaticas v en las necréticas (Tomada de Lizarbe. 2007).

La apoptosis se ha implicado en el dafio a la cromatina de los espermatozoides; no estd

claro si la apoptosis se produce a través de vias citoplasmaticas o mitocondriales (Kim,

2013). Aunque existe un consenso sobre la implicacién de la apoptosis en la infertilidad

masculina, el mecanismo exacto de su participacion aun no se han dilucidado.

Disminucién de la fertilizacién potencial de esperma apoptético puede ser un factor

contribuyente (Grunewald, 2009; Paasch-Grunewald et al, 2004).

Existe un interés creciente en el valor prondstico de los ensayos de integridad del ADN en

la reproduccién humana y la toxicologia. Dafos en la cromatina espermatica se asocian

con mayor riesgo de abortos espontaneos y el desarrollo embrionario alterado (Zini et al,

2011).
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El dafho en el ADN y la apoptosis de espermatozoides han sido considerados como
indicadores potencialmente utiles de la fertilidad masculina. La apoptosis celular, es el
desmontaje controlado de células desde el interior, se caracteriza por una cascada de
eventos que incluyen la condensacion y la fragmentacion de la cromatina, compactacién
de los organulos citoplasmaticos, la reduccién de potencial transmembrana mitocondrial,
la liberacidn mitocondrial de citocromo c, la produccidn de especies reactivas del oxigeno,
la dilatacion de los el reticulo endoplasmatico, y una disminuciéon en el volumen celular

(Aitken et al, 2011; Hoogendijk, 2009; Young et al, 2003).

La apoptosis se caracteriza por cambios de la membrana plasmatica. Una primera sefial de
la apoptosis es la translocacidon de fosfatidilserina (PS), que es un fosfolipido cargado
negativamente, de la ubicacién normal en el prospecto interior de la membrana
plasmdtica hacia el lado exterior de la misma. La externalizacién de la fosfatidilserina
(fosfolipido normalmente confinado a la cara interna de la membrana plasmatica) es el
resultado de un balance, regulado por los niveles de calcio intracelulares, entre la
actividad de la aminofosfolipido translocasa y la escramblasa. En las células apoptdticas se
inhibe la aminofosfolipido translocasa y se activa la escramblasa produciéndose una
pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica (Lizarbe, 2007). La fosfatidilserina
queda expuesta en la superficie de la membrana externa (Figura 18). Tiene una alta
afinidad a la anexina V (AV), una proteina de unién de fosfolipidos de aproximadamente
35 kDa y carece de la capacidad de pasar a través de la membrana de espermatozoides
intactos, se puede utilizar para marcar los espermatozoides con PS externalizada. Esta
unién es un marcador temprano de la apoptosis. Los marcadores de la apoptosis terminal
incluyen la caspasa-3 activada, la pérdida de la integridad del potencial de membrana
mitocondrial, y la fragmentacion del ADN, que se expresan por proporciones variables de

semen eyaculado (Hoogendijk, 2009; Grunewald, 2009).
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Figura 18. A. Espermatozoide con externalizacion de PS. B. Espermatozoide con externalizacion de PS
unido a AV. (Tomada de Genivity, 2013).

Ademas de los cambios de asimetria en la membrana plasmatica por la translocacion de
fosfatidilserina se utiliza otro marcador de apoptosis temprana, el potencial de membrana
mitocondrial (MMP). La evaluacién del MMP en el espermatozoide es importante
teniendo en cuenta la funcionalidad de las mitocondrias durante la apoptosis. La
desnaturalizacién del ADN estd potencialmente relacionada con apoptosis tardia (Zorn et

al, 2012).

La anexina V es una proteina de union dependiente de fosfolipido de 35-36 kDa Ca2 + que
tiene una alta afinidad por la PS, y se une a las células con PS expuesta (Figura 19). La
anexina V se puede conjugar con fluorocromos incluyendo ficoeritrina (PE). Este formato
conserva su alta afinidad por el PS y por lo tanto sirve como una sonda sensible para el
analisis de citometria de flujo de células que estan experimentando apoptosis. Desde que
la externalizacidn de PS se produce en las primeras etapas de la apoptosis, la tincion de PE
Anexina V puede identificar la apoptosis en una fase anterior que los ensayos basados en

los cambios nucleares tales como la fragmentacién del ADN (BD Biosciences, 2008).

Anexina V-PE Conjugada

fo \
s = . </ o
Membrana Plasmatica Rotacién de fosfolipidos ﬁ w St \?‘;
. oo o
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' ' 000 O 0
> ° .
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Citoplasma Externalizacion de Citoplasma
Fosfatidilserina
Q

Figura 19. Externalizacion de Fosfatidilserina (Tomada de Leimgruber, s.f.).
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La tincidon con anexina V PE precede a la pérdida de integridad de la membrana que
acompafia a las ultimas etapas de la muerte celular resultante de los procesos o bien
apoptéticas o necrdticas. Por lo tanto, la tincidn con PE anexina V se utiliza tipicamente en
conjuncién con un colorante vital como 7-amino-actinomicina (7-AAD) para permitir al
investigador a identificar las células apoptdticas tempranas (7-AAD negativa, PE Anexina V
positivo). Las células viables con membranas intactas excluyen 7-AAD, categorizado como
las membranas de las células muertas y dafadas son permeables al 7-AAD (BD

Biosciences, 2008).

El 7-AAD es un tinte de acido nucleico que se puede utilizar en lugar de yoduro de
propidio (PI) para la exclusién de células no viables en ensayos de citometria de flujo. La
ventaja de 7-AAD sobre Pl es la capacidad de ser utilizado en conjuncion con ficoeritrina.
El 7-AAD fluorescente se detecta en el rango rojo del espectro (filtro de 650 nm). Este
reactivo se utiliza como una sonda de viabilidad para los métodos de exclusion de células
muertas, basado en dispersion de luz y absorcién de 7-AAD como se detecta en FL3 (BD

Biosciences, 2011).

La construccién de una base de conocimientos sobre los componentes moleculares del
programa de apoptosis en las células de espermatogénesis en diferentes condiciones es
un paso esencial para el desarrollo de nuevos regimenes terapéuticos de enfoques
especificos de la anticoncepcién masculina y el tratamiento de los tumores de células

germinales e infertilidad (Shaha, 2010).
Criopreservacion

La criopreservacion de espermatozoides ha sido una herramienta importante en la
tecnologia de reproduccion asistida (ART). Es una metodologia critica necesaria para
apoyar la investigacion biomédica. El desarrollo del protocolo de preservacion se ha
centrado en la superacién de la muerte celular inducida por la congelacién principalmente

debido a la formacién de hielo intracelular y el estrés quimio-osmatico, que conducen a la
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ruptura de la membrana plasmatica y posterior necrosis (Petyim et al, 2014; Saritha et al,

2001; Baust et al, 1999).

La criopreservacién tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad vy
funcionabilidad celular a temperaturas bajas o cerca de la temperatura de nitrégeno
liqguido (Saritha et al, 2001; Baust et al, 1999). Se refiere a entender los efectos de las
temperaturas bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo bioldgico es una
consecuencia de determinadas reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo
biolégico puesto que enlentece estas reacciones. Sin embargo, este no es un proceso
exento de problemas ya que puede inducir variaciones extremas en las propiedades
guimicas, térmicas y eléctricas las cuales pueden alterar las membranas celulares, los
organelos y la delicada interaccidn célula-célula inherente en las células y tejidos a

criopreservar (Di Santo et al, 2012; Riel et al, 2011; Avila et al, 2006).

La estructura y composiciéon de las membranas plasmdticas determinan los principales
eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de criopreservacion, su
comportamiento durante la congelacion y descongelacién definird los indices de
supervivencia de la célula congelada. Los periodos criticos para la sobrevida celular
durante la criopreservacidn son la fase inicial del congelamiento y el periodo de retorno a
condiciones fisiolégicas. El entender y aplicar adecuadamente la criopreservacion de
material biolégico es fundamental para los bancos de células germinales masculinas

(espermatozoides) (Avila et al, 2006).

La conservacién de semen se encuentra disponible en muchos centros con las indicaciones

siguientes (Petyim et al, 2014; Dohle, 2010; Serzedello et al, 2006):

e Antes de un tratamiento potencialmente esterilizante con quimio o radioterapia

por un cancer o por enfermedades no malignas.

e Antes de cirugia que podria interferir en la fertilidad (por ejemplo, cirugia del
cuello de la vejiga en un vardn joven o extirpacién de un testiculo en un varén con

cancer de testiculo).
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En varones con deterioro progresivo de la calidad del semen como consecuencia
de enfermedades que entrafian un riesgo de azoospermia posterior (por ejemplo,
macroadenoma hipofisario, craneofaringioma, sindrome de la silla turca vacia,

nefropatia crénica, diabetes mellitus no controlada o esclerosis multiple).

En varones con paraplejia cuando se ha obtenido semen mediante

electroeyaculacion.

En varones con aneyaculacién psicégena, tras haber obtenido semen mediante

electroeyaculacion o un procedimiento de recogida de espermatozoides.

Después de que un tratamiento con gonadotropinas ha inducido Ia

espermatogenia en varones con hipogonadismo hipogonadotrépico.

En los varones con ANO (azoospermia no obstructiva), la probabilidad aproximada
de encontrar espermatozoides con micro-ETE (extraccion testicular de
espermatozoides) es del 60% a 70%; la criopreservacién puede utilizarse para
conservar espermatozoides para su utilizacion en IICE (Inyeccidon
intracitoplasmatica de espermatozoides), con lo que se evita una
hiperestimulacidén innecesaria de la pareja. También se puede emplear para evitar

repetir los procedimientos de recogida de espermatozoides.

En cualquier situacidn en la que se ha obtenido semen mediante un procedimiento
de recogida de espermatozoides (por ejemplo, tras el fracaso de la correccién de
una vasectomia o en algunos casos de obstruccidn epididimaria no susceptible de

cirugia).

Para la conservacion de espermatozoides de donante; la crioconservacién y un
periodo de cuarentena de 3-6 meses reducen el riesgo de transmision de
infecciones a partir de los donantes de semen; en la mayoria de los paises ya no se

utiliza semen fresco.
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Agentes crioprotectores (ACP)

Los criopreservantes son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el
punto eutéctico de una solucién dada, (punto en el cual una composicion dada de Ay B
solidifica como un elemento puro), el descenso del punto eutéctico implica que se
alcanzard una concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de forma que la
célula estara mas deshidratada y el gradiente osmético al que estarad sometido sera menor

(Avila et al, 2006).

Bioquimicamente es posible distinguir tres tipos de crioprotectores, los alcoholes
(metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y glicerol), azicares (glucosa, lactosa, sucrosa,
sacarosa) y el dimetilsulféxido (DMSO). Los crioprotectores pueden clasificarse también en
agentes penetrantes y no penetrantes de acuerdo a la permeabilidad celular (Avila et al,

2006).
e Agentes crioprotectores penetrantes

Son de bajo peso molecular y permeables a través de la membrana celular. Son utilizados:

el glicerol, el dimetilsulfoxido (DMSO) y propanediol (PROH) (Avila et al, 2006).

El DMSO es un solvente bipolar que no forma puentes de hidrégeno, hidrosoluble y de
bajo peso molecular. Su accidn crioprotectora se atribuye principalmente a su habilidad de
prevenir acumulacidon excesiva de electrolitos y otras sustancias durante el proceso de
congelamiento, y la formaciéon de cristales de hielo que rompen la estructura de la
membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida través de la membrana
celular, modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, asi como también
afecta los procesos de solvatacién de agua. Se han sugerido las interacciones
electrostaticas de DMSO con fosfolipidos lo cual parece ser critico para la crioproteccion
de la membrana. El 1-2. propanediol ha sido utilizado principalmente para congelacién de
blastocistos y embriones en estado de preimplantacién de humanos y otras especies (Avila

et al, 2006).
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e Agentes crioprotectores no penetrantes

Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de congelacién, son
importantes por ejercer su accidn crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacién
celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes. Los mas utilizados son:
sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. La adicién del criopreservante genera estrés
osmotico sobre las células porque aumenta la osmolaridad del medio. Las células
inicialmente se deshidratan para compensar la fuerza osmdtica inducida por la presencia

de los ACP y después se hidrata (Avila et al, 2006).
Métodos de criopreservacion

Constantemente se modifican los procedimientos de congelamiento a fin de obtener
mejores resultados en los indicadores de funcionalidad espermatica, para lograr de esta
forma mayores porcentajes de embarazos. Las causas mds frecuentes de pérdida de la
funcién celular producidas por congelamiento, son alteraciones de la membrana
plasmatica, dafio mitocondrial, deterioro en la integridad del ADN y aumento en la
produccién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), todas con un efecto negativo sobre

los indicadores esenciales para la fecundacion (Berrios et al, 2011).

Los métodos de congelacién se clasifican de acuerdo a la velocidad de congelamiento y
descongelamiento; existe la congelacion lenta-descongelacion lenta, congelacion lenta-
descongelacién rapida en las cuales la adicion del crioprotector suele hacerse por pasos y
el descenso de la temperatura se realiza lentamente en un congelador programable. La
descongelacidon rapida se hace rapidamente a temperatura ambiente o en un bafo de

agua a 37°C para evitar la recristalizacion (Gallardo et al, 2012; Avila et al, 2006).

Se ha descrito un método de criopreservacion rdpida que consiste en la exposicion directa
de la célula a nitrégeno liquido o a sus vapores, evitando asi la cristalizaciéon del agua
intracelular. Uno de los principios en que se basa este método es el enfriamiento rapido

de las células inmersas en una solucién que lleva incorporado crioprotectores no
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permeables en alta concentracidn. La mezcla al ser enfriada no cristaliza, sino que se torna

viscosa y pasa de liquido a un estado sélido (Berrios et al, 2011).

La congelacidon rapida Implica la rapida deshidrataciéon celular, utilizando altas
concentraciones de crioprotector, usualmente DMSO vy sacarosa, seguida de inmersién en

nitrégeno liquido (Avila et al, 2006).

Se ha logrado congelar espermatozoides mediante aplicacién directa de la solucidon
espermatica dentro de nitrégeno liquido, con crioprotectores no permeables utilizados en
bajas concentraciones o sin la presencia de ellos. Este método ha hecho posible obtener
porcentajes de viabilidad y movilidad aceptables, como también bajos porcentajes de
fragmentacion de ADN, lo que podria posibilitar el uso de estos espermatozoides en
técnicas de reproduccidn asistida. No obstante, persiste un porcentaje cercano al 40% de
células con dafio a la membrana plasmdtica que posiblemente este asociado al
incremento de las especies reactivas de oxigeno que se produce posterior a la

descongelacién (Berrios et al, 2011).
Congelacidn de espermatozoides

La congelacién de espermatozoides se define como el tratamiento empleado para la
conservaciéon y el mantenimiento de espermatozoides a temperaturas de -196 °C

(Meseguer et al, 2002).

A pesar de que los espermatozoides fueron los primeros tipos de células criopreservadas,
intentos de mejoramiento para su criopreservacién son objeto de investigacion,
principalmente por la pobre sobrevida de estas células en pacientes con infertilidad y
problemas oncolégicos. El éxito relativo de la criopreservacion del semen ha mostrado
avances significativos en el intercambio internacional de animales genéticamente
superiores, biotecnologia, conservacion de especies en extinciéon y medicina reproductiva

humana (Avila et al, 2006).
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Durante todo el proceso de congelacién, las células estan sometidas a un estrés
fisicoquimico que puede perjudicarlas. Ademas, es importante conocer la dindmica de la
formacién de cristales de hielo, asi como los cambios de temperatura y los cambios de

concentracion de solutos que se producen (Meseguer et al, 2002).

La criopreservacion de espermatozoides humanos ha evolucionado empiricamente,
usando tasas de congelamiento de hasta 100-200°C/min y medios basados en glicerol con
citrato de yema de huevo, sin embargo otros estudios sugieren tasas de sobrevida exitosa
utilizando etilenglicol. Sin embargo, estos protocolos deben ser reexaminados con
estrecha atencidon al dafio causado por la criopreservacién. La caracterizacién de la
criobiologia del espermatozoide se empezd hace aproximadamente veinte afios,
determinando diferentes parametros de los espermatozoides, entre ellos los cambios
bioquimicos, estatus energético, integridad de la membrana, temperatura de transicion
de fase de la membrana lipidica, integridad de elementos subcelulares y morfologia de
acrosoma. Cuando el ACP es agregado de forma abrupta se puede observar dafio en la

membrana plasmatica, regién acrosomal y configuracién de la cola (Avila et al, 2006).

El método empleado para la congelacidon de semen requiere una serie de fases (Meseguer

etal, 2002):

e Dilucién en crioprotector.

e Congelacién (vapores de nitrégeno, hielo seco, descensos programados de
temperatura, etc.).

e Envasado (criotubos, gobelets, pajuelas ampollas).

e Mantenimiento a bajas temperaturas (en los bancos de nitrégeno).

e Descongelacion (velocidad de descongelacion).

El proceso de congelacidon de semen ha sido ampliamente estudiado y en su conjunto la
metodologia esta bien protocolizada. Sin embargo, en el caso de la descongelacién, es
necesario aclarar la participacion de diversos factores como temperatura de

descongelacién (constante 37 °C o con cambios graduales 4, 20 y 37 °C), velocidad de
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descongelacién (lenta frente a rapida) y velocidad con la que se congeld (lenta, rapida)

sobre la motilidad, vitalidad y morfologia de los espermatozoides (Oliva et al, 2010).

El proceso de congelacion de los espermatozoides produce cambios en la morfologia
espermatica, incluyendo dafio en las mitocondrias, el acrosoma y la cola, ademas, la
criopreservacion causa rotura de la membrana plasmatica en la cabeza y regiones de la

cola del espermatozoide (Oliva et al, 2010).

Preservacion de la fertilidad masculina.

La preservacion de la fertilidad es un campo emergente que se ocupa de la investigacion
de este tema a través de una variedad establecida de opciones terapéuticas. Se menciona

que:

e La criopreservacion de esperma es la mas fiable opcidn para la preservacién de la
fertilidad en pacientes varones adultos. La congelacidon de espermatozoides con el
plasma seminal parece ofrecer proteccién contra la lesién criogénica (Holoch,
2011).

e Los efectos protectores de blindaje de los testiculos de un campo de radiacidon son
bien conocidos. La proteccién gonadal a través de la supresidn hormonal se basa
en el principio de que la interrupcion de la gametogénesis hace que la gbnada sea
menos sensible al efecto de los farmacos citotdxicos y irradiacidn. La proliferacién
de las células germinales en el varén podria ser inactivada por hormonas, puede
ser que sean menos vulnerables a los tratamientos citotéxicos. Por desgracia,
todos los intentos de desarrollar una estrategia exitosa de proteccién gonadal han
fracasado en los seres humanos (Jahnukainen et al, 2011).

e La obtencién de espermatozoides de nifios post-adolescencia, adolescentes
jévenes y algunos adultos es problematica. Restricciones religiosas pueden impedir
la masturbacién en poblaciones ortodoxas, judias y otros. Se han obtenido vy
criopreservado espermatozoides moviles en nifos de 13 a 16 afios de edad

mediante masturbacion, estimulacion vibratoria del pene (PVS), electro-
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eyaculacion (EEJ) y aspiracién de espermatozoides testiculares (TESE) (Revel et al,
2008).

e Dado que los nifios prepuberes no pueden beneficiarse de los bancos de semen,
una estrategia alternativa potencial para preservar su fertilidad implica Ila
criopreservacién de tejido testicular inmaduro. Lo mismo se aplica también a
espermatogonias de los hombres adolescentes y adultos, que pueden ser
azoospermicos. El almacenamiento adecuado de tejido gonadal y cantidad éptima
de material recogido son los factores que garantizan el éxito de la preservacion de
la fertilidad futura de células germinales y el trasplante de tejido testicular. Los
protocolos de congelacidon optimizados son factores clave para garantizar la la
supervivencia de las espermatogonias. Se puede criopreservar tejido testicular
como una suspensién celular o en forma de tejido. Las suspensiones celulares se
consideran como mads facil de criopreservar pero la preparacién de la suspension
requiere digestién mecdnica o enzimatica de tejido, lo que puede comprometer la
supervivencia de la célula (Jahnukainen et al, 2011).

e Los espermatozoides podrian ser generados a partir de células madre de
espermatogonias a través de diferenciacion in vitro. Alternativamente, las células
germinales podrian potencialmente ser derivadas a partir de células madre
embrionarias. Las células madre de linea germinal humana para adultos han sido
derivadas con éxito a partir de células testiculares de espermatogonias. Ha sido
desarrollado un sistema de cultivo de agar blando en tres dimensiones que
permite la diferenciacién in vitro de células madre de espermatogonias en
espermatozoides postmeitoticos. Se requieren estudios para determinar si los
espermatozoides generados in vitro mantienen la integridad del ADN o si sufren
cambios sutiles epigenéticos, que podrian tener implicaciones a largo plazo para la
salud de cualquier descendencia resultante, o incluso en las generaciones

posteriores (Holoch et al, 2011).

El incremento del nimero de pacientes que desean mantener su fertilidad, ya sea por

motivos oncolégicos o de fertilidad, como son los pacientes con enfermedades infecciosas
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virales trasmitidas por via sexual, o que se someten en forma voluntaria a la esterilizacién
quirargica, requieren de métodos de congelacién que preserven en forma adecuada la

funcion de los espermatozoides (Berrios et al, 2011).

Banco de semen

En sentido estricto, el banco de semen es un contenedor especialmente acondicionado
para mantener muestras congeladas de distintos donantes de semen a una temperatura
de 196 grados bajo cero, en nitrégeno liquido, aunque también suele describirse como
banco de semen a aquellos centros donde recogen y preparan las muestras que después

pasaran al contenedor (Guijarro, 2010).

El banco de semen es un servicio al que pueden recurrir aquellos hombres que por un
motivo u otro deseen conservar sus gametos, ya sea como parte de un tratamiento de
reproduccién, como seguro de fertilidad o bien para cederlo a otras parejas. Este gran
contenedor permite conservar muestras de esperma para hacer uso de ellas en el
momento oportuno sin que pierdan por ello la calidad con la que fueron congeladas. Un
banco de semen puede almacenar desde 800 muestras hasta mas de 12.000, dependiendo

del tamarfio del tanque, y en ellos permanecen criopreservadas (INVIDA-IVI, 2013).

Los bancos de semen obtienen sus muestras de voluntarios sanos, mayores de edad (la
mayoria de ellos estudiantes universitarios), que pasan una multiplicidad de controles
para ser aceptados, ya que tienen que demostrar un perfecto estado de salud y de calidad
espermatica. Después de ser aceptados, se someten a controles cada tres meses para
evitar el riesgo de transmisidon de enfermedades sexuales. El semen sdélo puede utilizarse
tras demostrarse dos controles negativos, esto es, a los seis meses de almacenadas las

dosis de semen (Guijarro, 2010).

El trabajo con un banco de semen en un laboratorio de andrologia comprendido en un
centro de reproduccién va a incluir desde aspectos cientificos, como podria ser la
adecuada congelacién de las muestras, su mantenimiento y descongelacién: hasta

aspectos meramente administrativos, como la correcta identificacion y ubicacién de las
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muestras, los registros necesarios, y la gestidén de altas y bajas, tanto en el caso del banco
de pacientes como en el de donantes, y en este Ultimo caso en concreto, el control sobre
las analiticas periddicas contempladas por la ley a la que esta poblacién debe estar

sometida, y la diferenciacion entre muestras utilizables o no (Meseguer et al, 2002).

El banco de semen permite, ademas, el transporte a otras zonas geograficas (muestras
valiosas, como las obtenidas antes de tratamientos de quimioterapia o biopsias) y mejora
el aprovechamiento del eyaculado, ya que al congelarse las muestras en pildoras, un Unico

eyaculado o biopsia puede unirse en diferentes ocasiones (Garrido et al, 2008).
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Planteamiento del problema

La infertilidad es un problema social que va incrementando debido a innumerables causas
entre las que destacan los factores ambientales, malos habitos alimenticios, toxicos a los
cuales estd expuesto el individuo, anomalias genéticas y la edad entre otras. En la
actualidad es comun que las parejas que se enfrentan a problemas de fertilidad recurran a

alternativas como la utilizacion de semen de donantes con alto potencial fertilizante.

Para esto, los bancos de semen de las clinicas de reproduccidn asistida recolectan semen
de voluntarios joévenes, que pasan por los debidos controles de calidad y muestran
perfectas condiciones seminales, ademds de un excelente estado de salud. Las muestras
gue superan dichas pruebas son congeladas mediante técnicas de criopreservacion, lo que
permite su mantenimiento por largos periodos de tiempo hasta su utilizaciéon en

procedimientos de reproduccién asistida.

Sin embargo, en los ultimos tiempos ha cobrado interés particular los dafios ocasionados a
los gametos masculinos generados por los diferentes procesos de criopreservacion y
descongelacién, debido a que es indispensable la transferencia de ADN integra del
espermatozoide al gameto femenino para lograr la fertilizacién y desarrollo embrionario

posterior normal.

En diversos estudios se ha mostrado que el ADN dafiado de espermatozoides puede
afectar el desarrollo normal del embarazo y la salud del feto o embrién, es por eso que se
plantea evaluar los dafios que se presentan en el gameto masculino durante la

criopreservacién espermatica.
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Justificacion

En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de parejas con problemas para
concebir un embarazo. Es cada vez mas frecuente el uso de técnicas de criopreservacién
para preservar la viabilidad de ambos gametos, por lo cual, es de vital importancia la
conservacién de la calidad de los gametos, en especial del gameto masculino. Debido a la
importancia que tiene la criopreservacion de espermatozoides para la utilizacién futura en
procedimientos de reproduccién asistida, el estudio se centré en evaluar los dafios al ADN
del espermatozoide (indice de fragmentacién espermatica) y la muerte celular
programada (apoptosis) ocasionados por las técnicas de congelacion rapida y

convencional.
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Hipotesis

El semen de donantes de banco tiene una calidad comprobada mediante la evaluacién de
los parametros seminales, sin embargo, para su utilizaciéon en clinicas de reproduccién
asistida es necesario pasar por procesos de criopreservacion, estos procesos son de
diversa naturaleza que dependen del tiempo y técnica de congelacién, sin embargo,
ocasionan dafo espermatico. A pesar del dafio, al congelar muestras de donantes de
semen y pacientes infértiles por la técnica de congelacién rapida afectard en menor grado
la viabilidad espermatica, fragmentacién de ADN y apoptosis celular, en comparacién con

la técnica convencional.
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Objetivos

Objetivo General

e Analizar el dafio espermatico inducido por las técnicas de congelacion rapida y
convencional en muestras de donantes de banco de semen y pacientes infértiles.

Objetivos Particulares

e Evaluar las diferencias en la calidad seminal post descongelacion de las técnicas de
congelacion convencional y rapida.

e Determinar el grado de fragmentacion espermatico mediante el indice de
dispersién de la cromatina (SCD) y del ensayo de estructura de la cromatina
espermatica (SCSA) en muestras descongeladas.

e Analizar el grado de apoptosis como resultado de la congelacién de semen por las

técnicas de congelacién rapida y convencional.
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1) Obtenciéon de muestras

Se utilizaron muestras de semen de donantes y pacientes las cuales se obtuvieron por

masturbacion después de un periodo de abstinencia de 3 a 5 dias. Se congelaron en el

laboratorio de andrologia de la Clinica de Reproduccidon Asistida HISPAREP del Hospital

Espaiol,

En la clinica se realizaron los andlisis seminales (seminograma) para lo cual se mantuvo la

muestra a 37 °C de temperatura. Se realizo el analisis macroscopico y microscopico.

La aprobacion para la utilizacién de muestras de pacientes infértiles fue otorgada por el

comité de ética de la clinica de Reproduccion Asistida HISPAREP del Hospital Espaiiol.

e Analisis macroscépico:

o

o

Licuefaccidn y viscosidad: El tiempo de licuefaccion fue de 30 a 60 minutos.
Si trascurridos 60 minutos la muestra no completé la licuefaccidn, se licué
mecdnicamente, haciéndola pasar por una pipeta las veces que fuese
necesario. La viscocidad se evalué mediante una aspiracién en una pipetay
observando el modo en que el semen gotea. La viscocidad se considerd
normal si el semen cayo gota a gota. Para romper la viscocidad se procedio

de la misma manera que para licuar la muestra.

Aspecto: El aspecto se valoré por su color (blanquecino amarillento),

opacidad/transparencia y presencia de cuerpos mucosos o gelatinosos.

Volumen: El volumen se midié por absorcion con pipeta graduada.

pH: El pH se midié con tiras de papel ColorpHast de Merck (Dermstadt,
Alemania), con rango de sensibilidad de 6.4 a 8.0. Se colocé sobre la tira de
papel una gota de semen; al cabo de 6 segundos, el color de la zona
impregnada se observd uniforme y se comparé con la tira de calibracién

para leer el pH.
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e Analisis microscopico: Todas las pruebas para el andlisis de semen se realizaron en
una campana de flujo laminar (IVF Workstation L125), hasta su andlisis en el

microscopio.

o Concentracion: Se utilizé una cdmara Mackler (Sefi Medical Instrument;
Haifa, Israel) que consta de un cuadricula de 1 mm?, dividida en 100
cuadros, con una profundidad de 10 pl. Se contdé una hilera de diez cuadros
al azar. Estos cuadros corresponden a una concentracion de millones/ml

observada en objetivo 20x en contraste de fases.

o Movilidad: Este andlisis se realizd con cdmara Mackler bajo microscopio
con un objetivo de 20x en contraste de fases. Se contaron 100
espermatozoides libres por  duplicado, distinguiendo entre

espermatozoides maviles progresivos, moéviles no progresivos e inmoviles.

o Viabilidad: Se prepard una solucidén de eosina al 5% en solucidén salina de
cloruro al 9%. Se mezcld 5 pl de semen y 5 ul de solucién de eosina en un
portaobjetos, al cual se le colocd un cubreobjetos de 22 x 22 mm para
observar la preparacidon en objetivo de 40x. Los espermatozoides fueron
contados como no tefiidos (vivos) y tefiidos (muertos) expresado en

porcentaje. Se contaron 100 espermatozoides por duplicado.

o Morfologia: Las caracteristicas morfoldgicas se evaluaron en extensiones
tefiidas con EspermaForm. Se prepard una extensién con 10 ul de semeny
se seco. Posteriormente se utilizd la solucidn fijadora durante 3 minutos y
se dejé secar a temperatura ambiente. Se introdujo el frotis en el colorante
A por 3 minutos y se dej6 secar. Después se colocd el frotis en el colorante
B por 5 minutos y se lavd con agua destilada con una piseta y por ultimo se
secd a temperatura ambiente. Se contaron 200 espermatozoides por

duplicado con un objetivo de 100x y aceite de inmersidon. Para la evaluacién
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se utilizaron los criterios estrictos de Kruger indicados en el manual de la

OMS (2010).

Métodos de congelacién. Tras la colecta en un recipiente estéril se dejé la muestra de 30
a 45 minutos hasta su completa licuefaccidn, se realizé el analisis basico de semen, se
centrifugé a 300 g por 10 minutos. Se eliminé el sobrenadante hasta dejar el botdn celular
diluido en un volumen de plasma de aproximadamente 1 ml. Se afiadid el crioprotector
penetrante y no penetrante TYB (Irvine Scientific; California, EUA), en proporcion 1:1 y se
colocd a temperatura ambiente por 25 minutos para posteriormente iniciar el proceso de

congelacion por técnica rapida y convencional (Figura 20).
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Figura 20. Preparacion de la muestra y adicion del crioprotector (Tomada y modificada de Campos
et al, 2008)

e Congelacion rapida: En primer lugar, sobre una pastilla de hielo seco se excavaron
pequefios pocillos de aproximadamente 5 mm de didmetro y 5 de profundidad.
Posteriormente, utilizando una pipeta Pasteur, se depositaron pequefas
cantidades de la mezcla semen-crioprotector sobre los pocillos para formar

pildoras. Cuando las gotas perdieron el brillo y adquirieron un color perla
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opalescente se tomaron como listas para depositarlas dentro del
criotubo/gobelete, el cual previamente fue introducido en un recipiente con
nitrégeno liquido. El tubo, perfectamente identificado, se introdujo directamente
en el tanque de nitrégeno liquido a -196° C donde se almacend hasta el momento

de la descongelacion (Figura 21).
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Figura 21. Congelacion en pildoras, envasado y almacenamiento (Tomada y modificada de Campos et
al, 2008)

e Congelacion convencional: En este método, se tomaron 0.4 ml de semen y se
afadieron 0.4 ml de crioprotector penetrante y no penetrante TYB (Irvine
Scientific; California, EUA), se homogenizé la muestra y se colocd en un criotubo
eppendorff de 1 ml, la muestra se colocd en un termo criogénico con vapores de
nitrogeno liquido durante 12 h, una vez trascurrido ese tiempo, la muestra de
semen se sumergié directamente en el tanque de nitrégeno liquido a -196 °C

donde se almacend hasta el momento de la descongelacién.

Nota: Los analisis seminales, la congelacién de las muestras, la fragmentacién por SCD en
fresco y al descongelado por ambas técnicas de congelacidn se realizaron en el laboratorio

de andrologia de la Clinica de Reproduccién Asistida HISPAREP.
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2) Protocolo de fragmentacion espermatica por SCD

Se utilizé el equipo Halosperm® (Halotech Dna; Madrid, Espafa). El cual incluye

portaobjetos pretratados con agarosa, tubos cénicos de 0.5 ml (eppendorf) con agarosa

de bajo punto de fusién, solucién desnaturalizante y solucidn de lisis.

Inclusién de la muestra en microgel de agarosa. Se tomd un frasco con solucién
de lisis a temperatura ambiente (22° C). La muestra de semen se diluyé con medio
HTF (EDTA, glutamina, gentamicina y albumina humana 5%), a una concentracion
de 5 a 10 millones/ml. El tubo eppendorf de agarosa con bajo punto de fusidon se
introdujo en un flotador y se dejé al nivel de la tapa, se mantuvo durante 5
minutos en agua a 96 °C, posteriormente se mantuvo durante 5 minutos en agua a
37 °C hasta equilibrar la temperatura. Se anadieron 30 ul de la muestra de semen
al contenido del tubo con agarosa y se resuspendid. Un portaobjetos pretratado
con agarosa se colocd en una superficie fria a 4 °C (por ejemplo, una ldmina
metalica o de vidrio). Una vez enfriado el portaobjetos, se depositd la suspension
celular del tubo de agarosa sobre la cara tratada del portaobjetos, se colocd un
cubreobjetos de cristal, evitando formar burbujas de aire. Se colocé una gota de
14, 20 6 50 pl, para un cubreobjetos de 18x18 mm, 22x22 mm 6 24x60 mm
respectivamente. A lo largo de todo el proceso, el portaobjetos se mantuvo en
posicién horizontal. Se introdujo la [dmina fria con el portaobjetos en la nevera y se

dejo gelificar la muestra durante 5 minutos.

Procesado de la muestra. Se prepard la solucién desnaturalizante posteriormente
a la preparacion de la laminilla con el gel de agarosa. Para ello, se afiadieron 80
de acido desnaturalizante en 10 ml de agua destilada, se mezclé y deposité en una
caja de incubacién. Se retiréd el cubreobjetos, deslizandolo con suavidad y se
introdujo inmediatamente el portaobjetos en posicién horizontal en la solucién
desnaturalizante para dejar incubando durante 7 minutos a temperatura ambiente
(22 ° C). Usando guantes, se levanté el portaobjetos con ayuda de una lanceta. Se

depositdé también en horizontal, en una caja de incubacién conteniendo 10 ml de
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solucién de lisis, dejandolo durante 25 minutos. Se levantd el portaobjetos y se
introdujo en horizontal en una caja llena de agua destilada para lavar la solucién
de lisis, con un tiempo de lavado de 5 minutos. Posteriormente se introdujo el
portaobjetos en horizontal en una caja con etanol al 70% (2 minutos), luego en
etanol al 90% (2 minutos) y finalmente en etanol al 100% (2 minutos). Se dejo

secar al aire. Una vez secos los portaobjetos se procede a la tincidn.

Tincion de la muestra. Se mezclé solucion de Wright (Merck; Dermstadt,
Alemania) con solucion tampén fosfato (1:1) pH 6.68 (Merck; Dermstadt,
Alemania) y se depositd una capa de colorante, en horizontal, que cubrié el
microgel seco. Se dejo tifiiendo durante 5 a 10 minutos, para posteriormente ser

decantado y lavado suavemente con agua corriente y se dejé secar.

Se contaron 500 espermatozoides por duplicado en microscopio de campo claro

con objetivo de inmersion y se calculd el porcentaje (Diagrama 1).
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Diagrama 1. Protocolo de evaluacion de fragmentacion de ADN por técnica SCD (Tomado de
Halosperm, 2005).

3) Transporte de muestras

La fragmentacion espermatica por SCSA y apoptosis se realizd en el laboratorio de
inmunobiologia del Hospital Juarez de México, por lo cual se transportaron las muestras
seminales desde la clinica HISPAREP. Para esto se utilizd un termo isotérmico de acero
inoxidable que almacend las muestras de semen (viales y gobeletes) sumergidos en
nitrogeno liquido. El transporte se realizé en el menor tiempo posible para evitar la

evaporacion total del nitrégeno y por consiguiente la descongelacion de las muestras. Una
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vez que las muestras se encontraron en el hospital Juarez inmediatamente se colocaron

en el ultracongelador a -70° C de tempertura hasta su uso.
4) Descongelacidon de muestras

Se colocd la muestra (una pildora en caso de ser muestra congelada por técnica rapida o
todo el vial en los casos de muestras congeladas por técnica convencional) por 10 minutos
a temperatura ambiente y posteriormente en un bano de agua o incubadora a 37° C por
10 minutos. Se realizd el conteo mediante la cdmara Makler para asi obtener la cantidad

de muestra a utilizar en cada protocolo (Figura 22).

& S

———— l | 10 minutos I
{ 10 minutos I

i - L | ) - 3
E‘ ‘ £~ - n Incubador |}
[Ciowbo] & - |

femperatura
| ambiente

Preparacnon
segun tratamiento

Figura 22. Proceso de descongelacion (Tomada y modificada de Campos et al, 2008)

5) Protocolo Apoptosis

Una vez obtenida la concentracion espermatica se diluyd la muestra (20 pl) en 380 ul de
buffer HTF (EDTA, glutamina, gentamicina y albimina humana 5%). Se colocaron 500,000
células a dos tubos eppendorf y se le agregaron 500 pl de buffer Binding (buffer frio) a
cada tubo, se centrifugd a 300 g por 5 minutos y se decantd, se agregaron nuevamente
500 pl de buffer frio y se procedié a colocar fluorocromos. Para esto se colocaron 100 pl
de solucién a dos tubos eppendor (un tubo para muestra a estudiar y uno para control). Al

tubo con la muestra a estudiar se agregd 1 ul de 7-AAD (7- amino-actinomycin-D) y 1 ul de
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Anexina V (PE). Al tubo con la muestra control no se le agregaron fluorocromos. Se
incubaron ambos tubos eppendorf por 15 minutos a 4 ° C en oscuridad. Se leyeron 10,000

células en citémetro de flujo Accuri C6 previamente lavado (Diagrama 2).

Diluir muestra gregar 500 ul

1:20 con medio de Buffer
HTF Binding a cada

tubo
N
Realizar conteo Colocar
en cdmara 500,000 células
Makler en dos tubos
eppendorf
Agregar 1 pl de Centrifugar y
Incubar 15 7-AAD Yy 1 pl de resuspender
minutos I AnexinaV aun I en 500 ul de
Buffer Binding
Agregar 100 pl
de muestra a
dos tubos de
citometria
Leer 10,000
células en
citometro de
flujo

Diagrama 2. Protocolo de evaluacién de apoptosis (Tomado y modificado de BD Biosciences, 2008;
BD Riosciences. (2011).

6) Protocolo de fragmentacidon espermatica por SCSA

Una vez obtenida la concentracién espermatica se diluyé la muestra (20 pl) en 380 ul de
buffer HTF (EDTA, glutamina, gentamicina y albimina humana 5%). Se colocaron 500,000

células en un tubo eppendorf y se suspendieron en 500 pl de TNE buffer (EDTA, TRIS y
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NaCl, pH 7.4) y se colocé en hielo hasta su tincidn. En dos tubos eppendorf (uno para
muestra a estudiar y una para muestra control) se colocaron 200 ul de la muestra y 400 pl
de solucion litica (Triton X-100, HCL y NaCl, pH 1.4 a 4 ° C) a cada tubo. Se incubé por 30
segundos e inmediatamende se agregaron 10 pl de solucién de acridina (acido citrico,
Na,HPO,4, EDTA, NaCl y Naranja de Acridina, pH 6.0). Se Incubd por 3 minutos a 4 °C en
oscuridad. Se leyeron 10,000 células en citometro de flujo Accuri C6 previamente lavado

(Diagrama 3).

Descongelar
muestra

Diluir muestra Suspender en
1:20 con medio I ' 500 pl de TNE
HTF buffer

Colocar

L

Realizar conteo

en camara 500,000 células
Makler en un tubo

eppendorf

Agregar. ilﬂ' ul Agregar 400 pl Colocar en
de solucién de de solucién hielo hasta su
acridina a un e incid
litica tincion
tubo

Incubar por 30 En dos tubos
segundos en eppendorf
hielo colocar 200 pl

de la muestra

Leer 10,000
Incubar por 3
minutosad°®C células en
en oscuridad citometro de

flujo

Diagrama 3. Protocolo de evaluacion de fragmentacion de ADN por técnica SCSA (Tomado de
Evenson, 2013).
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Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizd con el paquete estadistico GraphPad Prism versiéon 6.00
para evaluar las diferencias entre las variables estudiadas.

Para comparar los parametros de morfologia, concentracidén, movilidad, apoptosis y las
diferencias en la fragmentacién de ADN por las técnicas de congelacidn, asi como los
métodos de evaluacidén de DFI se utilizé la prueba t de muestras no pareadas.

Se tomd un valor de significancia de p < 0.05.
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Resultados

e Grupo de estudio

Se analizaron 36 muestras de semen provenientes del laboratorio de andrologia de la
Clinica de reproduccién asistida HISPAREP del Hospital espafiol. De estas muestras, se
diferenciaron 4 grupos de estudio:

e 14 muestras de donantes criopreservadas por método convencional.

e 14 muestras de donantes criopreservadas por método rapido.

e 4 muestras de pacientes infértiles criopreservadas por método convencional.
e 4 muestras de pacientes infértiles criopreservadas por método rapido.

Estudio I. Analisis seminal

v" Concentracidon (Pacientes vs donantes). Se compard la concentracién de
espermatozoides entre donantes y pacientes (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion espermatica (media  D.E.) de pacientes vs donantes. Muestras
en fresco, con descongelacion de técnica convencional y rapida.

A B
n Donantes n Pacientes P
(1 x 10% (1 x 109
Fresco 14 70.43 + 12.84 4 41.75 + 16.88 0.0020
_Descongelacion- 14 | 5950+17.02 | 4 38.50 + 19.54 NS
Técnica convencional
D lacion-
escongelacion 14 | 6343+1860 | 4 | 38.25%+20.48 0.0325
Técnica rapida

En la tabla 5 se observan diferencias estadisticamente significativas en las muestras
evaluadas en fresco, la concentracidn espermatica en pacientes es significativamente
menor que en donantes. Cuando se criopreservaron por técnica convencional no resulto
diferencia significativa, mientras que mediante la técnica de congelacién rapida
nuevamente la concentracién de pacientes fue menor que la de donantes.
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v" Morfologia

(Pacientes

vs donantes).

compard el

porcentaje de

espermatozoides con morfologia normal entre donantes y pacientes (Tabla 6).

Tabla 6. Espermatozoides normales (media £ D.E.) de pacientes vs donantes. Muestras

en fresco, con descongelacién de técnica convencional y rdpida.

A B p
n Donantes Pacientes
(%) (%)
Fresco 14 09.50 £ 01.22 02.80 + 00.96 <0.0001
D lacion-
_oescongelacion 14 06.90 + 01.21 01.50 + 00.60 <0.0001
Técnica Convencional
sl 14 08.70 + 01.16 02.00 + 00.80 <0.0001
Técnica rapida

En la tabla 6 se presentan las muestras en fresco, criopreservadas por técnica
convencional y rapida tanto en pacientes como en donantes. Se observa que la morfologia
espermatica de los pacientes es significativamente menor tanto en fresco como después
de la descongelacién.

v" Movilidad

v' Se compard la movilidad progresiva en muestras de donantes y pacientes
en fresco, criopreservadas por técnica convencional y rapida (Tabla 7).

Tabla 7. Movilidad progresiva (media + D.E.) de pacientes vs donantes.
Muestras en fresco, con descongelacion de técnica convencional y rapida.
A B
n Donantes Pacientes p
(%) (%)
Fresco 14 71.43 + 08.29 37.25 +12.92 < 0.0001
_Descongelacion- 14 | 30.57+05.65 24.75 £ 09.54 NS
Técnica Convencional
D lacién-
DRI Bl 14 | 39.29+09.23 25.25 + 06.29 0.0121
Técnica rapida

Se observa en la tabla 7 que la movilidad progresiva es significativamente menor en
muestras procedentes de pacientes que de donantes analizadas en fresco. Posterior a la
criopreservacion, las muestras de donantes se afectaron considerablemente, sin embargo,
resulté mayor el nimero de espermatozoides madviles usando la técnica rapida. El método
de criopreservacion convencional no mostré diferencias significativas entre donantes y
pacientes, pero si la criopreservacién rapida.
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v Se compardé la movilidad no progresiva en muestras de donantes y
pacientes en fresco, criopreservadas por técnica convencional y rapida

(Tabla 8).
Tabla 8. Movilidad no progresiva (media *+ D.E.) de pacientes vs donantes.
Muestras en fresco, con descongelacion de técnica convencional y rapida.
A B
n Donantes Pacientes p
(%) (%)
Fresco 14 11.07 £ 02.92 13.00 £ 05.48 NS
_Descongelacion- 14 | 15.43+05.37 15.75 £ 02.06 NS
Técnica Convencional
Descongelacion- 14 | 14.79:02.78 15.25 + 02.50 NS
Técnica rapida

La tabla 8 muestra que la movilidad no progresiva no se modifica o fue similar entre
muestras en fresco y descongeladas tanto en pacientes como en donantes.

v' Se compard la inmovilidad espermdtica en muestras de donantes vy
pacientes en fresco, criopreservadas por técnica convencional y rapida

(Tabla 9).
Tabla 9. Espermatozoides inmoéviles (media + D.E.) de pacientes vs donantes.
Muestras en fresco, con descongelacion de técnica convencional y rapida.
A B
n Donantes n Pacientes p
(%) (%)
Fresco 14 17.50 £ 06.28 4 50.25 + 12.58 < 0.0001
Descongelacion- 14 |  54.00+06.67 4 50.50 + 10.02 NS
Técnica Convencional
Descongelacion- 14 | 45.93+00.47 4 | 57.00+02.16 0.0370
Técnica rapida

Se observa en la tabla 9 que en muestras en fresco, la diferencia en la cantidad de
espermatozoides inmodviles es estadisticamente significativa entre donantes y pacientes.
Se observd que por ambas técnicas de congelacién hay aumento de espermatozoides
inmdviles siendo estadisticamente significativa la diferencia en la técnica rapida.

v Espermocultivo: A todas las muestras se les realizé cultivo con la finalidad
de analizar microorganismos patégenos. Los resultados se muestran en la
tabla 10.
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Tabla 10. Resultado de espermocultivo para las muestras de donantes y pacientes

1 Chlamydia Mycoplasma Ureaplasma
Cadigo . s .
trachomatis genitalium urealyticum
GPL Negativo Negativo Negativo
DBM Negativo Negativo Negativo
ARS Negativo Negativo Negativo
MLO Negativo Negativo Negativo
0Cs Negativo Negativo Negativo
FGJ Negativo Negativo Negativo
NRC Negativo Negativo Negativo
Donantes oLo Negativo Negativo Negativo
coT Negativo Negativo Negativo
EAR Negativo Negativo Negativo
JNA Negativo Negativo Negativo
AAG Negativo Negativo Negativo
AAG-024 Negativo Negativo Negativo
Blanco Negativo Negativo Negativo
FADN-135 Negativo Negativo Negativo
Paci FADN-136 Negativo Negativo Negativo
acientes FADN-137 Negativo Negativo Negativo
AS122 Negativo Negativo Negativo

Todas las muestras resultaron negativas para infecciones de Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma genitalium y Ureaplasma urealyticum.

Estudio Il. Fragmentacion de ADN espermatico.

En este estudio se cuantificé el grado de fragmentacion de ADN espermatico. Se utilizaron
dos métodos, SCD o dispersién de la cromatina espermatica y SCSA o ensayo de estructura
de la cromatina espermatica. Todas las muestras se evaluaron por los dos métodos.

Mediante el método SCD se evalud la integridad de la cromatina espermatica. Se obtuvo
el indice de fragmentacién (DFI) en muestras frescas y post descongeladas,
criopreservadas por técnicas convencional y rapida. El método SCSA se utilizd
exclusivamente en muestras descongeladas por ambas técnicas de criopreservacion.

Los valores obtenidos se clasifican de acuerdo a la escala establecida por Evenson vy col.
(2002), en la cual determinaron cuatro categorias para el potencial fertilizante del
espermatozoide segln el DFI:

e Excelente si el DFI < 15%
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e Alto si el DFI 15-24%
e Bajo si el DFI 25-30%

e Muy bajo si el DFI >30%

Para obtener el porcentaje de fragmentacién de ADN por el método SCD se observaron
500 células por duplicado en cada muestra. Se clasificaron segun el tamafio del halo de
dispersion de la cromatina, los espermatozoides que tienen su ADN fragmentado
mostraron halo pequefio o se observaron sin halo. Por el contrario los que no estan

fragmentados presentaron grandes halos de dispersion (Figura 23).

Cuantificados los espermatozoides se calculé el DFI.

k. . ; " ‘ e s ,'

Figura 23. Fotomicrografias de espermatozoides analizados por método SCD. A: Muestra de donante en

fresco. B: Técnica rapida-Donante. C: Técnica convencional-Donante. D: Muestra de Paciente en fresco.

E: Técnica rapida-Paciente. F: Técnica convencional-Paciente. Obtenidas en el laboratorio de andrologia
HISPAREP.

Utilizando el método SCSA se cuantifico el dafio a la cromatina espermatica por el cambio
de metacromatica (ADN nativo, de doble cadena) verde a rojo (ADN desnaturalizado,
monocatenario) de fluorescencia y se muestra como rojo vs. verde. La principal poblacién

representa los espermatozoides que emiten mas fluorescencia verde que fluorescencia
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roja debido a la doble hebra con configuracién predominantemente normal de su ADN.
Los espermatozoides situados a la derecha de esta poblaciéon principal representan
aquellas células que muestran un aumento de la cantidad de fluorescencia roja y una
disminucion de la fluorescencia verde en comparacién con los espermatozoides en la
poblacién principal. Los calculos se realizaron para cada muestra: el porcentaje de
espermatozoides fuera de la principal poblacion con ADN desnaturalizado (% DFl); el
porcentaje de espermatozoides con una capacidad de tincion anormalmente alta de ADN
(% HDS), por encima del borde superior de la agrupacion principal de la poblaciéon de
espermatozoides sin desnaturalizacién del ADN detectable; residuos por debajo de la
poblacidn principal (% debris). Los porcentajes de estas variables se muestran en los plots

obtenidos al realizar el andlisis en citdémetro de flujo (Figura 24).
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Fluorescencia verde
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Figura 24. Plots representativos obtenidos por citometro de flujo. A: Tincion con Naranja de Acridina
Técnica rapida- Donantes. B: Tincidon con Naranja de Acridina Técnica rapida-Pacientes. C: Tincion con
Naranja de Acridina Técnica convencional- Donantes. D: Tincion con Naranja de Acridina Técnica
convencional-Pacientes.
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Lo Fragmentacion de ADN. SCSA vs SCD

a) Los valores obtenidos para las muestras de donantes de banco de semen cuando

se utilizd el método SCD se muestran en la tabla 11.

Potencial de fertilizacién en donantes de banco de semen obtenido por SCD

Excelente Alto Bajo Muy Bajo
No. de
No. de No. de No. de
DFI % muestra DFI % DFI % DFI %
muestras muestras muestras
S
Fresco % 14 9.9 14 0 0 0 0 0 0
? ' (100%)
Post Descongelado 11 3
ST 14 12.85 15.47 0 0 0 0
Técnica Rapida % (78.57%) (21.43%)
Post Descongelado 14
L - 14 0 0 20 0 0 0 0
Técnica Convencional % (100%)

Tabla 11. Numero de muestras (%) e indice de fragmentacion de ADN en fresco y post descongelado
de muestras de donantes de banco de semen utilizando la técnica SCD.
En muestras de donantes en fresco, la tabla 11 muestra que la calidad del ADN es dptima
mostrando un potencial fertilizante excelente en todas las muestras analizadas. Después
del proceso de congelacion por técnica rapida la calidad se ve disminuida, sin embargo, el
potencial fertilizante continda siendo 6ptimo, encontrando valores de DFI categorizados
como excelentes y altos segun la clasificacion de Evenson y col (2002). Cuando se
criopreservé por técnica convencional no se obtuvieron valores con potencial fertilizante

excelente, sin embargo, todas las muestras se clasificaron en rango potencial alto.

b) Los valores obtenidos para las muestras de pacientes infértiles cuando se utilizé el

método SCD se muestran en la tabla 12.

Potencial de fertilizacidn en pacientes infértiles obtenido por SCD
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Excelente Alto Bajo Muy Bajo
No. de
No. de No. de No. de
DFIl % muestra DFI % DFI % DFI %
. muestras muestras muestras
Fresco % 4 0 0 24.6 1(25%) 26.5 (50%) 34.9 1(25%)
Post Descongelado 1 3
SR 4 0 0 0 0 29.2 343
Técnica Rapida % (25%) (75%)
Post Descongelado
o i 0 0 0 0 0 0 39.02
Técnica Convencional % (100%)

Tabla 12. Numero de muestras (%) e indice de fragmentacion de ADN en fresco y post descongelado
de muestras de pacientes infértiles utilizando el método SCD.

En muestras de pacientes infértiles en fresco (tabla 12), se observé que el potencial
fertilizante es alto, bajo y muy bajo. Después del proceso de congelacidn por técnica
rapida no se observaron muestras con alto potencial fertilizante, es decir, la calidad del
ADN fue disminuida siendo categorizadas las muestras con potencial bajo y muy bajo. Sin
embargo, utilizando la técnica convencional en la criopreservacion de muestras de
pacientes, el potencial fertilizante se afecté severamente encontrando en su totalidad las
muestras con elevado DFI entrando en categoria de muestras con muy bajo potencial
fertilizante.

Otro método que se utilizé para evaluar el dafo al ADN fue el ensayo de estructura de la
cromatina espermatica (SCSA) en muestras de pacientes infértiles y de donantes de banco
de semen post descongelacién criopreservadas por las técnicas de congelacion rapida y
convencional. Al igual que para el método SCD se utilizo la clasificacion de Evenson y col.
(2002) para establecer el potencial fertilizante segun su indice de fragmentacién de ADN.

Este andlisis se realizd Unicamente post descongelacion, por lo cual, no se obtuvieron
valores de SCSA en muestras en fresco.

c) La tabla 13 muestra los valores obtenidos mediante SCSA para muestras de
donantes de banco de semen.

Potencial de fertilizacion en donantes de banco de semen obtenido por SCSA
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n Excelente Alto Bajo Muy Bajo
DFI % No. de DFI % No. de DFl % No. de DFl % No. de
muestras muestras muestras muestras
Fresco % 0 * * * * * * * *
Post Descongelado 14 4.77 13 18.8 1 0 0 0 0
Técnica Rapida % (92.85%) (7.15%)
Post Descongelado 14 10.80 1 0 0 28.6 5 39.58 8
Técnica Convencional % (7.15%) (35.72%) (57.14%)

Tabla 13. Numero de muestras (%) e indice de fragmentacion de ADN en fresco y post descongelado de
muestras de donantes de banco de semen utilizando el método SCSA. * No se utilizé el método SCSA
en muestras en fresco.

Utilizando el método SCSA (tabla 13) se obtuvo que el dafo ocasionado al ADN
espermatico de muestras criopreservadas por técnica rapida es bajo, es decir, presentan
excelente y alto potencial fertilizante. Cuando se utilizé la técnica convencional como
método de criopreservacién, se encontrd alto grado de dano al ADN, clasificando las
muestras con bajo y muy bajo potencial fertilizante.

d) La tabla 14 muestra los valores obtenidos mediante SCSA para muestras de
pacientes infértiles.

Potencial de fertilizacion en pacientes infértiles obtenido por SCSA

Excelente Alto Bajo Muy Bajo
No. d No. d No. d No. d
DFIl % o- de DFl % o-de DFI % o-ae DFI % o de
muestras muestras muestras muestras
Fresco % 0 * * * * * * * *
Post Descongelado 2 2
R 4 0 0 0 0 27.3 322
Técnica Rapida % (50%) (50%)
Post Descongelado 4
o ] 0 0 0 0 0 0 38.6
Técnica Convencional % (100%)

Tabla 14. Numero de muestras (%) e indice de fragmentacién de ADN en fresco y post descongelado de
muestras de pacientes infértiles utilizando el método SCSA. * No se utiliz6 el método SCSA en
muestras en fresco.

En muestras que proceden de pacientes (tabla 14) con algun problema de infertilidad, se
evalud la calidad del ADN por SCSA. Los resultados obtenidos post descongelacion por
técnica rapida mostraron que el dafio al ADN es alto siendo clasificados con bajo y muy
bajo potencial fertilizante. Sin embargo, se observé que sufren mayor afectacién cuando
se criopreservan por técnica convencional, ya que en su totalidad se categorizan con muy
bajo potencial fertilizante.

v" Se compararon los resultados del dafio al ADN medido por SCD en muestras en
fresco de Donantes de banco de semen vs Pacientes Infértiles (Grafica 1).
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SCD
*
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20 - Excelente siel DFI < 15%

Alto siel DFI115-24%
Bajo sielDFI 25-30%

10+ % Muy bajo sielDFI > 30%

0 : : *p < 0.0001

Donadores Pacientes

% DFI

Muestras en fresco

Grafica 1. Diferencia entre los métodos de evaluacion de fragmentacion de ADN en muestras de
donantes criopreservadas por técnica rapida.

Se obtuvo diferencia estadisticamente significativa entre los grupos analizados. Las
muestras de donantes cuando fueron evaluadas en fresco se clasificaron con excelente
potencial fertilizante, mientras que las muestras de pacientes se clasificaron dentro del
rango bajo y muy bajo potencial fertilizante.
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v" Se compararon los resultados del dafio al ADN generado como consecuencia de la
técnica de congelacidn rdpida y en muestras de donantes de banco de semen vy
pacientes infértiles obtenidos por los métodos SCD vs SCSA (Grafica 2).

Técnica rapida

50T
NS - SCD
I I D d
40 - onadores
SCSA
-
— 30- E Donadores
L *
a — SCD
S 50 Pacientes
SCSA
= = e
104 Pacientes
0 } } } }

Excelente sielDFI < 15%
Alto siel DFI 15-24%

* i i -
p <0.0001 Bajo siel DFI 25-30%
Muy bajo sielDFI > 30%

Grafica 2. Diferencia entre los métodos de evaluacion de fragmentacion de ADN en muestras de
donantes v pacientes criobreservadas bor técnica raoida.

La diferencia entre los dos métodos de evaluacion de DFI resulté estadisticamente
significativa, siendo mayor cuando se evalué por SCD. Sin embargo, a pesar de esta
diferencia, ambos métodos de evaluacion clasificaron las muestras de donantes con
excelente potencial fertilizante. En muestras de pacientes la diferencia entre los métodos
de evaluacién de DFI no resultd estadisticamente significativa. Las muestras evaluadas se
categorizaron en rango de bajo a muy bajo potencial fertilizante tanto en método SCD
como SCSA.

v" Se compararon los resultados del dafio al ADN generado como consecuencia de la
técnica de congelacién convencional en muestras de donantes de banco de semen
y pacientes infértiles obtenidos por los métodos SCD vs SCSA (Grafica 3).
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Técnica convencional
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S 50 Pacientes
SCSA
10 - Pacientes
0 1 1 1 1 Excelente siel DFI < 15%
1 I L] ]
Alto siel DFI 15-24%
Bajo siel DFI 25-30%
*p<o_0001 Muy bajo sielDFI > 30%

Grafica 3. Diferencia entre los métodos de evaluacién de fragmentacion de ADN en muestras de

donantes v nacientes de banco de semen crionreservadas nor técnica convencional.

Resulté diferente estadisticamente significativa para los métodos de evaluaciéon de DFI.
Cuando las muestras fueron evaluadas por SCD se categorizaron en rango de potencial
fertilizante alto, mientras que evaluadas por SCSA se categorizaron como bajo y muy bajo.
En muestras de pacientes no hay diferencia estadisticamente significativa entre los
métodos de evaluacién de DFI. Esta prueba muestra que la técnica convencional afecta
principalmente a las muestras seminales de pacientes, ya que en ambos métodos de
evaluacién de fragmentacion de ADN se clasificaron las muestras con muy bajo potencial
fertilizante.

v' Método SCD
Para este procedimiento se identificaron cuatro variables:

e Donantes-Técnica rapida.
e Donantes-Técnica convencional.

e Pacientes-Técnica rapida.

e Pacientes-Técnica convencional.
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v' Se comparé el % DFI obtenido por método SCD, en muestras de donantes de banco
de semen vs pacientes infértiles (Grafica 4).

Se obtuvo diferencia que resultdé estadisticamente significativa entre donantes y

pacientes.
SCD
50 - *
L [
I 1
40 -
— 30
L i 0
a Excelente sielDFI < 15%
< o Alto siel DFI 15-24%
201 Bajo siel DFI 25-30%
Muy bajo sielDFI > 30%
104 —I—
*p<0.0001
0 T T

Donadores Pacientes

Grafica 4. indice fragmentacién de ADN evaluado por método SCD, en muestras de pacientes vs
donantes.

Se observa que el indice de fragmentacion espermatica (%) es significativamente mayor
en muestras procedentes de pacientes que el indice de fragmentacion de ADN de
muestras de donantes de banco de semen, estos valores fueron comparados
independientemente de la técnica de criopreservacion. Los donantes presentan potencial
fertilizante de excelente a alto, mientras que los pacientes infértiles muestran potencial
fertilizante muy bajo.

En la grafica 5 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v" Se compard el % DFI obtenido por método SCD, en muestras de donantes de banco
de semen vs pacientes infértiles criopreservadas por técnica rapida (Grafica 5).

v' Se comparé el % DFI obtenido por método SCD, en muestras de donantes de banco
de semen vs pacientes infértiles criopreservadas por técnica convencional (Grafica
5).

v" Se compard el % DFI obtenido por método SCD, en muestras de donantes de banco
de semen criopreservadas por técnica convencional vs muestras de donantes de
banco de semen criopreservadas por técnica rapida (Grafica 5).
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v" Se compard el % DFI obtenido por método SCD, en muestras de pacientes infértiles
criopreservadas por técnica convencional vs pacientes infértiles criopreservadas
por técnica rapida (Grafica 5).

SCD
NS
| [ |
1 1
: * : Donadores-técnica

50 - I * I rapida
I_'* Pacientes-técnica
—. []

40 - rapida
Donadores-técnica

— 30+ e —— convencional
L
@) Pacientes-técnica
< — .
S 20+ convencional

10 4 Excelente siel DFI < 15%

Alto sielDFI 15-24%
Bajo siel DFI 25-30%
Muy bajo siel DFI > 30%

*p < 0.0001

Grafica 5. Diferencia en el % DFI evaluado por SCD en muestras criopreservadas por técnica rapida y
convencional, procedentes de donantes de banco de semen y pacientes infértiles.

Esta evaluacion mostrd diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones
realizadas, siendo menor el DFl en muestras de donantes criopreservadas por técnica
rapida. Se observa, ademas, que en pacientes la técnica convencional disminuye el
potencial fertilizante a medida que aumenta el DFI, siendo significativamente mayor que
en donantes. Las muestras de donantes criopreservadas con la técnica rapida como
convencional presentan excelente y alto potencial fertilizante respectivamente, es decir,
contienen ADN con menos cantidad de dafio por el proceso de congelacién. Los pacientes
mostraron valores de % DFI elevados, clasificdAndolos con muy bajo potencial fertilizante.
La diferencia entre las técnicas de criopreservacion en pacientes no resultd
estadisticamente significativa.
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v' Método SCSA

Para este procedimiento se identificaron cuatro variables:

e Donantes-Técnica rapida.
e Donantes-Técnica convencional.
e Pacientes-Técnica rapida.

e Pacientes-Técnica convencional.

v" Se comparé el % DFI obtenido por método SCSA, en muestras de donantes de
banco de semen vs pacientes infértiles (Grafica 6).

SCSA
50+ 1 % ]
1 1
404
— 30+ Excelente siel DFI < 15%
; — Alto siel DFI 15-24%
< Bajo sielDFI125-30%
201 Muy bajo siel DFI > 30%
10
*p 0.0166
0 T T
Donadores Pacientes

Gréfica 6. indice fragmentacion de ADN evaluado por método SCSA, en muestras de pacientes vs
donantes.

Al comparar las muestras de donantes y pacientes resultd con diferencia estadisticamente
significativa, siendo menor el DFI en muestras de donantes. El grafico 6 muestra que los
pacientes presentan muy bajo potencial fertilizante, ya la media del DFI es mayor al 30 %.
Las muestras de donantes se localizan en un rango de excelente a muy bajo, pero la mayor
concentracion mantiene potencial fertilizante alto, con un promedio de 19% de DFI. Estos
resultados fueron medidos independientemente de la técnica de congelacién.

En la grafica 7 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v' Se compard6 el % DFI obtenido por método SCSA, en muestras de donantes de
banco de semen vs pacientes infértiles criopreservadas por técnica rapida (B vs D)
(Grafica 7).
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v" Se compard el % DFI obtenido por método SCSA, en muestras de donantes de
banco de semen vs pacientes infértiles criopreservadas por técnica convencional
(Gréfica 7).

v" Se comparé el % DFI obtenido por método SCSA, en muestras de donantes de
banco de semen criopreservadas por técnica convencional vs muestras de
donantes de banco de semen criopreservadas por técnica rapida (Grafica 7).

v" Se compard el % DFl obtenido por método SCSA, en muestras de pacientes
infértiles criopreservadas por técnica convencional vs pacientes infértiles
criopreservadas por técnica rapida (Gréfica 7).

SCSA NS

L ** ] Donadores-Técnica
1 1 L.
N . rapida
[ |
501 I 1 Pacientes-Técnica
I % I rapida
40 = Donadores-Técnica

convencional

— 30 Pacientes-Técnica
L .
a convencional
o
O\ 20-
Excelente siel DFI < 15%
10 Alto sielDFI115-24%
Bajo siel DFI 25-30%
Muy bajo sielDFI > 30%
L L L [
O ] 1 I I

* p<0.0001
* p  0.0333

Grafica 7. Diferencia en el % DFI evaluado por SCSA en muestras criopreservadas por técnica rapida y
convencional. procedentes de donantes de banco de semen v pacientes infértiles.

El método de evaluacién por SCSA demostré que las muestras de donantes
criopreservadas por técnica rdpida no son afectadas por el proceso de congelacion, ya que
presentd un potencial fertilizante excelente. En contraparte, en muestras de donantes
criopreservadas por técnica convencional reveld diferencia estadisticamente significativa
siendo mayor el DFI que las criopreservadas por técnica rdpida, clasificando el potencial
fertilizante en bajo y muy bajo. El método SCSA confirma y correlaciona los datos
obtenidos por el método SCD, se obtuvo indices de fragmentacién mas bajos en muestras
de donantes, mientras que en pacientes se afecta significativamente la integridad del ADN
ocasionando pérdida del potencial de fertilizacidn tanto en criopreservacion rapida como
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convencional. La diferencia entre donantes y pacientes criopreservadas por técnica
convencional no fue estadisticamente significativa.

Estudio Ill. Apoptosis

En este estudio se evalud la susceptibilidad de las células, el grado de dafo o muerte
celular programada presente en los cuatro grupos de estudio. Para evaluar la vitalidad y
muerte celular se identificaron cuatro variables:

e (Células vivas.

e (Células en apoptosis temprana.
e (Células en apoptosis tardia.

e Necrosis.

Los porcentajes de estas variables se adquirieron de los datos obtenidos en los plots al
realizar el andlisis en citémetro de flujo (Figura 25).
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Figura 25. Plots representativos obtenidos por citometro de flujo. A: Autofluorescencia (control)
técnica rapida- Donantes. B: tincidn con AV+7-AAD técnica rapida- Donantes. C: Autofluorescencia
(control) técnica rapida-Pacientes. D: tincion con AV+7-AAD técnica rapida-Pacientes. E:
Autofluorescencia (control) técnica convencional-Donantes. F: tincidn con AV+7-AAD técnica
convencional-Donantes. G: Autofluorescencia (control) técnica convencional-Pacientes. H: tincion con
AV+7-AAD técnica convencional-Pacientes.

/.- % de Viabilidad

v' Se analizé el dafio ocasionado a muestras de donantes de banco de semen vs
pacientes infértiles (Grafica 8).
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Grafica 8. Viabilidad Donantes vs Pacientes
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La prueba t resulto estadisticamente significativa la diferencia de las muestras de
donantes y pacientes respecto al nimero de células vivas. El grafico 8 muestra que aun sin
distinguir entre técnicas de congelacion, se presenta mayor dafio a los espermatozoides
de pacientes infértiles que en donantes de banco de semen.

/.- % de viabilidad y técnica

En la grafica 9 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v’ Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
donantes de banco de semen (Grafica 9).

¥’ Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles vs muestras congeladas por técnica rdpida de pacientes
infértiles (Grafica 9).

v' Se analiz6 el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica rapida de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
pacientes infértiles (Grafica 9).

¥’ Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles (Grafica 9).

I NS I I NS I
L NS ]
I 1
100+
| * | Técnica rapida
I 1
- Técnica convencional
5 80 - =
©
i) —_——
= 604
o)
8
> -
o 40
©
X
o
20 *p < 0.0209
O 1 1 T 1
) ) ) )
@ @ & X
o o N Q
S S @ @
> > ) O
RS & Q? Q°
Q Q

Grafica 9. Diferencias en la viabilidad de las muestras espermaticas de pacientes infértiles y donantes
de banco de semen por diferentes técnicas de congelacion.
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El grafico 9 indica que, independientemente de la técnica de congelacion, las muestras de
semen de donantes presentan menos dafios en la membrana plasmatica ocasionados por
las técnicas de congelacion, se observa una disminucidn en el porcentaje de vitalidad en
muestras de pacientes infértiles. Al descongelar las muestras criopreservadas por la
técnica rdpida se obtienen mayores tasas de sobrevivencia en muestras de donantes
comparado con muestras de pacientes. Al descongelar las muestras criopreservadas por la
técnica de convencional se muestra que afecta considerablemente a las células de
pacientes observando menores indices de supervivencia siendo esta diferencia
estadisticamente significativa.

% de Apoptosis temprana

v" Se analizd el dafio ocasionado a muestras de donantes de banco de semen vs
pacientes infértiles (Grafica 10).

100
NS

(Annexina V+, 7AAD-)

% de apoptosis temprana

Grafica 10. Apoptosis temprana. Donantes vs Pacientes.

El grafico 10 expresa que las muestras de semen de los donantes presentan mayor
porcentaje de células en fase de apoptosis temprana en comparacion con los pacientes
infértiles, es decir, sin hacer distincién de las técnicas de congelacién, en general se
obtienen mayores tasas de células iniciando procesos tempranos de apoptosis, sin
embargo, no fue estadisticamente significativa esta diferencia.
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L% de Apoptosis temprana y técnica

En la grafica 11 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rapida de
donantes de banco de semen (Grafica 11).

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles vs muestras congeladas por técnica rdpida de pacientes
infértiles (Grafica 11).

v" Se analizd el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica rapida de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
pacientes infértiles (Grafica 11).

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles (Grafica 11).
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Grafica 11. Diferencias en apoptosis temprana de las muestras espermaticas de pacientes infértiles y
donantes de banco de semen por diferentes técnicas de congelacion.

El grafico 11 expresa las diferencias en el daifo ocasionado a los cuatro grupos de estudio
que sufren procesos de apoptosis temprana. Se observa que las muestras criopreservadas
por técnica rapida presentan mayor porcentaje de células en fase de apoptosis temprana,
mientras que las muestras congeladas por técnica convencional no muestran porcentajes
altos. Se observa diferencia estadisticamente significativa entre muestras de donantes,
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siendo menor el grado de apoptosis temprana utilizando la técnica convencional de
criopreservacién. En general los cuatro grupos de estudio presentaron bajas tasas de
apoptosis temprana. Las muestras de pacientes no presentaron diferencias
estadisticamente significativas.

/.- % de Apoptosis tardia

v' Se analizé el dafio ocasionado a muestras de donantes de banco de semen vs
pacientes infértiles (Grafica 12).
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Grafica 12. Apoptosis tardia. Donantes vs Pacientes.

El grafico 12 expresa que los donantes de banco de semen muestran menor porcentaje de
células en apoptosis tardia resultado de la congelacidn, respecto a los porcentajes
obtenidos en las muestras de pacientes infértiles. Estadisticamente hay diferencias
significativas entre los grupos analizados. En este procedimiento no se distingue la técnica
de congelacidn.

<.~ % de Apoptosis tardia y técnica

En la grafica 13 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
donantes de banco de semen (Grafica 13).
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v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles vs muestras congeladas por técnica rdpida de pacientes
infértiles (Grafica 13).

v" Se analizd el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica rapida de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rapida de
pacientes infértiles (Grafica 13).

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles (Grafica 13).
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Grafica 13. Diferencias en apoptosis tardia de las muestras espermaticas de pacientes infértiles y
donantes de banco de semen por diferentes técnicas de congelacion.

El grafico 13 representa las diferencias entre los grupos de estudio para este
procedimiento. Se observan diferencias significativas en todas las comparaciones
realizadas. Se comprueba mediante este procedimiento que las muestras de semen
congeladas por técnica convencional presentan mayores porcentajes de apoptosis tardia.
Al comparar las muestras de donantes de ambas técnicas se observa porcentaje
significativamente mayor de apoptosis tardia en la técnica convencional, mismo efecto
gue se observa en las muestras de pacientes infértiles, presentando mayor porcentaje de
apoptosis tardia en las muestras congeladas por la técnica convencional.

Por lo tanto, resulta favorable congelar mediante técnica rapida, ya que los porcentajes de
apoptosis tardia son menores en donantes y pacientes. Se observd que las muestras de
donantes presentan menores porcentajes de apoptosis tardia que las muestras de los
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pacientes infértiles que son congeladas por la técnica rapida, mismo efecto que resultd en
las muestras congeladas por técnica convencional.

¢_.-% de Necrosis

v' Se analizé el dafio ocasionado a muestras de donantes de banco de semen vs
pacientes infértiles (Grafica 14).
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Grafica 14. Necrosis. Donantes vs Pacientes.

El grafico 14 expresa que los donantes de banco de semen muestran menores porcentajes
de células necrdticas resultado de la congelacion, respecto a los porcentajes obtenidos en
las muestras de pacientes infértiles, sin embargo, no fue estadisticamente significativa
esta diferencia. Es decir, sin distinguir la técnica de congelacion, las muestras de donantes
presentan menor cantidad de dafios por los procesos de congelacion.

<.~ % de Necrosis y técnica

En la grafica 15 se expresan los grupos evaluados y las comparaciones realizadas que a
continuacion se describen.

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
donantes de banco de semen (Grafica 15).
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v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles vs muestras congeladas por técnica radpida de pacientes
infértiles (Grafica 15).

v" Se analizd el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica rapida de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica rdpida de
pacientes infértiles (Grafica 15).

v" Se analizé el dafio ocasionado a muestras congeladas por técnica convencional de
donantes de banco de semen vs muestras congeladas por técnica convencional de
pacientes infértiles (Grafica 15).
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Grafica 15. Diferencias en necrosis de las muestras espermaticas de pacientes infértiles y donantes de
banco de semen por diferentes técnicas de congelacion.

El grafico 15 representa las diferencias entre los grupos de estudio analizando los grados
de necrosis. No se observan diferencias significativas en todas las comparaciones
realizadas. Las muestras de semen congeladas por técnica convencional son mas
afectadas presentando mayores porcentajes de necrosis. Al comparar las muestras de
donantes de ambas técnicas de congelacidon se observa un dafio mayor en la técnica
convencional, presentando menos dafios al ser congeladas por técnica rdpida, mismo
efecto que se observa en las muestras de pacientes, presentando mayor dafio las
muestras congeladas por técnica convencional.
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Discusion

En el presente estudio se analizé la calidad seminal de las muestras de pacientes infértiles
y donantes de banco de semen que fueron sometidas a procesos de congelacion y
descongelacidn por técnicas de criopreservacién rapida y convencional. Se analizé el dafio

ocasionado a los parametros seminales, el grado de apoptosis y la fragmentacion de ADN.

En numerosos estudios se ha buscado un factor clave que sea predictivo para el potencial
de fertilidad masculina, los analisis de semen convencionales incluyen anomalias en
concentracion, movilidad, el estado del acrosoma, integridad de la membrana celular y
morfologia espermdtica e integridad de la cromatina nuclear. La seleccién de
espermatozoides durante técnicas de reproduccion asistida se basa en estos criterios
(Mangiarini et al, 2013; Franken et al, 2012; Grunewald et al, 2009; Hoogendijk et al 2009;
Elzanaty et al, 2008; Evenson et al, 1999). En el presente estudio se evalud la calidad
seminal a los 30 minutos posteriores a la colecta de la muestra, midiéndose los
pardmetros seminales de concentracidon, movilidad, morfologia, asi como el indice de
fragmentacion espermadtica, utilizando la técnica de dispersion de la cromatina

espermatica (SCD).

Estudios previos (Fraczek et al, 2013; Lukanov et al, 2009; Enciso et al, 2009; Muratori et
al, 2008), reportan que los pacientes con parametros seminales disminuidos son mas
propensos a mostrar una mayor proporcidon de espermatozoides con ADN fragmentado
gue los hombres con parametros normales de semen, al igual que los varones con ciertas
patologias androldgicas tales como infecciones o varicocele. La Vignera et al (2012),
ademads, comprobaron que hombres con sobrepeso u obesidad presentan menor
movilidad progresiva y formas normales que hombres con IMC normal. Este estudio
mostré que la calidad del semen de pacientes es mucho menor comparado con los valores
obtenidos en muestras de donantes siguiendo los estandares establecidos por la OMS
(WHO, 2010). Esto debido a que las muestras de pacientes presentan fertilidad disminuida

como consecuencia de infecciones de las vias genitourinarias, edad avanzada o malos

105

——
| —



Discusion

habitos de vida como fumar, sobrepeso u obesidad (Vendrell et al, 2014; Fraczek et al,

2013; Dohle, 2010).

El semen de donantes presentd buena calidad segln los parametros establecidos por la
OMS (2010) y la paternidad comprobada del donante es una garantia adicional. Los
pardmetros necesarios para acreditar como donante son un recuento de al menos 60
millones de espermatozoides y una movilidad progresiva total superior al 40% (Pouly et al,
2014). En este estudio estas diferencias fueron notables al compararlos con las muestras
de pacientes infértiles. En los pardmetros evaluados se observé que la concentracidn en
millones fue aproximadamente la mitad en pacientes comparado con las muestras de
donantes. Este efecto también se observé en movilidad, morfologia e indice de

fragmentacioén.

Algunos estudios (Fraczek et al, 2013; Fujita et al, 2011; Rennemeier et al, 2009) han
prestado atencion a las influencias potenciales directas de microorganismos patdgenos en
los gametos masculinos, y por lo tanto su interaccion con espermatozoides humanos, han
revelado que distintas moléculas microbianas provocan multiples efectos perjudiciales
sobre los espermatozoides humanos que pueden afectar la movilidad del espermatozoide,
inducen muerte celular y tienen efectos tdxicos sobre el ADN, y sobre todo, a dosis
subletales pueden causar la pérdida prematura del acrosoma, dificultando la penetracién
del espermatozoide al ovocito. A las muestras utilizadas en este estudio se les realizd
cultivo con el fin de analizar en el semen la presencia de infecciones causadas por
bacterias, hongos, etc. Todas las muestras resultaron negativas en espermocultivo para
Chlamydia trachomatis, Mycoplasma genitalium y Ureaplasma urealyticum, tanto en

donantes como en pacientes.

Cuantificados estos parametros se criopreservaron las muestras. Estudios precedentes
(Petyim et al, 2014; Gallardo et al, 2012; Ortega, 2012; Zribi et al, 2012; Meamar et al,
2012; lJin et al, 2010; Oliva et al, 2010; Serzedello et al, 2006; Paasch et al, 2004) han
evaluado el dafio generado como consecuencia de la criopreservacion, informando

afectaciéon en la calidad del espermatozoide incluyendo morfologia, movilidad, e
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integridad del ADN, que finalmente conduce al dafo celular y la muerte. Los resultados
obtenidos en este estudio muestran que el proceso de congelacidon y descongelacion
reduce el porcentaje de espermatozoides vivos, asi como pérdida entre 25 y 75% de
movilidad y reduccién de formas normales tanto en muestras seminales de buena calidad
(donantes), como en las de mala calidad (pacientes). Esto debido a la exposicion a estrés
osmético, deshidratacién celular, formacion de letales cristales de hielo intracelulares y
extracelulares, maduracion de la célula, y la tasa de enfriamiento que genera cambios en
la composicidn lipidica de la membrana plasmatica, reduccidén del tamafio de la cabeza y

externalizacion de fosfatidilserina.

Estudios previos (Djuwantono et al, 2011; Said et al, 2010; Dupré et al, 2006) establecen
qgue el DMSO es el crioprotector que genera la menor toxicidad para los espermatozoides
ya que se obtienen altos porcentajes de espermatozoides moviles reduciendo la
formacién de cristales de hielo dentro de los espermatozoides. Sin embargo, en estudios
previos, se informa que los crioprotectores, ademas de sus propiedades crioprotectoras,
pueden ser desencadenantes de muerte celular programada (apoptosis) debido al
impacto del glicerol en la actividad de las caspasas (Wiindrich et al, 2006). En nuestro
estudio se utilizé crioprotector a base de DMSO, observando que la afectacidn a las tasas
de viabilidad, formas normales, movilidad y apoptosis se debe a la velocidad de

congelacidon mas no al crioprotector usado.

Otros estudios (Di Santo et al, 2012; Benson et al, 2012; Partyka et al, 2010; Isachenko et
al, 2008) reportan que la movilidad de los espermatozoides sometidos a criopreservacién
se reduce a causa de algunos cambios en el transporte activo. Yogev et al (2010), reportd
que el porcentaje de espermatozoides méviles progresivos en muestras descongeladas de
donantes almacenadas hasta 14 afos en bancos de semen no disminuye. Los resultados
mostrados en este estudio contrastan con lo reportado por Yogev et al (2010) ya que se
hallé6 que el almacenamiento de espermatozoides Independientemente de la técnica
utilizada para criopreservar disminuye la cantidad de espermatozoides con movilidad

progresiva a la vez que aumentan los espermatozoides con movilidad no progresiva e
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inmdviles. Esto se debe, probablemente a un deterioro de la actividad mitocondrial que
puede explicar la reduccion de la movilidad, cambios en el transporte activo y la
permeabilidad de la membrana plasmatica en la regién de la cola, por un cambio en la

disponibilidad de energia o una lesion en los elementos del axonema.

A pesar de la pérdida de movilidad, se considera que las muestras son aceptables cuando
conservan mds del 30% de movilidad progresiva tras la descongelacién (Torres et al,
2009). En nuestro estudio, las muestras de donantes, tanto en fresco como después de la
descongelacion mantuvieron mas del 30 % de movilidad progresiva, mientras que las

muestras de pacientes tras la descongelacién no llegaron al 30%.

En este estudio se mostré que los pardmetros seminales de movilidad, concentracién y
morfologia son mds afectados cuando las muestras se congelan por técnica convencional
(enfriamiento lento) que cuando se utiliza la técnica rdpida tanto en los pacientes como
en los donantes. El enfriamiento lento requiere la disminucion gradual de la temperatura
con ciertas tasas de congelacidén. Las consecuencias de la congelacion lenta y gradual
causan lesioén celular, lo que resulta en la muerte celular, especialmente en el rango de

temperaturas criticas de -15 °C a -60 °C (Oliva et al, 2010).

Rennemeier et al (2009), observaron una reduccién en la movilidad de los
espermatozoides que coincididé en una forma dependiente con la cantidad de células en
apoptosis y necrosis. Gallardo et al (2012) observé que la perdida de movilidad se
correlaciona con el porcentaje de espermatozoides necrdticos. Se observd en el presente
estudio una relacidn entre la pérdida de viabilidad y movilidad progresiva con el aumento
de células apoptdticas tempranas, tardias y necréticas. Debido a las afectaciones en la
calidad de espermatica por los mecanismos que causan lesiones y muerte celular, la
congelacion rdpida resulta una mejor alternativa por su tasa de enfriamiento rapido y alta

viscosidad.

A pesar de la disminucidn en los parametros seminales se observd que resulta favorable
criopreservar las muestras de donantes por técnica rapida, ya que los valores contintan

siendo aceptables segun lo establecido por la OMS (2010) aun después de la
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descongelacién. Cuando se descongelaron muestras de donantes criopreservadas por
técnica convencional, también se obtuvieron altos porcentajes en los pardmetros
seminales, pero los valores obtenidos por técnica rapida son mayores alrededor del 15 %,
no obstante, si presentan diferencia comparando los datos con los obtenidos en las
muestras en fresco. En cuanto a muestras de pacientes, los datos obtenidos en la
descongelaciéon no presentan diferencias importantes cuando se comparan los dos
métodos de congelacidn, sin embargo, si hay reduccidon en valores comparados con las
muestras en fresco. Esto comprueba que los dos métodos de criopreservacién afectan la
calidad espermatica tanto en pacientes como donantes, sin embargo, no se observan

importantes diferencias en cuanto al dafio generado por las técnicas.

Robinson et al (2012), informan que en el 70% de abortos involuntarios estan presentes
anomalias cromosdmicas y la mayoria de casos son de origen materno que surgen durante
la meiosis, mientras que Young et al (2003), estiman que el 85% de las aberraciones
cromosémicas encontradas en los recién nacidos se producen en las células germinales de
origen paterno, con la mayoria de las mutaciones genéticas en los espermatozoides
debido a la rotura en la cadena de ADN en lugar de reordenamiento, es por esto que este

estudio se centrd en la evaluacidn de la integridad del ADN.

Los resultados obtenidos en este estudio indican que las muestras de donantes de banco
de semen presentan un excelente potencial fertilizante (bajo DFI) cuando se evaltan
inmediatamente después de la colecta por método SCD. Después del proceso de
criopreservaciéon los valores obtenidos muestran que la técnica de congelacidén rapida
mantiene el potencial fertilizante excelente, sin embargo, el método convencional
incremento el indice de fragmentacidn generando una reduccién del potencial fertilizante.
No obstante, el mayor dafo se cred en muestras de pacientes con problemas de fertilidad,
ya que cuando se evaluaron inmediatamente después de la colecta, el potencial
fertilizante fue en promedio bajo, mientras que después del procedimiento de

criopreservacion el potencial fertilizante fue en promedio muy bajo.
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Rougier et al (2013), mostraron que las muestras congeladas presentan una mayor
fragmentacion de ADN que las muestras en fresco. Los resultados del presente estudio
muestran que mediante la técnica SCSA en donantes de banco de semen el potencial se
mantuvo excelente utilizando la técnica de criopreservacion rapida. Sin embargo
empleando la técnica convencional se hallé que el potencial fertilizante se ve severamente
afectado. Este efecto se produce de la misma manera en pacientes, ya que redujo el
potencial fertilizante en muestras criopreservadas por método convencional. Se observé
gran diferencia entre las muestras en fresco y descongeladas evaluando por SCD y SCSA.
Ademas, casi todos los espermatozoides, incluso en donantes de semen presentaron

algun nivel de dafio detectable.

Chohan et al (2006), compararon los diversos métodos de evaluacion de fragmentacién de
ADN espermatico, en su estudio no obtuvieron diferencias a considerar en los resultados
de SCD y SCSA en pacientes y hombres fértiles, es decir, muestran niveles similares de
fragmentacion del ADN y predicen los mismos niveles de dafio. Este estudio muestra que
el indice de fragmentacién medido por SCD fue mucho menor en muestras de donantes
gue en pacientes. Estos datos comprueban que el método de criopreservacion rapido es
eficaz para el mantenimiento del potencial fertilizante, ya que se obtuvo menor afectacién
a la molécula de ADN utilizando esta técnica en donantes y pacientes. El método SCSA
mostré el mismo resultado, el indice de fragmentacion fue menor en muestras de
donantes que en pacientes. De igual manera, mediante SCSA se comprueba que la
congelacion rapida es eficaz para mantener en condiciones adecuadas la molécula de ADN

ya que se logrd tasas mas bajas de fragmentacion tanto en donantes como en pacientes.

En nuestros resultados se encontrd que los donantes tienen un porcentaje mucho mayor
de espermatozoides con grandes halos, en comparacion con hombres infértiles. Los
hombres con valores de DFI de 15% o menos (excelente potencial fertilizante) también
mostraron un mayor numero de halos de tamafio mediano a grande en comparacion con
los individuos con valores de DFI superiores a 15% (potencial fertilizante alto, bajo y muy

bajo). Esto se debe probablemente a la velocidad de enfriamiento de la técnica de
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congelacion rapida, ya que el tiempo en que se deshidrata la célula, especialmente las
estructuras flagelares, es suficiente para que las moléculas de agua sean reemplazadas
por moléculas de crioprotectante, y asi aumente la viscosidad de los liquidos intra y
extracelulares para obstaculizar la difusién, deteniendo finalmente todos los procesos
celulares. Se evita la agregacidn de las moléculas que causan la formacién de cristales de
hielo intracelular de gran tamafio y que provocan la destruccién o alteracion de las

estructuras u organelos del espermatozoide (Avila et al, 2006; Meseguer et al, 2002).

Este informe contrasta con lo reportado en estudios previos (Dupré et al, 2006; Hori et al,
2006) en los cuales utilizando una tasa de enfriamiento lento (-15°C/min) obtuvieron los
mayores porcentajes de movilidad concluyendo que con tasas de congelacién rapida (-
18,8 °C/min) no hay suficiente tiempo para la deshidratacion de los espermatozoides. En
el presente estudio se utilizd la criopreservacion rapida, es decir, las muestras fueron
sumergidas directamente en NL, y se observé que preserva una adecuada funcidén celular

en un alto numero de espermatozoides.

Estudios previos (Vutyavanich et al, 2012; Berrios et al, 2011) refieren que existe una
significativa activacion de la produccién de especies reactivas de oxigeno, que conlleva a
una prematura capacitacion espermatica, evento que es necesario de modular,
especialmente si se utilizan estas células en técnicas de inseminacién intrauterina, por lo
gue sugieren adicidn de antioxidantes a los medios de congelacidn para la optimizacién de
la técnica. Sin embargo, Meamar et al (2012) utilizaron extractos de Opuntia ficus-indica
por sus propiedades antioxidantes en el medio crioprotector concluyendo que solo es
ligeramente eficaz en la prevencidon de efectos dramaticos de la fragmentacién de ADN

espermatico.

Entre las caracteristicas que hacen mas ventajosa la congelacion rdpida frente a la
criopreservacién convencional, se encuentran la rapidez con la que puede ser realizada, la
facilidad de su procedimiento y el no necesitar de instrumental sofisticado para su
ejecucidn, lo cual disminuye su costo, elementos importantes al momento de determinar

los costos para la conservacién celular. La mortalidad espermatica producida durante la
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criopreservacién lenta podria estar originada por el efecto de los crioprotectores, estrés
celular y estrés osmotico (Dupré et al, 2006). Todos estos elementos afectarian
severamente el volumen celular, al exponer los espermatozoides a ciclos de

congelamiento y descongelamiento.

Una posible explicacion para los mismos resultados de SCSA y la prueba de SCD radica en
el hecho de que los espermatozoides de hombres con parametros anormales de semen se
caracterizan por niveles mas altos de ruptura en la cadena de ADN, lo que puede ser
indicativo de apoptosis. Ortega et al (2010), observaron una fuerte correlacidn entre estas
dos pruebas, sin embargo, concluyen que todavia no es del todo conocido cémo estas
técnicas, que miden la integridad de la molécula del ADN, pueden ayudar a identificar
problemas de fertilidad y cémo afectan a la posibilidad de gestacion en reproduccién
asistida. Otro estudio (Jun et al, 2011) ha demostrado que la evaluacién del DFI junto con

el andlisis basico mejora la calidad de evaluacién de semen.

Enciso et al (2006), muestran mediante la evaluaciéon de la integridad del ADN en los
espermatozoides que la frecuencia de espermatozoides que contienen ADN fragmentado
es mayor en hombres infértiles en comparacidn con varones fértiles. Las variaciones que
se presentaron en los resultados entre los métodos de evaluaciéon de fragmentacion de
ADN no fueron significativas. Nuestros resultados indican que los pacientes infértiles
presentan mayor indice de fragmentacién de ADN que los donantes de banco de semen,
esto a pesar de que la concentracion del fijador, el tiempo de almacenamiento de las
muestras, el fluorocromo utilizado para etiquetar roturas en el ADN, y el método utilizado
para analizar los datos, pueden afectar en gran medida los resultados de la fragmentacion

de ADN espermatico, como demostraron Muratori et al (2010).

Estudios recientes han propuesto el uso de marcadores de apoptosis para mejorar la
prediccion del potencial de fertilidad en la practica clinica (Zorn et al, 2012). El presente
estudio se ha centrado en la evaluacidon de la muerte celular inducida por el proceso de
congelacion y descongelacidén de espermatozoides debido principalmente a la formacién

de hielo intracelular y estrés quimio-osmatico, que conducen a la ruptura de la membrana
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plasmadtica y posterior necrosis. Para obtener las tasas de apoptosis en espermatozoides
se utilizé6 AV (Anexina V) y 7-AAD (7-amino-actinomicina) en ensayos de citometria de
flujo. Se prevé que estos ensayos junto con los nuevos métodos de gendmica, podrian
aumentar el poder predictivo del estado de fertilidad y ayudar a identificar las
subpoblaciones sensibles de los hombres en riesgo de infertilidad, abortos espontaneos y

defectos de nacimiento (Cordelli et al, 2005).

En estudios previos se ha investigado la activacidn de apoptosis por técnicas de citometria
de flujo (Kim et al, 2013; Yan et al, 2013; Zorn et al, 2012; Gozalvez et al 2009), en los
cuales hubo un aumento en la tinciéon de espermatozoides después de la induccién de
apoptosis. En el presente estudio los procesos de congelacién y descongelacién por
técnicas convencional y rdpida se tomaron como agentes inductores de apoptosis y el
grado de dafio fue evaluado inmediatamente después de la descongelacién de muestras
de donantes de banco de semen y pacientes infértiles. Se observé aumento de la tincién
de espermatozoides después de la induccién de la apoptosis en muestras de pacientes, es
decir, aumento de células en apoptosis o necrosis y disminucién de células vivas. Esto
como resultado de procesos perjudiciales durante la congelacion y descongelacion, tales
como el choque térmico con formacién de cristales de hielo intracelulares y
extracelulares, la deshidratacion celular y choque osmotico (Di Santo et al, 2012). En
muestras de donantes de banco de semen las tasas de células vivas fueron mayores, datos
gue demuestran que las células de donantes son menos afectadas por los procesos de
criopreservacién independientemente del método de congelacidn. Los espermatozoides
de donantes ha llevado a la utilizacion exclusiva de semen criopreservado, sin embargo, la
criopreservacion se asocia con dafo irreversible afectando tanto a la recuperacién de las
células méviles, morfolégicamente normales y las tasas de embarazo consiguientes (Wolf

etal, 2001).

El enfoque para la criopreservaciéon de espermatozoides es diluir el semen con
crioprotector y conservar a temperaturas de nitrégeno liquido, procesando la muestra

hasta que se descongela y se prepara para su uso. Sin embargo, pocos estudios han
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comparado directamente la eficacia de una técnica de congelamiento en contra de otra

(rdpida vs convencional).

Estudio previos (Vutyavanich et al, 2012; Jin et al 2010, Hori et al, 2006; Centola et al,
1992) han informado que espermatozoides de humano almacenados en vapor de NL,
mostraron buena viabilidad y movilidad después de la descongelacién. En el presente
estudio se compardé el dafio generado por las técnicas de congelacidon rapida vy
convencional, se evaludé las tasas de viabilidad resultado del procedimiento de
congelacion. Las muestras de donantes de banco de semen criopreservadas por técnica
rapida mostraron altos indices de células vivas, mientras que en criopreservadas por
método convencional se redujo el porcentaje de células vivas, sin embargo, es notable
qgue el grado de afectacidon es mayor en muestras de pacientes, ya que el porcentaje de
células vivas se reduce drdsticamente. Con esto se comprueba que es favorable
criopreservar por método rapido, ya que se obtiene mejores tasas de supervivencia
espermatica, es decir, se obtuvieron altos porcentajes de células vivas después de la

descongelacién.

En estudios previos, se ha observado una alta correlacidn entre espermatozoides vivos,
apoptéticos y muertos con el grado de fragmentacién de ADN y los pardmetros
convencionales de semen (Kim et al, 2013; Zorn et al, 2012). En este estudio se evalud,
ademas, las etapas de apoptosis temprana y tardia en muestras descongeladas de
pacientes infértiles y donantes de banco de semen. Se obtuvo mayor indice de apoptosis
en etapa temprana en las muestras procedentes de donantes. Cuando se comparé las
muestras por los métodos de congelacién se hallé que las muestras criopreservadas por
técnica rapida presentan mayores porcentajes de células en apoptosis temprana que las
muestras criopreservadas por método convencional, mismo efecto que fue observado en
muestras de pacientes infértiles. Sin embargo, en fase de apoptosis tardia se obtuvieron
valores inversos, es decir, la mayor concentracion de células en apoptosis avanzada o
tardia se localizé en muestras procedentes de pacientes infértiles. Cuando se comparé el

método de criopreservacion se obtuvo un hallazgo importante. En muestras de donantes
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se comprobd que el método rdpido es un procedimiento adecuado para criopreservar, ya
que se obtuvo menor indice de células en apoptosis tardia comparado al obtenido en el
método convencional. En pacientes, las muestras que fueron criopreservadas por técnica
convencional aumenté el daifio generando mayor cantidad de células en apoptosis tardia.
El porcentaje de células necréticas no fue diferente entre donantes y pacientes, sin
embargo, fue en promedio menor en muestras de donantes. Cuando se comparé la
técnica de criopreservacién se observo que la técnica convencional aumenta el porcentaje
de espermatozoides en necrosis siendo las muestras de pacientes criopreservadas por

técnica convencional las mas afectadas.

Rodriguez et al (2012), evaluaron el varicocele y leucocitospermia, en los cuales se
reconoce la incidencia de niveles elevados de estrés oxidativo que es una de las causas
qgue puede explicar la presencia de niveles elevados de dafio en la molécula de ADN y
demostraron un aumento significativo de la fragmentacién del ADN espermatico en las
muestras seminales de estos pacientes que los observados en donantes o en varones con
factor masculino no determinado. La fragmentaciéon de ADN de espermatozoide humano
se asocia con un aumento del estrés oxidativo durante la criopreservacién, por la

activacion de caspasas y apoptosis (Thompson et al, 2009; Agarwal et al, 2004).

Entre los marcadores de apoptosis, el dano al ADN ha sido el mas investigado hasta el
momento. Se considera un marcador significativo de la calidad del semen y un predictor
significativo en el diagndstico de la infertilidad masculina y de la concepcidon natural (Zorn

etal, 2012; Nohales et al, 2012; Robinson et al, 2012; Enciso et al, 2009).

La apoptosis es irreversible, pero las células pueden reparar el dafio de manera que ya no
se ven, la explicaciéon es que no todas las células dafiadas mueren y desaparecen como
reporta Collins (2004), mediante cometas en gel que indican que las células estan aun
presentes. En general, la apoptosis puede ser inducida considerablemente durante la
espermatogénesis, y los espermatozoides se vuelven rapidamente necréticos después de
la criopreservacion. A diferencia de la apoptosis, la necrosis podria ser la via principal que

influye en la viabilidad de los espermatozoides después de la descongelacion (Dogan et al,
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2013). Por lo tanto, se deben realizar mas estudios clinicos para determinar el mecanismo
molecular de las vias de apoptosis incluyendo la expresidon y el papel de las proteinas

apoptaticas.

A pesar de la fragmentacion en el ADN espermatico generada como consecuencia de los
procesos apoptéticos, por su elevada compactacion, el ADN no llega a fragmentarse
totalmente y el espermatozoide puede no anular su capacidad fecundante. Es posible que
espermatozoides apoptdticos con niveles elevados de dafio en el ADN puedan fecundar al
ovocito. Ademas, en estudios previos se ha propuesto que la fragmentacion de ADN
espermatico podria influir en la fertilizacion, la calidad del embridn y el desarrollo del
blastocisto o pérdidas del embarazo, es decir, espermatozoides con ADN dafado pueden
fecundar ovocitos con éxito y dar embriones de buena calidad que posteriormente no
logran implantar o resultan en pérdida de embarazo (Kim et al, 2013; Aitken et al, 2011;
Chohan et al, 2006). Robinson et al (2012), sugieren que esto podria explicar los abortos
involuntarios espontdneos que ocurren aproximadamente en el 15% de la poblacién fértil
normal, tasa que aumenta en parejas infértiles. Kovacs et al (2008), mencionan que en
hombres fértiles sanos, al menos 6% de espermatozoides presentan un nimero anormal
de cromosomas. Los espermatozoides son incapaces de reparar el ADN, sin embargo, el
ovocito es capaz de reparar dafio en el ADN después de la fertilizacidon. El impacto
negativo de la alta fragmentacidon del ADN en el embarazo puede ser superado mediante
el uso de ovocitos de alta calidad, sin embargo esta capacidad innata de reparacién se
debilita en mujeres de edad avanzada. En otro estudio realizado por Hosseinifar et al
(2013), evaluaron la respuesta del tratamiento con hCG y hMG en pacientes con
hipogonadismo hipogonadotrépico y concluyeron que a pesar de la baja calidad de los
espermatozoides, se redujo el dafio al ADN espermatico, lo que puede dar lugar a

embarazos exitosos.

116

——
| —



Conclusiones

El proceso de criopreservacion y la posterior descongelacion aumentaron el dafio
espermatico en los parametros bdsicos del semen (concentracion, movilidad y
morfologia). Sin embargo, se observé que la técnica rdpida de congelacién
mantiene porcentajes altos de movilidad progresiva, mientras que la congelacion
convencional redujo significativamente este pardmetro a la vez que aumenté la

movilidad no progresiva y espermatozoides inmoviles.

El indice de fragmentacidn espermatico aumenté a consecuencia de Ia
criopreservacién cuando se utilizo la técnica convencional y rdpida. No obstante, la
congelacion rapida mostré menor porcentaje de dafio al ADN en comparacién al

dano generado por la técnica convencional tanto en donantes como pacientes.

Se comprobd que los métodos SCSA y SCD se pueden utilizar indistintamente en la
evaluacién de fragmentacién de ADN, ya que los resultados obtenidos no

muestran variaciones significativas.

La muerte celular programada aumentd en relacion al indice de fragmentacién de
ADN. Se encontré6 mayor numero de espermatozoides viables o en fases
tempranas de apoptosis en muestras de donantes de banco criopreservadas por
técnica rapida, mientras que las muestras de pacientes congeladas por técnica
convencional mostraron mayor porcentaje de espermatozoides en apoptosis tardia

y necrosis.

El presente estudio demuestra que la congelacién rapida resulta favorable para su
utilizacidn en clinicas de reproduccién asistida, ya que, a pesar del dafio presenta

mejor calidad espermadtica en la descongelacién.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, se recomienda la
evaluacion de la fragmentacion de ADN dentro de los estudios béasicos de semen

en los laboratorios de andrologia de las clinicas de reproduccién asistida.
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