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. RESUMEN

La infertilidad es la imposibilidad de lograr un embarazo después de 12 meses de
relaciones sexuales sin proteccion, la cual ha aumentado en los ultimos afos. La
frecuencia de parejas infértiles a nivel mundial se situa entre el 10 y 15%. El factor
masculino esta involucrado el 35% de los casos. La calidad seminal del varén ha ido
disminuyendo debido a factores ambientales, estrés, localizacion geografica, estilo de
vida, entre otros. La OMS 2010 establece los parametros de referencia para la evaluacion

seminal, sin embargo no toma en cuenta la integridad del material genético.

Debidos a los problemas de infertiidad que tienen muchas parejas, se recurre a los
bancos de semen. El banco de semen permite criopreservar, almacenar, procesar y
distribuir muestras seminales. Se ha estudiado ampliamente el proceso de congelacion
del material bioldgico, las células criopreservadas se almacenan a -196°C en nitrégeno
liquido. En los espermatozoides, se han presentado avances en la preservacion
espermatica, sin embargo del 25 al 75% mueren o tienen dafos irreversibles en el

espermatozoide, los mas importantes son las rupturas de una o ambas hebras del ADN.

Por lo anterior en este estudio se determind el grado de fragmentacién del ADN
espermatico de muestras de semen de donantes y de pacientes, criopreservadas por las
técnicas convencional y rapida mediante el ensayo de electroforesis unicelular en gel a pH
alcalino (12.1) y neutro (9). Se utilizé un total de 15 muestras de semen (11 donantes, 4
pacientes) criopreservadas por las técnicas de congelacion convencional y rapida,
ademas de un control negativo (semen sin tratamiento) y un control positivo (semen
tratado con peroxido de hidrogeno al 30%) en las cuales se estim6 el grado de
fragmentacion del ADN de los espermatozoides. Los resultados obtenidos mostraron que
el proceso de congelacion/descongelacion afecta considerablemente los parametros
seminales tal como movilidad y vitalidad independiente de la técnica de congelacién
utilizada, ademas se observo que la congelacion rapida conservo en mayor proporcion la
integridad del ADN espermatico mostrando menor dafio de hebra simple y doble respecto
a la congelacién convencional. Finalmente, tanto el analisis seminal como la electroforesis
unicelular en gel son buenos indicadores para evaluar la calidad espermatica de donantes
y pacientes después de la congelacion rapida y convencional. En base a los datos se
puede recomendar que ademas de la evaluacion seminal de la OMS 2010, se incluyan
pruebas para evaluar el dano al ADN espermatico y tener mayor informacién de la calidad

seminal del varén previo a los tratamientos de reproduccion asistida.



II. INTRODUCCION

En las parejas la dificultad de obtener un embarazo con éxito origina una situacién que en
los ultimos afos esta representando un problema creciente en la salud publica. La
incapacidad de obtener un embarazo, que finalice con un recién nacido vivo después de
un afno de relaciones sexuales sin proteccion se define como infertilidad. Actualmente se
ha determinado a nivel mundial que alrededor del 10 y 15% de las parejas en edad
reproductiva presentan problemas de fertilidad. Se estima que el factor masculino esta
comprometido en aproximadamente un 40% de los casos (Rosas 2007, Acosta y Duefas
2014).

Diversos estudios han mostrado una disminucion en la calidad del semen que puede
deberse a factores ambientales, como la temperatura, la radiacién, los farmacos, el
estrés, los estimulantes (drogas, alcohol, tabaco), la deficiencia de nutrientes (selenio,
zinc, vitaminas), también puede influir la edad, diferencias endocrinas, étnicas,
localizacién geogréfica, estilo de vida, entre otras. La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) establecié los parametros basicos que se deben de analizar en el estudio del factor
masculino de forma rutinaria; aun asi, se estima que aproximadamente del 10 al 15% de
los varones infértiles presentan parametros normales, lo cual es un problema al momento
de diagnosticar la fertilidad (Morales et al 2007, Rosas 2007, Acosta y Duefias 2014).

Se ha determinado que la capacidad de fertilizacion del espermatozoide no solo depende
de los parametros seminales sino también de la integridad del ADN espermatico. El dafo
al material genético es importante en el estudio de la infertilidad masculina y su analisis
debe ser considerado como una prueba de rutina en el estudio seminal. Diversos autores
han correlacionado los valores de fragmentacion del ADN espermatico obtenidos en las
técnicas de reproduccion asistida para establecer el porcentaje de éxito de un embarazo
(Morales et al 2007, Acosta y Duefias 2014).



ll. MARCO TEORICO
1. Aparato reproductor masculino

El aparato reproductor masculino con el tiempo a conseguido una gametogénesis
continua durante toda la vida, para posteriormente ser introducidos en el aparato
reproductor femenino a través de la copula. El aparato reproductor masculino consta de
organos sexuales primarios (testiculos), que producen los gametos y los 6rganos
sexuales secundarios (pene, vesiculas seminales, prostata, glandulas bulbouretrales y
epididimo), todos ellos son necesarios para la reproduccion. Constituyen un sistema de
conductos y glandulas, relacionados con el almacenamiento, la supervivencia y el
transporte de los espermatozoides (Figura 1) (Koeppen Stanton 2009, Saladin 2013,
http://m.exam-10.com/medicina/31239/index.html).

Aparato Reproductor

Masculino Vesicula
seminal

Vejiga

Prostata

Recto

Glandula
bulbouretral

Conducto deferente
Testiculo

Escroto
Epididimo Facia Espermatica

Figura 1. Componentes del aparato reproductor masculino (tomado y modificado de
http://m.exam-10.com/medicina/31239/index.html).
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El pene

La anatomia del pene permite separar las paredes de la vagina, atravesar el espacio
potencial de la luz vaginal y depositar el semen en su extremo distal, cerca del cérvix.
Este proceso de inseminacion interna solo se puede realizar si el pene esta rigido por la
ereccion, la cual es controlada por dos porciones del sistema nervioso central, el
hipotalamo en el encéfalo y la porcién sacra de la médula espinal. La mitad del érgano es
una raiz interna y la otra mitad es un tallo y un glande, visibles desde el exterior. Las
dimensiones del pene cuando esta flacido son 8 a 10 cm de largo y 3 cm de diametro; las
dimensiones tipicas cuando esta erecto es de 13 a 18 cm de largo y 4 cm de diametro. El
glande es la cabeza expandida en el extremo distal del pene, con un orificio uretral
extremo en su punta. La piel estda unida de manera laxa a lo largo de su tallo, lo que
permite la expansion durante la ereccion y continua sobre el glande, como prepucio. Un
pliegue ventral de tejido al que se le denomina frenillo une la piel al glande, la cual es mas
delgada y esta unida de manera firme al tejido eréctil subyacente. El glande y la superficie
del frente del prepucio tienen glandulas sebaceas que producen una secrecién serosa

denominada esmegma (Koeppen y Stanton 2009, Fox 2014, Saladin 2013).

El pene contiene tres cuerpos cilindricos a los que se les denomina tejidos eréctiles, que
se llenan con sangre durante la excitacion sexual, en donde se obstruye parcialmente el
flujo sanguineo de las venas que son responsables de su agrandamiento y ereccion. Un
solo cuerpo eréctil, el cuerpo esponjoso, pasa a lo largo del lado ventral del pene y rodea
la uretra peneana. Se expande en el extremo distal para llenar todo el glande. Proximal a
éste, el lado dorsal tiene un cuerpo cavernoso a cada lado. Cada uno esta cubierto por
una tunica albuginea fibrosa y estan separados entre si por un tabique medial. Los tres
cilindros del tejido eréctil tienen un aspecto esponjoso y contienen cuantiosos senos de
sangre a los que se les denomina lagunas. Las particiones entre lagunas, a las que se les
llama trabéculas, estan compuestas de tejido y musculo trabecular liso. En el pene flacido,
el tono muscular trabecular colapsa las lagunas, que aparecen como pequefias aperturas

en el tejido (Figura 2) (Fox 2014, Saladin 2013, http://www.datuopinion.com/tejido-erectil).




Vena dorsal profunda

Tunica albuginea

Espacios cavernosos

Arteria cavermosa

Tabique

Cuerpo esponjoso

Figura 2. Partes en las que se conforma el pene y la uretra (tomada de
http://www.datuopinion.com/tejido-erectil).

Uretra

El aparato reproductor y el urinario comparten la uretra masculina. Esta mide
aproximadamente 18 cm de largo y consta de tres regiones: Las uretras prostatica,
membranosa y esponjosa. La uretra esponjosa mide alrededor de 15 cm de largo y
atraviesa el pene hasta el orificio uretral externo, recibe su nombre del cuerpo esponjoso
del pene por el que pasa. Aunque tiene funciones urinarias y reproductoras no puede
pasar orina y semen al mismo tiempo (Figura 2) (Saladin 2013,

http://www.datuopinion.com/tejido-erectil)

Las vesiculas seminales

Las vesiculas seminales son un par de glandulas en la parte posterior de la vejiga
urinaria; cada una esta relacionada con un conducto deferente, durante la emisiéon de
semen, la contraccion del conducto coincide con la contraccién de las capas musculares
de las vesiculas, cada una mide 5 cm de largo. La vesicula seminal tiene una capsula de
tejido conjuntivo y una capa inferior de musculo liso, la parte secretora es un tabulo muy
contorneado con varias ramas que forman un laberinto complejo. El conducto se vacia en

el conducto eyaculador (Koeppen y Stanton 2009, Saladin 2013).
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La secrecion amarillenta de las vesiculas seminales presenta un pH alcalino, aporta
aproximadamente el 70% del volumen total del eyaculado. Estas glandulas son la
principal fuente de fructosa, acido citrico y otras sustancias nutritivas, también segregan
semenogelinas que inducen la coagulacion del semen al producirse la eyaculacion, asi
como grandes cantidades de prostaglandinas vy fibrindgeno (Figura 3) (Koeppen y Stanton
2009, Hall y Guyton 2011, Saladin 2013, http://kerchak.com/sistema-reproductor-

masculino/).

La préstata

La préstata rodea la uretra y los conductos eyaculadores en sentido inmediato inferior a la
vejiga urinaria. Mide 2 x 4 x 3 cm, y es un agregado de 30 a 50 glandulas tubuloacinares
compuestas y encerradas en una sola capsula fibrosa. Estas glandulas se vacian por
medio de 20 poros en la pared uretral. El estroma de la préstata consta de tejido
conjuntivo y musculo liso, como el de las vesiculas seminales. La secrecion de la préstata
es ligeramente densa y lechosa, constituye el 20% del semen, secrecion acida que es rica
en citrato, calcio, zinc, espermina, profibrinolisina y fosfatasa acida, ademas de contener
el antigeno prostatico especifico, que es una proteasa de cerina que licua el semen
coagulado en unos pocos min (Figura 3) (Koeppen y Stanton 2009, Hall y Guyton 2011,

Saladin 2013, http://kerchak.com/sistema-reproductor-masculino/).

Las glandulas bulbouretrales

Las glandulas bulbouretrales o de Cowper reciben ese nombre por su posicién cerca del
bulbo dilatado en el extremo interno del pene y su relacidon con la uretra. Son de color
café, esféricas, de 1 cm de diametro y con un conducto de 2.5 cm a la uretra. Durante la
excitacion sexual se vacian en la uretra peneana antes de la emision y la eyaculacion.
Esta secrecién, que protege a los espermatozoides al neutralizar la acidez de la orina
residual en la uretra, contiene mucho moco, lo que lubrica, limpia y bloquea la uretra
(Figura 3) (Koeppen y Stanton 2009, Saladin 2013, http://kerchak.com/sistema-

reproductor-masculino/).
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Figura 3. Glandulas del aparato reproductor masculino (tomada de http://kerchak

.com/sistema-reproductor-masculino/).

Después de dejar los testiculos, los espermatozoides viajan por una serie de conductos
espermaticos para alcanzar la uretra: conductos eferentes, conducto del epididimo,

conducto deferente y conducto eyaculador (Saladin 2013).
Conductos eferentes

Los conductos eferentes son 12 pequefios conductillos eferentes que surgen de los
testiculos y transportan a los espermatozoides al epididimo. Tienen grupos de células
ciliadas que ayudan a impulsar a los espermatozoides (Figura 4) (Saladin 2013,
http://slideplayer.es/slide/4001276/).

El epididimo y el conducto del epididimo

Los espermatozoides son transportados de los tubulos seminiferos a conductos eferentes
denominados rete testis conectados con el epididimo, el cual es un sitio donde se

maduran y almacenan los espermatozoides hasta el momento de la eyaculacién. El



epididimo se adhiere al lado posterior de los testiculos; mide aproximadamente 7.5 cm de
largo y se conforma de una cabeza parecida a un mazo en el extremo superior, un cuerpo
de largo medio y una cola mas delgada en su extremo inferior. Contiene un solo conducto
enrollado, de 6 m de largo, incrustado en tejido conjuntivo. Este conducto reabsorbe
aproximadamente el 90% del liquido secretado por los testiculos. Los espermatozoides
cuando dejan los testiculos son inmaduros, desde el punto de vista fisiolégico y van
madurando a medida que viajan por la cabeza y cuerpo del epididimo. En 20 dias
alcanzan la cola y se almacenan alli y en la parte adyacente del conducto deferente. Los
espermatozoides almacenados siguen siendo fértiles de 40 a 60 dias, pero si envejecen
antes de ser eyaculados, el epididimo los reabsorbe (Figura 4) (Tresguerres et al 2010,
Saladin 2013, http://slideplayer.es/slide/4001276/).

Conducto deferente

El conducto del epididimo sale directo de la cola, gira 180° y se vuelve el conducto
deferente también llamado vaso deferente. Es un conducto muscular de 45 cm de largo y
2.5 mm de diametro. Pasa por arriba del cordon espermatico y el conducto inguinal e
ingresa en la cavidad pélvica. Alli, gira en sentido medial y se acerca a la vejiga urinaria.
Después de pasar entre la vejiga y el uréter, el conducto gira hacia abajo, detras de la
vejiga, y se ensancha en la ampolla terminal. El conducto deferente termina al unirse con
el conducto de la vesicula seminal. El conducto tiene una luz muy estrecha y una pared
gruesa de musculo liso inervado por fibras nerviosas simpaticas. La funcion principal es la
de transportar espermatozoides desde el epididimo hacia el conducto eyaculador
mediante contracciones (Figura 4) (Fox 2014, Saladin 2013,
http://slideplayer.es/slide/4001276/).

Conducto eyaculador

La union del conducto deferente y el de la vesicula seminal, forma un corto conducto
eyaculador (2 cm) que atraviesa la préstata y se vacia en la uretra. El conducto
eyaculador es el ultimo de los conductos espermaticos (Figura 3) (Saladin 2013,

http://kerchak.com/sistema-reproductor-masculino/).
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Figura 4. Conducto eferente, deferente y epididimo (tomada y modificada de
http://slideplayer.es/slide/4001276/).

El escroto

El escroto es una bolsa colgante de piel, musculo y tejido conjuntivo fibroso, que contiene
los testiculos. La piel tiene glandulas sebaceas y una pigmentacién mas oscura que el
resto. El escroto es dividido en compartimientos izquierdo y derecho por un tabique
mediano interno que protege a cada testiculo de las infecciones que pudieran afectar al
otro. La ubicacion del tabique esta marcada en el exterior por una division denominada
rafe perineal, que también se extiende en sentido anterior a lo largo del lado ventral del
pene y, en sentido posterior hasta el margen del ano. El testiculo izquierdo suele estar
suspendido mas abajo que el derecho, de modo que no se compriman los dos entre si

contra los muslos (Saladin 2013).

En sentido posterior, el escroto contiene el corddén espermatico, un haz de tejido
conjuntivo fibroso que posee el conducto deferente (un conducto espermatico), vasos
sanguineos Yy linfaticos y nervios testiculares. Pasa por los testiculos, donde se le palpa
con facilidad a través de la piel del escroto. El cordon espermatico continda a lo largo del
lado anterior del pubis, hacia un conducto inguinal de 4 cm de largo, el cual atraviesa los
musculos de la ingle y emerge en la cavidad pélvica. La entrada anterior en el conducto
inguinal es el anillo inguinal y su salida superior en la cavidad pélvica es el anillo inguinal
interno. Esta localizacién mantiene la temperatura testicular 2 °C por debajo de la

corporal, algo esencial para el desarrollo éptimo de los espermatozoides, por ello el



escroto para regular la temperatura de los testiculos tiene un mecanismo que se compone
por: (Koeppen y Stanton 2009, Saladin 2013).

El musculo cremaster: Son tiras de musculo abdominal oblicuo interno que cubre
como una malla el cordén espermatico. Cuando esta mas de 3 °C por bajo de la
temperatura corporal, se contrae. Cuando hace calor, el cremaster se relaja y los

testiculos se suspenden mas lejos del cuerpo.

El musculo dartos: es una capa subcutanea de musculo liso. También se contrae
cuando hace frio, y el escroto se vuelve tenso y rugoso. La dureza del escroto
ayuda a mantener los testiculos con comodidad contra el cuerpo caliente y reduce

la superficie del escroto, con lo que se reduce la perdida de calor.

El plexo pampiniforme: esta formado por una red extensa de venas que rodean la
arteria testicular en el cordon espermatico. A medida que atraviesan el conducto
inguinal, estas venas convergen para formar la vena testicular, que emerge del
conducto en la cavidad pélvica. Sin el plexo pampiniforme, la sangre arterial
caliente elevaria la temperatura de los testiculos e inhibiria la producciéon de
espermatozoides. Sin embargo, el plexo pampiniforme evita esto al actuar como
un intercambiador de calor a contracorriente. El cordén espermatico retira el calor
de la sangre arterial descendente. De modo que cuando alcanza los testiculos,
esta sangre esta entre 1.5 a 2.5 °C mas fria que la temperatura central del cuerpo
(Saladin 2013).

Los testiculos

Los testiculos son glandulas endocrinas y exocrinas combinadas que producen hormonas

sexuales y espermatozoides, se localizan fuera de la cavidad del cuerpo. Cada testiculo

es ovalado y un poco aplanado, aproximadamente de 4 cm de largo, 3 cm de anterior a

posterior y 2.5 cm de ancho. Sus superficies anterior y lateral estan cubiertas por una

tunica vaginal. Los propios testiculos tienen una capsula blanca fibrosa a la que se le

denomina tunica albuginea. El tabique de tejido conjuntivo se extiende de la capsula hacia

el parénquima, dividiéndola en 250 a 300 lobulillos con forma de cufia. Cada lobulillo

contiene uno de tres tubulos seminiferos (conductos delgados de hasta 70 cm de largo

donde se producen los espermatozoides). Entre los tubulos seminales hay grupos de

células intersticiales o de Leydig; la fuente de testosterona (Figura 5) (Nason 1983,
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Saladin 2013, http://somosequipo5.blogspot.mx/2013/09/practica-4-anatomia-del-

testiculo.html).
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Figura 5. Organizacion de los testiculos y el epididimo (tomada de
http://somosequipo5.blogspot.mx/2013/09/practica-4-anatomia-del-testiculo.html).

La presencia de los tubulos seminiferos genera dos compartimentos dentro de cada
lobulillo. EI primero es un compartimento intratubular, que esta constituido por el epitelio
seminifero del tubulo y el otro es un compartimento peritubular, que se corresponde con
los elementos neurovasculares, las células del tejido conjuntivo, las células inmunitarias y
las células intersticiales de Leydig. Los tubulos seminiferos tienen una luz estrecha
cubierta por un epitelio germinal grueso. El epitelio consta de varias capas de células
germinales que se encuentran en proceso de convertirse en espermatozoides, y una
menor cantidad de células de Sertoli, que protegen a las células germinales y promueven
su desarrollo. Los tubulos conducen a una red denominada red testicular, insertada en la
capsula, en el lado posterior de los testiculos. Los espermatozoides comienzan a madurar
en la red y se mueven debido al flujo de liquido secretado en las células de Sertoli y por
los cilios de algunas células reticulares. Los espermatozoides no nadan mientras estan en
el aparato reproductor masculino. Las células germinales dependen de las células de
Sertoli para obtener nutrientes, eliminar desechos, recibir factores de crecimiento, entre

otras funciones. Las células de Sertoli también secretan dos proteinas denominadas
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proteina de fijacion a andrégenos e inhibina, ambas regulan la producciéon de

espermatozoides (Koeppen y Stanton 2009, Saladin 2013).

Las células de Sertoli son las verdaderas células epiteliales y se extienden desde la
lamina basal hasta la luz. Las células rodean a los espermatozoides, les dan soporte
estructural dentro del epitelio y establecen uniones adherentes y en hendidura con las
células espermaticas en todos los estadios madurativos. Mediante la formacion y rotura
de estas uniones, las células de Sertoli guian a las células espermaticas hacia la luz
conforme progresan a estadios de la espermatogénesis mas avanzados. La espermiacién
obliga a una rotura final de las uniones entre las células espermaticas y las de Sertoli.
Otra caracteristica de estas células es la formacion de uniones estrechas entre ellas

mismas, uniones que dividen el epitelio seminifero (Koeppen y Stanton 2009).

Cada testiculo es irrigado por una arteria testicular que surge de la aorta abdominal, justo
debajo de la arteria renal. Es una arteria muy alta y delgada que se enrolla hacia abajo de
la pared abdominal posterior antes de atravesar el conducto inguinal hacia el escroto. El
flujo sanguineo es muy exiguo y los testiculos reciben un suministro escaso de oxigeno.
En respuesta a ello los espermatozoides desarrollan mitocondrias grandes que les ayuda

a vivir en el entorno hipdxico del aparato reproductor femenino (Saladin 2013).

En las paredes de los tubulos se inicia la espermatogénesis, ya que se encuentran células
germinales primordiales, las cuales se desarrollan y forman espermatozoides maduros,
auxiliadas por las células de Sertoli. Entre los tubulos seminiferos se encuentran las
células de Leydig, en las cuales se lleva acabé la esteroidogénesis y como producto final
generan la testosterona (Figura 6) (Kerr et al 2006, Cohen y Taylor 2009,
http://163.178.103.176/Fisiologia/fendocrino/ejercicios/ejercicio2/endo ejercicio2 5.html).
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Figura 6. Células de Sertoli y células de Leydig (tomada y modificada de
http://163.178.103.176/Fisiologia/fendocrino/ejercicios/ejercicio2/endo _ejercicio2 5
.html).

2. Esteroidogénesis

La esteroidogénesis es la produccion de andrégenos por las células de Leydig, a partir de
colesterol, siendo su principal producto la testosterona. En la ruta biosintética el primer
producto obtenido del colesterol mediante la enzima P450 scc es la pregnenolona, la cual
por la enzima P450C17 se hidroxila en la posicion 17 a 17a-hidroxipregnenolona,
sufriendo segmentaciones en la cadena lateral y por la enzima P450C17 origina la
dehidroepiandrosterona, la cual tiene dos caminos, ya sea producir androstenediona por
la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD) y penetra en las células de Sertoli; o el
otro camino en la conversiéon a androstenediol por la 173-HSD y por la esteroide
desidrogenasa (3p-HSD) se produce la testosterona, la cual va a las células de Sertoli
donde por medio de la aromatasa se convierte a 17B-Estradiol o por la enzima 5a-
reductasa se convierte en dihidrotestosterona. La testosterona estimula los 6rganos
sexuales masculinos, favorece el desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias
en el hombre y es necesaria para la espermatogénesis (Figura 7) (Griswold y McLean
2006, Cohen y Taylor 2009).

Para que se realicen la espermatogénesis y la esteroidogénesis es elemental la
participacién correcta del eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo (Tresguerres et al 2010,

http://www.uv.mx/eneurobiologia/en/ vols/2011/4/Rojas/HTML.html).
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Figura 7. Proceso de esteroidogénesis (tomando de http://www.uv.mx
/eneurobiologia /en/vols/2011/4/Rojas/ HTML.html).

3. Espermatogénesis

En los tubulos seminiferos las células de Sertoli son las mas grandes, extendidas en
forma radial desde la membrana basal en direccion a la luz del tubulo. Ademas de ser el
sostén y nutrir a las células germinales, también tienen receptores hormonales, participan
en el transporte de sustancias dentro de tibulo seminifero, el metabolismo de las células

germinales, el control de la espermatogénesis y la produccion de sustancias que controlan
14



las concentraciones de la hormona estimulante del foliculo (FSH) (Griswold y McLean
2006).

Las células de Sertoli por medio de uniones de hemi-desmosomas estan en contacto con
la membrana basal del tubulo seminifero, impidiendo el paso de sustancias desde el
intersticio testicular hasta el interior de los tubulos y formando la denominada barrera
hematotesticular. Las células de Sertoli son altamente selectivas ya que tienen receptores
para FSH y sintetizan una serie de sustancias biolégicamente activas. Los metabolitos
producidos en respuesta a la FSH incluyen gran cantidad de intermediarios energéticos
como el lactato, transferrina y la ceruloplasmina, que se secretan a la luz del tuabulo
seminifero. Las células germinales utilizan estos productos para llevar a cabo el
metabolismo con efectividad. Las células germinales se encuentran una a otra
englobadas dentro del citoplasma de las células de Sertoli e incluso los cuerpos

residuales por la espermatogénesis son fagocitados por ellas (Griswold y McLean 2006).

Las células de Sertoli sintetizan la proteina de unién a andrégenos (ABP, por sus siglas
en inglés) que actia como transportadora de testosterona a través de la barrera
hematotesticular. La testosterona que penetra en el tibulo seminifero se transforma en 5-
a-dihidrotestosterona (DHT) mediante la reduccion del doble enlace del anillo A. La ABP
introduce al tdbulo seminifero grandes cantidades de testosterona necesarias para la

espermatogenesis (Griswold y McLean 2006).

Los tubulos seminiferos presentan un epitelio de 4 a 8 filas de células germinales
redondas llamadas espermatogonias que también descansan sobre la membrana basal,
constituyen la mayor parte del tubulo seminifero, se distribuyen en forma ordenada y se

van diferenciando hacia la luz del tubulo (Kerr et al 2006, Tresguerres et al 2010).

Las células de Sertoli producen otra serie de sustancias cuya afinidad es variable y que
incluye al factor de crecimiento seminifero (SGF, por sus siglas en inglés) que es una
proteina que estimula la proliferacion de las propias células de Sertoli de forma autocrina.
Otro producto es el factor de células madre (SCF, por sus siglas en inglés) que se une al
producto del protooncogén c-kit presente en las membranas de las espermatogonias. El c-
kit estimula la division de las espermatogonias antes de entrar en meiosis y también
participa en la diferenciacién de las células de Sertoli (Griswold y McLean 2006, Kerr et al
2006, Tresguerres et al 2010).
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La espermatogénesis es el conjunto de transformaciones citolégicas que sufren las
espermatogonias para convertirse en espermatozoides, esta formada por tres fases. La
primera fase (replicacion de la célula germinal) consiste en una proliferacion por mitosis
de las espermatogonias para mantener completo su ADN, es generalmente una
citocinesis incompleta, formando espermatocitos primarios unidos por puentes
intercelulares. En la segunda fase, en respuesta a sefiales desconocidas los
espermatocitos primarios inician la primera meiosis, en donde las células presentan una
serie de cambios nucleares caracteristicos que dan lugar a células mas pequefias con
numero cromosoémico haploide denominadas espermatocitos secundarios. Estos entran
en la segunda divisién meidtica y se transforman en espermatides cerca de la luz de
tubulo. Durante la tercera fase no hay divisiones celulares, pero cada espermatide tiene
un proceso de metamorfosis y maduracién denominada espermiogénesis en la cual se
transforma una célula convencional en una altamente especializada con capacidad de
movimiento derivada del flagelo (Figura 8) (Alberts et al 2002, Tresguerres et al 2010,

http://www.biologiaescolar.com/2014/06/gametogenesis.html).
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Figura 8. Fases de la espermatogénesis (tomado de hitp://www.biologiaescolar

.com /2014/06/gametogenesis.html).

La espermiogénesis involucra cambios de tipo nuclear (migracion desde el centro de la
célula hasta una posicién periférica), formacion del acrosoma, desarrollo del flagelo,
redistribucion del citoplasma asociada a la localizacion excéntrica del nucleo y
espermiaciéon (vertido del espermatozoide formado en la luz del tubulo), liberandose un
resto citoplasmico denominado cuerpo residual, que queda dentro de las células de Sertoli
(Figura 9) (Tresguerres et al 2010, http://dijbio.blogspot.mx/2014/02/analisis-de-muestra-

de-espermatozoides 22.html).
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La espermatogénesis en el hombre inicia en la pubertad y se mantiene durante toda la
vida. El proceso completo dura entre 74 y 75 dias y las células del epitelio germinal
proliferan de manera constante a lo largo de la vida del hombre adulto, ya que se requiere
un continuo aporte de células germinales precursoras. Al principio de cada ciclo
espermatogeénico se produce una linea celular adicional, que permanece inactiva o latente
hasta el ciclo siguiente, en la cual la espermatogonia tipo A da lugar al tipo B y después
inicia su transformacion a espermatozoide maduro. Esta espermatogonia al dividirse da
lugar a una nueva generacion tanto de lineas celulares como de espermatogonias A,

repitiéndose otra vez el proceso (Kerr et al 2006).

Los espermatozoides son transportados de los tubulos seminiferos a conductos eferentes
denominados rete testis conectados con el epididimo, el cual es un sitio donde se
maduran y almacenan los espermatozoides hasta el momento de la eyaculacion. El
epididimo se adhiere al lado posterior de los testiculos. Contiene un solo conducto
enrollado, de 6 m de largo, incrustado en tejido conjuntivo. Este conducto reabsorbe
aproximadamente el 90% del liquido secretado por los testiculos. Los espermatozoides

son inmaduros desde el punto de vista fisiolégico cuando dejan los testiculos y van
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madurando a medida que viajan por la cabeza y cuerpo del epididimo. En 20 dias
alcanzan la cola y se almacenan alli y en la parte adyacente del conducto deferente. Los
espermatozoides almacenados siguen siendo fértiles de 40 a 60 dias, pero si envejecen
antes de ser eyaculados, el epididimo los reabsorbe (Figura 10) (Tresguerres et al 2010,

Saladin 2013, http://www.fertilitadus.org/come-siamo-fatti/uomof/fisiologia-maschile.html).
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Figura 10. Espermatogénesis (tomado y modificado de http://

www.fertilita4us.org/come-siamo-fatti/luomof/fisiologia-maschile.html).

4. Eje hipotalamo - hipdfisis - testiculo

El hipotdlamo que es la porcion mas inferior del diencéfalo. Localizado por debajo del
tdlamo, forma el piso y parte de las paredes laterales del tercer ventriculo. Regula las
funciones primitivas del cuerpo, entre ellas estan el equilibrio hidrico, la termorregulacion,
el impulso sexual y el parto. En muchas de sus funciones interviene la hipéfisis, muy
relacionada con el hipotadlamo en los sentidos anatdmico vy fisiolégico (Saladin 2013, Fox
2014).

La hipdfisis esta suspendida del piso del hipotalamo por un tallo (infundibulo) y se alberga

en una depresion del esfenoides, la silla turca. Estd compuesta por dos estructuras (la
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adenohipdfisis y la neurohipdfisis) con origenes independientes y funciones separadas
(Saladin 2013).

La adenohipdfisis constituye las tres cuartas partes anteriores de la hipdfisis y se divide en
dos, un lébulo anterior grande y la parte tuberal. La adenohipdfisis no tiene conexién
nerviosa con el hipotalamo, sino que esta vinculada con él mediante un complejo de
vasos sanguineos a los que se les denomina sistema porta-hipotalamo-hipofisario. Este
sistema consta de una red de capilares primarios en el hipotdlamo, un grupo de pequefias
venas a las que se les denomina vénulas portales, las cuales viajan hacia abajo por el
tallo, y un complejo de capilares secundarios en la adenohipdfisis. El hipotalamo controla
a la adenohipdfisis mediante la secrecion de hormonas que entran a los capilares
primarios, recorren hacia abajo las vénulas portales y se difunden por los capilares

secundarios en el tejido hipofisario (Figura 11) (Hall y Guyton 2011, Saladin 2013).
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Figura 11. Regulaciéon por retroalimentacién del eje hipotalamo-hipofisario-
testicular del varén. Los efectos estimulantes se representan con (+) y los efectos

inhibidores se representan con (-) (tomado de Hall 2011).
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El hipotalamo recibe las senales del propio sistema nervioso central y los testiculos para
regular la sintesis y liberacién de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH). La
GnRH viaja por el sistema porta-hipotalamo-hipofisario hasta llegar a los gonadotropos
ubicados en la hipdfisis anterior, donde estimula la produccién de la hormona luteinizante
(LH) y de la FSH. Ambas gonadotropinas controlan la funcién de los testiculos, ya que la
produccién de espermatozoides depende de la FSH y de la testosterona secretada por las

células de Leydig en respuesta a la estimulacion con LH (Stocco y McPhaul 2006).

La FSH genera la produccion de sustancias importantes como ABP e inhibina y la LH
participa en la produccion de testosterona, sustancias importantes en la regulacion del
proceso de espermatogénesis, ya que participan en la proliferacién y maduracién de los

espermatozoides (Tresguerres et al 2010).

Los mecanismos fundamentales de regulacion entre las gonadotropinas y los productos
de secrecion testicular siguen el principio de la retroalimentacién negativa. Al bajar las
concentraciones de testosterona disminuye su efecto inhibitorio en el hipotalamo vy
aumenta la secrecion de KISS peptinas (estimulan la secrecion de gonadotropinas por
activacion de su receptor en neuronas GnRH hipotalamicas) que estimulan a la GnRH que
a su vez estimula a los gonadotropos. El incremento de LH provoca aumento de las
concentraciones de testosterona, la que a su vez reduce la frecuencia de pulsos de
GnRH, modulando el sistema opiaceo y disminuyendo las KISS peptinas (Tresguerres et
al 2010).

La secrecion de FSH adenohipofisaria se regula fundamentalmente por el sistema
inhibina/activina que tiene una accion selectiva a nivel hipofisario: la primera disminuye las
concentraciones de FSH tanto basal como estimulada por GnRH y la segunda ejerce un

efecto contrario; sin modificar las concentraciones de LH (Tresguerres et al 2010).
5. Espermatozoide

El espermatozoide humano mide de 45 a 60 ym de longitud y se desplaza a una velocidad
promedio de 75 uym por segundo. Los espermatozoides son células especializadas que
estructuralmente se pueden dividir en la cabeza, que posee las estructuras requeridas
para la fecundacion, y el flagelo, que aporta la energia para la movilidad. Desde el punto

de vista morfoldgico, el espermatozoide tiene cuatro partes:
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- La cabeza, que es donde se encuentra el nucleo que contiene el ADN condensado
y el acromosoma denso en el margen anterior, mide 4.5 ym de largo por 3 ym de
ancho por 1 um de espesor. El casquete acrosomico es una cobertura de la
cabeza a manera de gorra que cubre los dos tercios anteriores del nucleo; es un
organelo similar a un lisosoma rico en hialuronidasa, neuraminidasa, fosfatasa

acida y una proteasa similar a la tripsina llamada acrosina.
- El cuello contiene los centriolos y el origen de las fibras gruesas.

- La pieza intermedia, mide alrededor de 7 pm, contiene una gran cantidad de
mitocondrias dispuestas en forma helicoidal alrededor de las fibras gruesas y del
complejo axonemico, estas mitocondrias proveen energia para el movimiento de la

cola y por ende son la causa de la movilidad del espermatozoide.

- El flagelo se divide en: pieza principal que mide alrededor de 40 um de longitud,
contiene la vaina fibrosa por fuera de las fibras gruesas y del complejo axonemico,
y la pieza terminal, que corresponde aproximadamente a los ultimos 5 um del
flagelo en el espermatozoide maduro, solo contiene el complejo axonemico.
Ademas, el flagelo contiene proteinas motoras como la dineina (Velazquez 2009,
Arenas et al 2010, Cerezo et al 2014, Sedglach 2014).

Los espermatozoides en el tubulo seminifero carecen de movimiento, por lo que son
generalmente incapaces de fecundar. En su recorrido por la rete testis, conducto eferente,
epididimo y conducto deferente, se nutren con las secreciones del epitelio de estas
estructuras, dependientes de testosterona. Por tanto, esta hormona esta implicada en la
espermatogénesis mediante la accion trofica sobre el liquido seminal que sirve de
vehiculo y aporta los elementos nutritivos necesarios para la maduracién y el metabolismo
de los espermatozoides que, al carecer de citoplasma, necesitan de estas sustancias para
su supervivencia y movilidad. Esta ultima funcion y la capacidad fecundante las adquieren
durante su recorrido por el epididimo, que dura aproximadamente dos horas (Figura 12)
(Olivera et al 2006, Tresguerres et al 2010).
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Figura 12. Partes del espermatozoide (tomado y modificado de Olivera et al 2006).
6. Eyaculacién

La eyaculacién es la expulsién del semen por la uretra hasta el exterior. Este proceso lo
inician centros reflejos en la médula espinal que estimulan la contraccion del musculo liso
en la préstata, generando la contraccion del musculo esquelético en el piso pélvico que
proporciona la fuerza necesaria para la expulsion. Durante la eyaculacién, el esfinter
involuntario en la base de la vejiga se cierra para evitar la liberacion de orina (Cohen y
Taylor 2009).

El semen es un liquido pegajoso con apariencia lechosa. El pH esta en el rango alcalino
de 7.2 a 7.8. Las secreciones componen el semen tienen varias funciones: nutren y
transportan a los espermatozoides, neutralizan la acidez de la uretra masculina y las vias
vaginales femeninas, lubrican las vias reproductivas durante el coito y previenen
infecciones con enzimas antibacterianas y anticuerpos. El eyaculado de un varén es = a
1.5 mL de semen y puede contener mas de 50 millones de espermatozoides por mL, sin
embargo, sélo uno puede fertilizar al dvulo; el resto de las células viven hasta tres dias
(Cohen y Taylor 2009, Cerezo et al 2014).

Durante la eyaculacién se pueden distinguir cuatro fracciones del eyaculado:

- Fraccion pre-eyaculatoria: Es de consistencia mucosa, transparente y presenta
pocos espermatozoides. Procede de la glandula de Cowper y su funcién consiste

en limpiar y hacer mas resbaladizo el canal de la uretra.
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- Fraccion previa: Es fluida y no presenta espermatozoides ya que tiene un pH
acido, esto debido a su elevada concentracion de fosfatasa acida y acido citrico;

procede de la préstata.

- Fraccién principal: Presenta elementos liquidos y gelatinosos, procede del
epididimo y conductos deferentes, es la fraccion que contiene la mayor cantidad

de los espermatozoides.

- Fraccién terminal: De consistencia gelatinosa; procede de las vesiculas seminales,
tiene un pH alcalino y contiene fructosa, razén por la cual todavia tiene

espermatozoides presentes (Kumar et al 2011, Cerezo et al 2014).

7. Infertilidad

La infertilidad es la imposibilidad de lograr un embarazo clinico después de 12 meses de
relaciones sexuales sin proteccion. La prevalencia de los casos de infertilidad ha
aumentado en los ultimos afios. Se ha constatado que el indice de fertilidad en la mujer es
alrededor de los 25 anos y disminuye en forma brusca a los 35, y se considera que a los
40 afios la tasa de infertilidad estaria entre el 65y 70%. La frecuencia de parejas infértiles
a nivel mundial se situa entre el 10 y 15%. El factor masculino esta involucrado el 35% de
los casos, el factor femenino el 35%, el 15% a ambos y el 15% se debe a causas
desconocidas. Estas cifras determinan que la evaluacion del varén es esencial y se debe
realizar al inicio de todo estudio de fertilidad (WHO 2010, Acosta y Duefias 2014).

Los mecanismos que alteran la fertiidad masculina son anomalias en los
espermatozoides, trastornos hormonales por alteraciones en el hipotalamo o hipdfisis,
trastornos vasculares, procesos infecciosos, traumas testiculares, criptorquidia, disfuncién
eréctil, eyaculacién retrograda, obstruccion de los conductos eyaculadores,
deformaciones en el pene, factores inmunolégicos, factores neuronales, ambientales,
cancer, medicamentos, la esterilidad quirurgica como resultado de una vasectomia, entre
otros (Rosas 2007, Raheem y Ralph 2011).

La infertilidad se diagnostica mediante estudios androlégicos que se llevan acabd en
clinicas especializadas, ya que las caracteristicas que debe cumplir una muestra de
espermatozoides para conseguir una fecundacion estan bien establecidas. En

consecuencia, se tiene que asumir que las causas de la esterilidad masculina son

24



multiples y no hay una solucion definitiva que resuelva el problema (Gonsalvez et al
2009).

8. Analisis seminal

El analisis de semen es la herramienta diagnostica basica mas importante en el estudio
de fertilidad masculina y que nos brinda una vision mas amplia sobre la calidad
reproductiva del varén, misma que es evaluada segun los valores publicados por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). En el 2010 publicé la actualizacion de los
parametros macroscopicos y microscopicos para poder determinar la calidad seminal de
un individuo, indicando en las pruebas macroscopicas que para una muestra seminal
normal el volumen minimo es de 1.5 mL, licuefaccion (liquido homogéneo) en un rango de
30 a 60 min, viscosidad, color gris opalescente, sin grumos y con un pH de 7.2 a 7.8. En
las pruebas microscoépicas se debe tener movilidad espermatica = al 40%, vitalidad = al
58%, concentracién = a 15 millones de espermatozoides por mL y morfologia normal = al
4%. En el Cuadro | se muestran los valores actuales y anteriores de evaluacion seminal
(WHO 2010, Cerezo et al 2014).

Se estima que aproximadamente del 10 al 15% de los varones infértiles presentan
parametros dentro de los rangos normales. En la actualidad los parametros obtenidos en
un seminograma convencional no aportan informacién completa sobre el potencial
fecundante del espermatozoide, la capacidad de dar lugar a un embridon sano y un
embarazo exitoso. Un estudio a fondo requiere analizar también el ADN espermatico
(Morales et al 2007).

Cuadro I. Parametros seminales de la OMS de 1999 y 2010.
1999 2010
Volumen 22.0 21.5
Concentracién (10°mL™") >20 215
Movilidad (%) =50 (a+b) 240
Movilidad progresiva (%) >30 =232
Morfologia (% normal) >30 24
Viabilidad (% vivos) >50 =258
Leucocitos (10°) <1 <1
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9. Reproduccion asistida

Las técnicas de reproduccién asistida humana (TRAH) surgen con el objetivo principal de
conseguir un embarazo viable. Son tecnologias que estan en constante cambio y no
existe acuerdo sobre los criterios diagnosticos o terapéuticos disponibles (Jausoro 2000).
A continuacién, se mencionan algunos de los procedimientos mas recurridos en las
TRAH.

Estimulacién ovarica controlada (EOC)

Se realiza buscando el desarrollo de varios foliculos ovaricos mediante la administracion
preferentemente de gonadotropinas controlando la foliculogénesis mediante ecografia
transvaginal. Es importante un control estricto de las dosis y un seguimiento adecuado, ya
que dosis excesivas pueden producir sindrome de hiperestimulacion ovarica o embarazo
multiple (Sedglach 2014).

Inseminacion intrauterina

Es una TRAH que consiste en depositar espermatozoides de una forma no natural en la
cavidad uterina en su periodo ovulatorio. Puede ser homdloga (donante) o heterdloga
(conyugal). Sus indicaciones son oligoastenoteratozoospermia con menos de 5 millones
de espermatozoides moviles progresivos post-capacitacion, con teratozoospermia menos
del 4 %; incapacidad para depositar el semen en la vagina, factor cervical y endometriosis
minima (Sedglach 2014).

Fertilizacion in vitro

Consiste en la fecundacion de un ovocito en condiciones de cultivo in vitro, previa a la
obtencion por aspiracion guiada por ultrasonido y preparacion de los gametos, para

posteriormente transferir los embriones a la cavidad uterina (Sedglach 2014).

La fertilizacion in vitro esta indicada principalmente cuando el método ofrece la forma de
superar uno o mas obstaculos especificos que no pueden tratarse de otra forma. Las
indicaciones para realizar fertilizacién in vitro son: por factor masculino (muestra
insuficiente para inseminacion artificial, recuento de espermatozoides menor a 5 millones),
infertilidad de origen desconocido, falla ovarica y disminucién de reserva ovarica, alta
repuesta en el ciclo de inseminacién artificial, criopreservaciéon de ovocitos en pacientes

oncoldgicas o patologia médica, preservacion de la fertilidad (Sedglach 2014).
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Inyeccion espermatica intracitoplasmatica (ICSl)

Consiste en la microinyeccion de un espermatozoide en el interior de un ovocito
previamente decumulado y orientado. Las indicaciones de la inyeccién espermatica
intracitoplasmatica son: disminucion del numero de espermatozoides, baja movilidad,
menos de 3 millones de espermatozoides moviles progresivos, teratozoospermia severa,
anticuerpos antiespermatozoides, paciente con cancer (semen valioso), alteraciones en la
eyaculacion (eyaculacion retrograda), ausencia de conductos deferentes, sindrome de
Young, vasoepididimostomia fallida, vasovasostomia fallida, obstruccion de ambos
deferentes, fallo de recuperacién en epididimo por fibrosis, necrozoospermia, mala calidad

ovocitaria, congelacion y descongelacién de ovocitos (Sedglach 2014).
10. Banco de semen

El banco de semen es un servicio integrado en determinados centros de reproduccion
asistida que permite la criopreservacion de muestras de semen y biopsias testicular para
su utilizacién futura. Este servicio puede ocuparse también del almacenamiento y gestion
de muestras de semen proporcionadas por donantes, que se destinan a donacion

anonima a parejas o mujeres que lo necesitan (Remohi et al 2008).

El trabajo de un banco de semen comprende desde aspectos cientificos, como podrian
ser los procedimientos de congelacién de las muestras, su mantenimiento y su
descongelacién, hasta aspectos meramente administrativos, como la correcta
identificacion, trazabilidad y ubicacion de las muestras, los registros necesarios, la gestion
de altas y bajas, en el caso de los donantes de semen, el control sobre el analisis que por

ley debe realizarse (Remohi et al 2008, http://generalidadesdelaganaderia

bovina.blogspot.mx/2015/05/tanque-de-nitrogeno-liquido.html).

En la actualidad son muchos los varones que, por multiples razones, necesitan de estos
servicios. El banco de semen permite, ademas, el transporte de muestras 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 sélo eyaculado o biopsia puede usarse en

diferentes ocasiones (Remohi et al 2008).
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Indicaciones para el uso del banco de semen, como almacén de muestras propias

El banco de semen ofrece la posibilidad de guardar muestras congeladas y asegurar asi
la posibilidad de engendrar en caso de pérdida previsible o imprevisible de la fertilidad del
varon (Remohi et al 2008).

Los casos mas frecuentes son los siguientes:

e Pacientes en edad reproductiva y sin hijos a los que se les ha diagnosticado
cancer y por ello van a recibir diferentes tratamientos quirurgicos, quimioterapia o

radioterapia, que pueden provocarles esterilidad transitoria o definitiva.

e Pacientes sometidos a tratamientos farmacolégicos con efecto teratogénico

(tratamientos como el interferén en la hepatitis C).

e Pacientes sometidos a vasectomias para garantizar sus posibilidades

reproductivas en caso de que cambien de opinion.

e Profesionales de riesgo o pacientes que congelen semen como medida preventiva

sin otro motivo (son los casos menos frecuentes).

e Pacientes cuyas muestras son dificiles de obtener, como ocurre con las biopsias

testiculares, las muestras de semen lavado por VIH o VHC, etc.

e Pacientes con dificultades para eyacular debido a impotencia, eyaculacién

retrograda, mal formaciones congénitas, etc.

e Pacientes que por diferentes razones es dificil que estén presentes en el momento

en que se va a utilizar la muestra (Remohi et al 2008).
El banco de semen de donantes

Otro aspecto que se debe considerar es el semen de donante anénimo. Este semen
puede estar destinado a mujeres sin pareja, parejas en las que el varén presenta una
patologia seminal grave, a parejas en las que las técnicas de reproduccion asistida han
fracasado repetidamente, cuando el varéon es O positivo para el VIH, o portadores de
alteraciones genéticas todavia no tratables mediante el diagnéstico pre-implantacional
(Remohi et al 2008).
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Al congelar las muestras de semen, la intension es evitar el periodo de ventana de
enfermedades infecciosas como VIH, sifilis y hepatitis, que son detectados en suero seis
meses después del contacto con la enfermedad gracias a la presencia de anticuerpos
como respuesta al virus. Es por ello que las muestras de donante deben almacenarse
durante ese periodo antes de realizar la comprobacion serolégica y asi poder utilizar las

muestras con seguridad (Espinosa 2009).
11. Criopreservacién

Se ha estudiado ampliamente el proceso de congelacién del material biolégico, ya que
depende del tipo celular y de variables como la permeabilidad celular, el volumen
osmoéticamente inactivo, la relacién entre la superficie y el area celular donde se ve
afectado el material biolégico a congelar; por ejemplo, en los espermatozoides, aunque se
utilicen los mejores avances en la congelacion, del 25 al 75% mueren o tienen danos

irreversibles provocados por la congelacion (Esteves et al 2003, Avila et al 2006).

Las células criopreservadas se almacenan a -196°C en nitrégeno liquido. A esta
temperatura no existen fendmenos ni de difusion ni energia térmica suficiente para llevar
a cabo reacciones quimicas. Por tanto, las dificultades de la congelacion no derivan de la
permanencia a bajas temperaturas sino de los procesos de enfriamiento y calentamiento
(Figura 13) (Fernandez et al 2009).

Tanque de nitrégeno liquido.

A.- Tapa.

B.- Soporte para los cilindros.
C.- Cubierta externa.

D.- Cuelloy Tapon.

E.- Cierre de seguridad.

F.- Asa de los cilindros.

G.- Area interna del tanque.
H.- Fijador interno de los

;| cilindros (Araia).

A® ).- Aislante.

Figura 13. Tanque de nitrégeno liquido (tomada de http://generalidades

delaganaderiabovina.blogspot.mx/2015/05/tanque-denitrogeno-liquido.html).
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Durante estos procesos las células se encuentran en suspension en una solucion acuosa.
Dicha solucion tendra unas propiedades coligativas que dependen fundamentalmente del
numero de moléculas que hay en ella y no de la naturaleza de estas. Asi, al afadir un
soluto a una disolucién disminuye el punto de congelacion (punto crioscépico) y la presién

de vapor; aumentando la presion osmatica y el punto de ebulliciéon (Fernandez et al 2009).

Estas propiedades se debe tener presentes cuando al disminuir la temperatura durante el
proceso de congelacion, se empiece a formar hielo en el medio extracelular, ya que el
agua que forma parte del hielo no contiene los solutos que tenia disueltos, aumentando la
concentracion de estos en el medio extracelular (hiperosmético) y modificando las

propiedades coligativas de este (Fernandez et al 2009).
Permeabilidad

La permeabilidad esta relacionada con la capacidad de la membrana para intercambiar
agua con el medio exterior. Este parametro define la facilidad con la que el agua puede
atravesar la membrana ante un gradiente de concentraciones. La permeabilidad de la
membrana celular esta regulada por una ley que refleja el hecho empirico de que cuanto
menor es la temperatura del sistema, menor es la permeabilidad de la membrana
(Fernandez et al 2009).

Volumen osmoéticamente inactivo

En esta regidén incluimos organulos internos de la célula, el nucleo celular,
macromoléculas como por ejemplo proteinas, etc. Son partes internas de la célula que no
van a intervenir en el proceso del transporte del agua. Se define como el agua que nunca
dejara el interior celular en respuesta a un aumento de concentracion de solutos
(Fernandez et al 2009).

Volumen osméticamente activo

En esta regidon incluimos la solucion intracelular en la que estan flotando los organulos

internos, el nucleo, etc., que si puede abandonar la célula.

Respuesta celular a la congelacién por choque frio y dafio de enfriamiento (desde
37°CA0°C)

El choque por frio es el dafio celular debido a la sensibilidad frente a la velocidad de

enfriamiento, y es causada por efectos de transicion en la fase lipidica. El dafo por
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enfriamiento es provocado por la sensibilidad frente a una temperatura especifica o un

rango de temperaturas (Drobnis et al 1993).

Los acidos grasos pueden existir en un estado rigido ordenado (gel) o en uno mas flexible
y relativamente desordenado (fluido). La transicion de un estado al otro se da en un rango
de temperaturas, la media de la cual se conoce como temperatura de transicion de fase
(“melting temperature”, Tm). La mayoria de las membranas de células eucariotas tienen
su Tm entre los 0 °C y los 20 °C (Fernandez et al 2009).

Formacioén de hielo (0 °C a £- 132 °C)

La respuesta de las células descongeladas, depende del método de enfriamiento. En
particular la velocidad de enfriamiento es el parametro critico que determina los resultados

del protocolo de criopreservacion.

La existencia de solutos en el agua produce un descenso del punto de congelacién (punto
crioscoépico entre -5 °C y -10 °C) y en consecuencia la cristalizacion del agua se produce a
temperaturas menores a la del punto de congelacién del agua pura (0 °C). Esto produce,
al disminuir la temperatura, un sobre-enfriamiento de la muestra. En esta situacion el
comienzo del proceso de formacion de hielo es de naturaleza aleatoria, y depende de la
probabilidad de formaciéon del punto de nucleacion, punto de inicio de un frente de
cristales de hielo que es inversamente proporcional a la temperatura. Cuanto mayor sea la
diferencia entre la temperatura a la que comienza a formarse hielo y la temperatura de
cambio de fase, mayor sera la velocidad de crecimiento de los cristales de hielo. En el
peor de los casos, puede ocurrir que la temperatura a la que comienza a formarse hielo
sea tan baja, que la velocidad de crecimiento de los cristales resulta explosiva. En estas
condiciones los cristales de hielo actian como lanzas que atraviesan las células,

destruyéndolas por completo (Mazur 1977, Fernandez et al 2009).
Descongelacion

Durante la descongelacién se reproducen los cambios osméticos inversos a los descritos
en la congelacion. Asi, cuando el agua congelada cambia de estado (sdlido a liquido), la
concentracion de solutos en el medio extracelular se reduce progresivamente y la célula
vuelve a hidratarse para compensar esta diferencia de concentraciones entre el exterior y
el interior celular. Generalmente se considera que para la recuperacion de las células son
necesarias tasas de recalentamiento rapidas. Esto se ha atribuido a la posibilidad de que

pequefios cristales de hielo intracelular formados en algunas células durante la
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congelacion podrian crecer durante un proceso lento de recalentamiento (Fernandez et al
2009).

Observaciones experimentales revelan que al criopreservar muestras a altas o bajas
velocidades, provocan que la supervivencia de las células disminuya. Cuando la
supervivencia celular se dibuja en funcion de la velocidad de enfriamiento, el resultado
produce una curva caracteristica con “forma de U invertida” (Figura 14) (Fernandez et al
2009).

% supervivencia celular

velocidad de
enfriamiento

Figura 14. Curva que muestra la supervivencia celular en funcién de la velocidad

de enfriamiento (tomada de Fernandez et al 2009).
Formacion de hielo intracelular

A partir de que se inicia la nucleacion extracelular y la correspondiente deshidratacion
celular, lo que suceda en el espacio intracelular depende basicamente de la velocidad de
enfriamiento. Si ésta es demasiado rapida, la célula puede no ser capaz de deshidratarse
suficientemente rapido y al llegar a la temperatura de nucleacién intracelular, el agua

remanente se congela formando hielo intracelular (Mazur 1963, Nei et al 1978).

Todos los materiales biolégicos deben almacenarse por debajo de la temperatura de
transicion de fase del agua a estado vitreo (aproximadamente -132 °C) para poner fin a
toda actividad biolégica. A temperaturas superiores a -132 °C se reduce la longevidad
celular a cuestion de semanas o meses, pues aun puede existir agua liquida y por lo tanto
actividad celular. La transicién a estado vitreo de una solucién acuosa congelada no
ocurre repentinamente en -132 °C; sino que es un fendmeno progresivo entre -132 y -90

°C. En una célula congelada a -196 °C que pasa a -80 °C, algunas moléculas de agua
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vuelven a estado liquido que pueden convertirse en cristales que provocan pequefos
dafios de re-cristalizacion. El problema es que estos dafios son acumulativos; y cada
incidente de calentamiento que se produzca por encima de -132 °C (el sacar un canister
del nitrégeno liquido para extraer otra pajuela) contribuira a disminuir la supervivencia

funcional de las células criopreservadas (Fernandez et al 2009).

El choque térmico puede ser mitigado por agentes crioprotectores, la presencia de
fosfolipidos (fosfatidilserina), una congelacion lenta y pre-acondicionamiento en un medio

con un nivel elevado de sales (Fernandez et al 2009).
Agentes crioprotectores

Ademas de una adecuada velocidad de enfriamiento, para mejorar la viabilidad celular es
necesario alterar el comportamiento fisicoquimico de las soluciones acuosas en las cuales
tiene lugar la criopreservacién, para ello se afiaden al medio de congelacion los agentes
crioprotectores (ACP). Los ACP son sustancias muy hidrosolubles y de baja citotoxicidad
que disminuyen el punto eutéctico de una solucion determinada (temperatura minima a la
que una solucién se encuentra en estado liquido). El descenso del punto eutéctico implica
que se alcanzara una concentracion dada de solutos a una temperatura menor, de forma
que en el momento en el que se induce la nucleacién en el espacio extracelular la célula
estara mas hidratada y el gradiente osmaético al que estara sometida sera menor en el

momento en que el espacio extracelular se congela (Fernandez et al 2009).
ACP penetrantes

Los ACP penetrantes son sustancias de bajo peso molecular y son permeables a través
de la membrana, que protegen a la célula de las lesiones producidas por las
congelaciones a velocidad lenta. Los mas utilizados son el 1,2-propanodiol (PROH),
dimetilsulféxido (DMSO), etilen-Glicol (EG) y glicerol. Todos estos compuestos tienen en
comun que sus moléculas son pequefias, es decir, tienen un peso molecular
relativamente bajo; asi el glicerol tiene 92.09 g/mol de peso molecular, lo que le permite
atravesar la membrana celular. Si bien la célula es permeable a estos agentes su
permeabilidad nunca es de la misma magnitud que la del agua. Dentro de este grupo el

glicerol es el mas usado en la criopreservacion espermatica (Fernandez et al 2009).
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ACP no penetrantes

Son sustancias de alto peso molecular, que son efectivas cuando se utilizan velocidades
altas de congelacion. El tamafio de estas moléculas es muy superior a las del grupo
anterior, como, por ejemplo, el peso molecular de la sacarosa es 342. No son
crioprotectores propiamente dichos, ya que no penetran la célula, sino que ejercen su
accién crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacién celular y suelen usarse
asociados a los agentes penetrantes. Los mas utilizados son la sacarosa, glucosa,
dextrosa, polivinilpirrolidona (PVP), dextrano y polietilen-glicol (PEG); donde, en
congelacion de semen humano las mas usados son los dos primeros (Fernandez et al
2009).

Aspectos perjudiciales de los ACP

A pesar de los efectos beneficiosos de los agentes crioprotectores, también son daninos,
especialmente cuando son empleados en altas concentraciones. Los principales efectos

dafiinos son los siguientes:

e Toxicidad: Los ACP son sustancias quimicas que en condiciones normales no se
encuentran en el interior de las células. Por ello, cuando atraviesan la membrana
celular y se difunden por el medio intracelular, lo que realmente esta sucediendo
es envenenar a la célula. Sin embargo, como el metabolismo celular esta
ralentizado, la accion téxica de los crioprotectores se ve muy disminuida, salvo que

empleen altas concentraciones (Fuller et al 2004, Fernandez et al 2009).

¢ Osmosis: La adicion de ACP ejerce per se un estrés osmoético sobre las células
porque aumentan la osmolaridad del medio. Las células inicialmente se
deshidratan para compensar la fuerza osmoética inducida por la presencia de los
ACP y después se hidratan a la vez que el agua vuelve al interior celular junto con
el ACP (permeable) (Fernandez et al 2009).

e Cambios en la permeabilidad al agua de la membrana plasmatica del
espermatozoide: diferentes ACP reducen la permeabilidad al agua en diversos
grados, y asi los espermatozoides se deshidratan mas lentamente de lo esperado
(Fernandez et al 2009).
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12. ADN

Una cadena de ADN es un largo polimero no ramificado, compuesto unicamente por
cuatro tipos de subunidades. Estas subunidades son los desoxirribonucleétidos que
contienen las bases adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina (T). Los nucleétidos
estdn unidos por enlaces covalentes fosfodiéster entre el carbono 5°de un grupo
desoxirribosa y el carbono 3 del siguiente. Los cuatro tipos de bases estan fijjados a esta
cadena de azucar fosfato repetitiva, como cuatro tipos diferentes de cuentas ensartadas
en un collar (Alberts et al 2002).

La molécula de ADN es un polimero helicoidal formado por dos hebras. Todas las bases
de la molécula de ADN se hallan en el interior de la doble hélice, mientras que los
azucares fosfato se disponen en el exterior. Las bases de una de las hebras estan
extraordinariamente cerca de las de la otra hebra y hay un apareamiento complementario
entre una base purica (A o G, presentan dos anillos) de una de las cadenas y una base
pirimidinica (T o C, presentan un anillo y son de menor tamafno) de la otra cadena. El
apareamiento de bases complementarias se forma por Ay T por un lado y entre G y C por
otro (Figura 15) (Alberts et al 2002, https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/
diccionario?cdrid=45671).

Estructura del ADN
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Figura 15. ADN y empaquetamiento de una célula somatica (tomado de

https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionario?cdrid=45671).
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13. ADN espermatico

La cromatina contenida en el nucleo de los espermatozoides maduros esta

extremadamente compacta y es una estructura estable. El ADN espermatico se organiza
de una manera especifica a diferencia de una célula somatica, para lograr este estado de
compactacion unico. Esta organizacion permite que no solo se transfiera el ADN
extremadamente empaquetado al ovocito, sino que también tiene una forma fisica y

quimica para que el embrion pueda acceder a su informacion genética (Figura 16)
(Sakkas et al 1999, Schagdarsurengin 2012).
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Los reordenamientos complejos de la cromatina de los espermatozoides se producen
durante la espermiogénesis. En las espermatidas alargadas las histonas asociadas al
ADN son remplazadas por protaminas, como resultado de este proceso, la cromatina en
las células espermaticas es muy condensada. En el espermatozoide humano,
aproximadamente el 15% del ADN permanece asociado con histonas en una secuencia
especifica. Las histonas en la cromatina espermatica son un subconjunto de las histonas
de la cromatina somatica, y forman los nucleosomas que estdan mas estrechamente
empaquetados en comparacion a células 2n. La histona H1 esta ausente, histona H2
toma la forma de dos variantes menores, llamadas H2A. X'y H2A.Z, y las histonas H3 y H4
son acetiladas completamente. La ausencia de la histona H1 y la acetilacion de las
histonas, son ambas caracteristicas de cromatina activa. Se piensa que las histonas en
los espermatozoides podrian influir en que genes se transcriban por primera vez después

de la fertilizaciéon (Gardiner et al 1998).

Durante la espermatogenesis, las protaminas (tienen la mitad del tamafo en comparacion
con las histonas) sustituyen a la mayoria de las histonas y la cromatina se enrolla en
toroides. Las protaminas se van uniendo por enlaces disulfuro, reduciendo seis veces el
volumen de las células espermaticas a comparacion de una somatica, ocurriendo en el
paso a través del epididimo. Esta densa compactacion protege al ADN espermatico de
agentes exogenos (Figura 16), a pesar de esta proteccion, los niveles basales de dafios
en el ADN de los espermatozoides son relativamente altos en los varones, ademas de

que durante la eyaculacion son suceptibles a mas dafio (Gonzélez et al 2012).
14. Fragmentacion del ADN

En las muestras seminales se encuentra, con mayor o menor frecuencia,
espermatozoides que presentan su ADN fragmentado. EI ADN espermatico se puede
fragmentar desde la espermatogénesis en cualquier etapa del proceso por fendmenos
multifactoriales y no delimitados en su totalidad, como por ejemplo, la generacién de
radicales libres de oxigeno o estrés oxidante, empaquetamiento anormal de la cromatina,
deficiencias en la recombinacion, apoptosis tras la salida del espermatozoide de los
tubulos y causas externas por la induccion de caspasas endogenas y endonucleasas,
dafio inducido por quimioterapia, radioterapia , téxicos ambientales y reduccién de
antioxidantes en el semen. Las células de Sertoli presentes en las paredes de los tubulos,
fagocitan y limpian los residuos celulares, no obstante cabe destacar que si la incidencia

del fendmeno apoptdético tiene lugar tras la espermiacion, o salida del espermatozoide a la
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luz de los tubulos seminiferos, podrian generarse una serie de metabolitos presentes en
el liquido seminal, que no seran retirados una vez que se ha producido la eyaculacion y
que podrian contribuir a acelerar el proceso de degradacion del ADN de otros
espermatozoides. De acuerdo a lo anterior se producen metabolitos no deseados
altamente reactivos, tales como enzimas celulares, enzimas procedentes del acrosoma,
nucleasas y enzimas de remodelacion de la cromatina. En este escenario de dafos
directos o indirectos sobre la molécula de ADN del espermatozoide, se ha sugerido que la
descendencia podria verse afectada (Morales et al 2007, Gonsalvez et al 2009, Acosta y
Duenas 2014).

Las células somaticas presentan dafo en el ADN, sin embargo, las células espermaticas
tienen mayor dafio, que se puede encontrar en una o ambas hebras. Las rupturas de
doble hebra pueden ser perjudiciales afectando la estabilidad genémica o provocando
muerte celular por no poder reparar el dafio. El ADN espermatico se puede reparar en el
ovocito, pero si tuviera gran cantidad de rupturas de doble hebra no seria posible la
reparacion y seria incompatible para un embrién normal o no tendria un buen desarrollo.
A continuacion, se mencionan las causas que provocan la fragmentacién en el ADN

espermatico.
Causas intrinsecas
Deficiencias de recombinacién durante la espermatogénesis

Los errores durante la recombinaciéon provocan abortos. Sobre-cruzamiento meiético se
asocia con la programacién genética que induce rupturas del ADN por nucleasas

especificas (Gonzalez et al 2012).
Maduracién anormal de espermatidas

Rupturas en el ADN son necesarias ya que favorecen el alivio en la tensién de torsion
despojandose de histonas ayudando a su sustitucidn por protaminas. Actividad de
nucleasas para aflojar cromatina y “pausas” por topoisomerasa Il. Si estos saltos no se

reparan en el recorrido por el epididimo, generan la fragmentacion (Gonzalez et al 2012).
Protamina1y 2

En los humanos se remplazan aproximadamente del 85 al 95 % de las histonas por

protaminas, esto por multiples procesos. Empieza con una hiperacetilacion de las
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histonas, remplazandose por unas variaciones especificas testiculares de histonas,
seguido de una sustitucion por proteinas de transicion, remplazandose por protaminas 1y
2 (PI, P2) que deben ser expresadas en proporcion 1:1 generando un apretado
empaquetamiento del ADN, compactando el nucleo y suprimiendo la expresion genética,
y, Si las concentraciones varian, producen fragmentacion, baja tasa de fertilizacion, mala

calidad embrionaria y reduccion de la tasa de embarazo (Gonzalez et al 2012).
Apoptosis abortiva

La etiologia alternativa por dafio de doble hebra en espermatozoides de varones infértiles
provoca una via apoptotica abortiva. Las células gaméticas sufren una alta diferenciacion
para ser espermatozoides maduros, si la célula pierde la capacidad de una muerte
programada por apoptosis, la diferenciacion a una célula germinal haploide puede
contener fragmentacién del ADN en el nucleo, asi como la capacidad de diferenciacion a
una célula madura funcional, perdiendo la capacidad de fertilizacién (Sakkas y Alvarez
2010, Gonzalez et al 2012).

Estrés oxidante

Las especies reactivas al oxigeno (ERO) juegan un papel importante positivo para
modular la proliferacion celular, diferenciacion y funcion, pero pueden tener efectos
negativos dado que son altamente reactivos, dafiando el ADN. En el semen las ERO son
controladas por los antioxidantes seminales. Uno de los origenes del estrés oxidante es
consecuencia de los mecanismos apoptoéticos, la infiltracion de leucocitos o la falla del

sistema de defensa antioxidante (Sakkas y Alvarez 2010, Gonzalez et al 2012).
Causas extrinsecas.
Periodo de tiempo de la eyaculacion

La calidad del ADN espermatico disminuye progresivamente en el tiempo posterior a la
eyaculacion. Los resultados de 11 muestras de especies criopreservadas vy
descongeladas mostraron que la concentracion de P2 estd relacionada con la

fragmentacion (Gonzalez et al 2012).
Métodos de recoleccion, extensores y tratamientos post-eyaculaciéon

Métodos de recoleccion de semen, extensores y pre-tratamientos (protocolos de lavado)

tienen efectos sobre la calidad del ADN espermatico. Se ha mostrado que los eyaculados
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recogidos por vagina artificial tienen un menor porcentaje de fragmentacién del ADN
(Gonzalez et al 2012).

Temperatura de almacenamiento y criopreservacion

Se sabe que las temperaturas entre 5 y 15 °C mantienen el ADN intacto durante largos
periodos de tiempo, asi cuanto mayor sea la temperatura mas drastico sera el aumento de
fragmentacion de ADN espermatico. La criopreservacién es una ventaja para conservar
los espermatozoides de individuos que se someten a terapia, tienen varicocele o por
problemas de fertilidad, pero la técnica puede causar problemas y cambios en la
estructura y funcionalidad del espermatozoide. Diferentes estudios de fragmentacion del
ADN espermatico antes y después de la congelacién han mostrado que pueden disminuir
la longevidad del ADN (Gonzalez et al 2012).

Estrés oxidante post-testicular

Estudios recientes demuestran que los espermatozoides inmaduros, producen altos
niveles de ERO, las cuales pueden inducir el dafio en el ADN de los espermatozoides
maduros. El dafo podria ser producido antes de la espermiacion en los conductos
seminiferos, el epididimo y después de la eyaculacién. Las ERO pueden causar dafno en
el ADN directamente (rompiendo la cadena de ADN) o indirectamente por la activacion de

caspasas y endonucleasas (Sakkas y Alvarez 2010, Gonzélez et al 2012).
Varicocele

Aproximadamente del 15 al 20% de los varones tiene problemas de varicocele (dilatacion
de las venas del cordon espermatico). Es la causa mas comun de la mala producciéon de

semen y disminucion de su calidad (Gonzalez et al 2012).
Infecciones Bacterianas

Los pacientes humanos con infeccidon genitourinaria por Chlamydia trachomatis vy
Mycoplasma genitalium presentan bajos resultados de analisis seminal, un incremento en
la fragmentacion de ADN, ademas de un bajo potencial fertilizante en comparacién con

espermatozoides de individuos fértiles (Gonzalez et al 2012).
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Edad

Existen estudios que muestran un aumento significativo en el dafio al ADN espermatico
con la edad y sugieren que la fragmentacion es menor en hombres menores a 35 afios
(Gonzalez et al 2012).

Abstinencia

Los primeros estudios sobre abstinencia, sefialan que no hay efectos negativos en la
viabilidad, morfologia o movilidad del espermatozoide. La calidad de la cromatina sin
embargo indica lo contrario en un periodo corto de tiempo (24 h), ya que mientras mas
corto sea el periodo de abstinencia entre eyaculaciones, es menor el indice de

fragmentacion del ADN espermatico (Gonzalez et al 2012).
Temperatura del testiculo

La funcion testicular depende de la temperatura, en algunas especies animales la posicion
de los testiculos en el escroto asegura que se mantengan entre 2 y 8 °C por debajo de la

temperatura corporal (Gonzalez et al 2012).
Reacciodn a procedimientos clinicos, medicamentos o vacunas

Se ha informado que la exposicidon a la quimioterapia y radioterapia también puede
resultar en la induccion de la fragmentacion de ADN espermatico. Algunas vacunas
afectan negativamente la calidad del ADN, se ha mostrado que Miloxan (vacuna contra
infecciones producida por bacterias anaerobias) aumenta el porcentaje de fragmentacion
hasta 10 veces. Sin embargo, parece reversible y se recomienda tomar muestra al menos

un mes posterior a la vacunacion (Sakkas y Alvarez 2010, Gonzalez et al 2012).
Exposicion a sustancias quimicas ambientales

Ciertos contaminantes ambientales pueden inducir la fragmentacién y/o inducir estrés
oxidante. Estudios han asociado los altos niveles de contaminacién en el aire con el
aumento del dano al ADN (Sakkas y Alvarez 2010, Gonzalez et al 2012).

15. Técnicas de evaluacion de la fragmentaciéon del ADN

Las técnicas que existen para estudiar fragmentacion del ADN espermatico miden la

susceptibilidad diferencial de ADN para ser desnaturalizado por diversos tratamientos,
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como el ensayo de la estructura de la cromatina espermatica (SCSA), deteccién del

rompimiento de la hibridaciéon in situ con florescencia (DBD-FISH), dispersién de la

cromatina espermatica (SCD), electroforesis unicelular en gel, TUNEL y ISNT (Cuadro II)
(Morales et al 2007, Vazquez 2012).

Cuadro Il. Técnicas para evaluar fragmentacion

Técnica

Fundamento

Ventajas

Desventajas

SCSA (Estudio
de la estructura
de la cromatina

Se basa en la susceptibilidad del
ADN para ser desnaturalizado por
medio de soluciones acidas y las

Punto de corte
establecido (30%) para
diferenciar de hombre

Equipo sofisticado vy
costoso.
Capacitacion técnica.

espermatica) propiedades metacromaticas del | fértiles e infértiles. La objetividad radica del
naranja de acridina para observador.
discriminar entre rupturas de
cadena doble o sencilla al
intercalarse entre la cadena de
ADN.
DBD-FISH Se basa en la capacidad de | Revela modificaciones | Procedimiento
(Deteccion de soluciones alcalinas para | estructurales de la | sofisticado y costoso.
rompimiento del | desnaturalizar el ADN o partir de | cromatina. Requiere de personal

ADN-Hibridacién
in situ con
fluorescencia)

los extremos con rupturas de
cadena doble y sencilla y Ila
hibridacion de dichas rupturas con
nucleétidos marcados con algun
fluorocromo.

Permite evaluar dafo de
célula a célula, in situ y
en secuencias
especificas del ADN.

especializado.

EUG (Ensayo
de
electroforesis
unicelular en

gel)

Se fundamenta en la taza de
rapidez de migracién de pequefos
fragmentos de ADN hacia el anodo
de un campo de electroforesis en
comparaciéon con el ADN no
fragmentado.

Bajo costo.
Es sensible y requiere
de pocas células para
su analisis.
Altamente reproducible.

Lenta ejecucién
Requiere evaluador
especializado.

SCD (Ensayo de
la dispersion de
la cromatina)

Se fundamenta en base a la
capacidad que tiene el ADN para
ser desnaturalizado por
tratamientos acidos y su posterior
desproteinizacion  que  induce
relajacion de bucles de ADN, los
cuales se visualizan como halos en
aquellos  espermatozoides con
ADN intacto

Anadlisis  simple  de
resultados.
Pueden implementarse

otras técnicas junto con
esta, para analizar otros
aspectos relacionados
con la fragmentacion del
ADN.

TUNEL (Terminal | Se basa en la incorporacion de | Simultdneamente puede | Equipo sofisticado y
dUTP Nick End- | nucledtidos marcados en los | detectar rupturas de | costoso. Personal
Labeling) extremos de la cadena de ADN | cadena sencillay doble. | especializado.
que presentan rupturas (3' —OH) | Cumple con parametros | EI dafio celular no
tanto de cadena simple como | de control de calidad. puede ser cuantificado.
doble por una transferasa terminal. Niveles de marcaje
intermedios e
irregulares
ISNT Es una forma modificada del | Identifica niveles | Solo marca rupturas de
TUNEL, por el cual el fundamento | variables y apreciables | cadena sencilla y carece
es el mismo, pero utiliza timidina | de dafio del ADN | de sensibilidad.
marcada radioactivamente y es | enddgeno. Personal especializado.
incorporada por la ADN | Reaccion de marcaje | Equipo sofisticado y
polimerasa. directo. costoso.

Tomado de Vazquez 2012.
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Electroforesis unicelular en gel (ensayo cometa)

Es una técnica que se ha venido consolidando a través de los afios. En 1984 Ostling y
Johanson modificaron la técnica de Rydberg y Johanson (Rydberg y Johanson 1978,
estimacion del dafio del ADN en células individuales) al afiadir electroforesis a las células
después de haber sido sometidas a lisis, posteriormente las tifieron con bromuro de etidio
para estimar el dafio en el ADN de cada una utilizando la intensidad de fluorescencia. La
técnica de Ostling tiene dos desventajas, la primera es que debido a la gran cantidad de
ARN, no es posible estimar la cantidad de ADN, la segunda es que la sensibilidad es
limitada debido a la escasa disociacidon de la cromatina, manteniendo la estructura
terciaria y cuaternaria del ADN, lo cual dificulta la prediccion de movimiento de la
molécula. Normalmente el ADN de bajo peso molecular presenta un mayor corrimiento en
respuesta a una corriente eléctrica. En 1988 Singh y colaboradores modificaron la
metodologia anterior y realizaron la electroforesis en condiciones alcalinas para disociar
parcialmente la estructura secundaria del ADN y disociar la estructura terciaria y
cuaternaria, esto permitié que el movimiento del ADN en la agarosa fuera mas predecible,
ademas de que las condiciones alcalinas también degradan el ARN. De esta forma, la
solucion de lisis provee excelentes condiciones para disociar el ADN nuclear y la
electroforesis en condiciones alcalinas relaja el ADN y elimina los residuos de ARN que

pueden interferir con la interpretacion de dafo al ADN (Singh 2000).

Los dafios que se detectan son lesiones iniciales o primarias. La ventaja de esta técnica
de Singh (2000), es que tiene facil analisis de los datos de las células individuales y se
puede estudiar la heterogeneidad entre las poblaciones celulares, se pueden usar
diferentes condiciones de electroforesis para el rompimiento de dos hebras, una hebra o
sitios labiles alcali y también se puede analizar la cinética de reparacion del ADN
facilmente. En la electroforesis unicelular en gel en condiciones neutras o cercanas a la
neutralidad la migracion de ADN aumenta por rupturas de hebra doble, cuando el pH es
cercano a 12 la migracién se incrementa por rupturas de hebra sencilla y doble, y cuando
el pH es cercano o menor a 10 se puede estimar el dafio de doble hebra. Otra ventaja es
su elevada sensibilidad y también que se requieren pocas células para su analisis (Haines
et al 1998).

Es de gran importancia estudiar las células gaméticas; en los espermatozoides la
informacion obtenida a través de un analisis seminal, no aporta un panorama completo

sobre la capacidad de dar lugar a un embrién sano. Un estudio exhaustivo del factor
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masculino requiere determinar el indice de fragmentacion o migracion del ADN

espermatico (Morales et al 2007).

Por lo anterior, en este estudio se pretende analizar el dafio al ADN de los
espermatozoides de donantes y pacientes de banco de semen, ocasionados por la
congelacion convencional y rapida; para ello se utilizd la técnica de electroforesis

unicelular en gel alcalina y neutra.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que los varones infértiles tienen mayor cantidad de espermatozoides
con rupturas en el ADN, y que este hecho puede tener un impacto negativo en los
resultados de las técnicas de reproduccion asistida. Las muestras de semen que
presentan alta frecuencia de dafio en el ADN estan asociadas con disminucién en la tasa

de fertilizacion y la pérdida del propio embrion.

Se sabe que el semen donante es rigurosamente analizado y los parametros de calidad
estan por encima de los estandares indicados por la OMS (2010) para muestras

normales.

En los bancos de semen las muestras de donantes y pacientes son almacenadas a bajas
temperaturas. Se ha comprobado que la técnica convencional donde se congela a las
células gradualmente, altera la movilidad y vitalidad de las células espermaticas. La
técnica rapida es otra alternativa para criopreservar las muestras, la cual, podria menor

dafo celular y genético.

Por lo anterior en este estudio se analizd en semen de donantes y pacientes la
fragmentacion del ADN que se indujo por criopreservar los espermatozoides bajo las

técnicas de congelacién rapida y convencional.
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IV. HIPOTESIS

Dado que la congelacién de espermatozoides por la técnica convencional favorece la
cristalizacion de los componentes intracelulares, la cual genera dafio en el ADN, entonces
al acortar el tiempo de congelacion con la técnica rapida se reducira el dafo sobre el ADN

espermatico en muestras de semen de donantes y pacientes.
V. OBJETIVOS

1. General

Determinar el grado de fragmentacion del ADN espermatico de muestras de semen de
donantes y de pacientes, criopreservadas por las técnicas convencional y rapida mediante

el ensayo de electroforesis unicelular en gel a pH alcalino (12.1) y neutro (9).
2. Particulares

e Realizar el andlisis seminal de las muestras de semen en fresco y después de la
criopreservacion de semen de donante y pacientes obtenidas de banco.

e Estimar el dafo en el ADN espermatico mediante electroforesis unicelular en gel
con pH alcalino y neutro de muestras de semen de pacientes y donantes de
banco.

o Determinar las diferencias de los resultados del analisis seminal y del dafio al ADN

espermatico sometidos a la técnica de congelacion convencional y rapida.
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VI. MATERIALES Y METODOS
1. Recoleccion de la muestra

Las muestras espermaticas se obtuvieron de 11 donantes y 4 pacientes que asistieron a
la clinica HISPAREP del Hospital Espafiol y que tuvieron de tres a cinco dias de
abstinencia sexual. Las muestras se obtuvieron por masturbacién y se recolectaron en un
recipiente estéril, posteriormente se incubaron por 30 min a 37 °C, tiempo necesario para

la licuefaccion El estudio se realizé con el consentimiento de los individuos
Analisis seminal

Para elaborar el analisis seminal, se realizaron las pruebas macroscopicas (volumen,
viscosidad, pH y color) y microscopicas (concentracion, movilidad, vitalidad y morfologia).

Se utilizaron los parametros marcados por la OMS en el 2010.
Analisis macroscoépico
Licuefaccién y viscosidad del semen

Para la licuefaccion se observé la muestra durante 15 a 60 min, esperando que se
alcanzara un estado homogéneo, de no ser asi, se realiz6 mecanicamente. La viscosidad
se evalué a los 30 min de haber obtenido la muestra seminal, resultando completa o

incompleta en caso de que tuviera filamentos.
Apariencia del semen

Después de la licuefaccion se analizé el aspecto del semen, observando el color o

presencia de otras células en el eyaculado.
pH

El pH se midié de inmediato después de la licuefaccion, colocandose una gota del semen

en una tira reactiva al pH (Merck; Dermstadt, Alemania).
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Volumen

Se pesd primero el frasco etiquetado y posteriormente se volvido a pesar una vez
contenido el semen, finalmente se resté el valor del recipiente vacié con el valor del
recipiente con la muestra, obteniendo la diferencia del peso. El resultado obtenido en g se

expres6 en mL.
Analisis microscopico
Concentracion

Se colocaron 5 yL de la muestra sobre la camara Makler (Sefi Medical Instrument; Haifa,
Israel) y se utiliz6 un microscopio de contraste de fases a 200X. Se contaron 10
cuadrantes en una linea vertical u horizontal. El conteo final fue la concentracion de

espermatozoides por mililitro.
Movilidad

El conteo de movilidad se realizé6 con la camara Makler, contandose solamente los
espermatozoides libres. Se contaron 100 espermatozoides con las siguientes

caracteristicas:

e Moviles (progresivos): Espermatozoides con movimiento activo y lineal, los cuales
dan giros sobre su propio eje, independiente de la velocidad.

e Moviles no progresivos: Moéviles in situ, movimiento en el mismo lugar (sin
desplazamiento), nado en circulo pequefio.

e |nmoviles: Sin movimiento.
Vitalidad

Se utilizé la técnica de tincién vital que se basa en el principio de que las células muertas
presentan dano en la membrana plasmatica y por lo tanto absorberan determinadas
tinciones como la eosina. Se mezclaron 5 uL de semen fresco con 5 yL de eosina al 5%
(Sigma-Aldrich, EUA) y se colocaron sobre un portaobjetos, homogenizando la mezcla
con una micro-pipeta y posteriormente se cubrieron con un cubreobjetos, después de un
minuto se observaron en un microscopio de contraste de fases a 400x. Se contaron los
espermatozoides tenidos (muertos) y no tefidos (vivos) hasta completar 100. El resultado

se expreso en valor porcentual.
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Morfologia

Las caracteristicas morfoldégicas se evaluaron en extensiones tefidas con Spermaform
(Laboratorio Fertiméxico SA de CV). Se prepard una extension con 5 yL de semen y se
dejoé secar. Posteriormente se utilizd la solucion fijadora por 3 min, seguido por el
colorante A por 3 min, después se enjuagd con agua destilada y se introdujo el frotis en el
colorante B por 5 min, se enjuagd con agua destilada. Finalmente se dejé secar a

temperatura ambiente. Se contaron 100 espermatozoides a 1000X. Criopreservacion del

semen

Una vez alcanzado el estado de licuefaccion total, se prepard la muestra, y se realizaron

dos técnicas de congelacion (Figura 17).

©

\ i
\ Congelacién

Identificacion
del criotubo

Figura 17. Preparacidon de la muestra para congelacion (tomada de Remohi
2008).

Congelacion convencional

Se coloco la muestra en un tubo cénico de 14 mL y se concentré centrifugandola a 2000
rpm durante 10 min. Se elimin6 el sobrenadante hasta dejar el boton celular diluido en un
volumen del plasma aproximadamente de 1 mL. Posteriormente se afadid un
crioprotector penetrante y uno no penetrante TYB (invineScientific; California, EUA),

previamente atemperado, en una porcién 1:1. La adicién del crioprotector fue cuidadosa,
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realizandose gota a gota y mezclando la muestra con la ayuda de la pipeta, de manera
que se evite el choque osmotico a las células espermaticas, en un tiempo maximo de 10

min. Finalmente se pasé de inmediato a la criopreservacién del tubo.

En un tanque criogénico se coloco el nitrogeno liquido minimo necesario (10 cm del
fondo), suspendiéndose tres crio-tubos con ayuda de una escalerilla de aluminio por 24 h,
después se sumergid directamente en nitrogeno a -196 °C. Por ultimo, los tubos se
pasaron al tanque de almacenamiento de las muestras hasta el momento de su uso. Se
realizo una prueba de descongelacion con un crio-tubo 24 h posteriores a la congelacion y

se cuantifico la movilidad y la concentracion.
Congelacion rapida

La muestra se concentré centrifugandola a 2000 rpm por 10 min. Se eliminé el
sobrenadante hasta dejar el botén celular diluido en un volumen del plasma
aproximadamente de 1 mL. Posteriormente se afiadié un crioprotector penetrante y uno
no penetrante TYB (invineScientific; California, EUA), previamente atemperado, en una
porcion 1:1. Posteriormente se dejo a temperatura ambiente por 25 min antes de proceder
a la congelacion, tiempo que se invirtid en la rotulacion o identificacion del recipiente

donde se conserva la muestra de semen.

Sobre un bloque de hielo seco se excavaron pocillos pequenos con lapiz diamante y con
ayuda de una pipeta Pasteur se depositaron pequenas cantidades de la mezcla del
semen-crioprotector sobre los pocillos. Cuando las pildoras pierdan el brillo y adquieran
un color perla opalescente estaran listas para depositarse dentro de un criotubo/gobelete,
previamente introducido en nitrégeno liquido a -196 °C, donde se almacenaron hasta el

momento de la descongelacion.
Descongelacion

Se descongelaron las muestras en bafio de agua a 37 °C por 10 min. Posteriormente se

realiz6 el andlisis seminal.
2. Electroforesis unicelular en gel (EUG)
El ensayo de electroforesis unicelular en gel se realizé siguiendo el protocolo de Tice y

Vasquez (1999) para el ensayo alcalino y para el ensayo neutro se realizaron
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modificaciones del protocolo de Singh y colaboradores (2000) utilizando reactivos Sigma
(St. Louis, MO, EUA).

Para este estudio se utilizé una muestra de semen que fue dividida en dos controles; el
control negativo se conformé de muestras de semen en fresco sin ningun tratamiento y el

control positivo, donde las muestras fueron tratadas con perdxido de hidrogeno.
EUG Alcalina

Se prepararon laminillas con tres capas de agarosa, la primera capa fue con agarosa de
punto de fusién normal (al 1 %), la segunda fue una mezcla de agarosa de bajo punto de
fusion (al 0.7 %) y muestra seminal y la tercera sélo con agarosa de bajo punto de fusién.
Se realizo la primera lisis NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DTT y Triton X-100)
por 1 h, posteriormente se realizaron dos lavados de las laminillas con PBS y después se
realiz6 una segunda lisis [NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM y proteinasa K (10
pm/mL)] a 37 °C por 2 h. Al finalizar el tiempo de la segunda lisis las laminillas se
colocaron en la camara de electroforesis con solucion amortiguadora de corrimiento a pH
12.1 (NaOH 10N, EDTA 200 mM), por 10 min y posteriormente se corrieron por 5 min a 25
V y 300 mA. Al finalizar se realizaron 2 lavados con soluciéon neutra (10 min c/u) y se

deshidrataron con alcohol al 70% (5 min) (Figura 19).
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Microscépicos

Analisis seminal * Movilidad
* Vitalidad

Lisis 2
2 lavados 2.5 M NaCl, 100
PBS mM EDTA, 10 mM

S5minc/u  Trisy 10 pg/mL
proteinasa K;
durante 2ha37 c

2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, ,
10 mM Tris, 1% Tritén y 40 10 minen

20plde muestray 75l \g Givhiothreitol (DTT); reposo en
de agarosa de bajo punto durante 1 h solucién
de fusion amortiguado

ra
Las laminillas

fueron tefiidas D
con bromuro de Se realizaron Alcalino
etidio y se 2 lavados de 10N
observaron a 40X sol. neutra 10 NaOH y
min c/uy se Electroforesis 200 Mm
deshidrataron 5 min a 25 vy 300 mA EDTA.
con etOH pH12.1

Figura 19. Electroforesis unicelular en gel pH 12.1.
EUG neutra

Para el ensayo neutro se llevd a cabo la misma metodologia que en el ensayo alcalino
hasta la primera lisis, después se hicieron 2 lavados con medio RPMI-1640 (5 min c/u),
seguido de una segunda lisis (NaCl 2.5 M, Na,-EDTA 100mM, trizma 10 mM y ARNasa 10
pg/mL) por 1 h'y por ultimo las preparaciones se colocaron en una tercera lisis (NaCl 2.5
M, Na,-EDTA 100mM, trizma 10 mM y proteinasa K 40 pg/mL) por 1 h, una vez concluido
el periodo de lisis las laminillas se llevaron a la camara de electroforesis donde reposaron
por 20 min en solucién amortiguadora de corrimiento a pH 9 (Trizma 0.4 M, pH 7.5) y se
corrieron durante 1 h a 12 V y 100 mA, al finalizar la electroforesis se pasaron a una
solucion de NaOH 300 mM vy luego se realizaron dos lavados de solucién neutra (10 min

c/u) y por ultimo se deshidrataron en alcohol al 70% (5 min) (Figura 20).
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Lisis 1

2 lavados

5 min c/u Lisis 2
5 2.5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10

j mM Tris y 10 Lisis 3
20 pldemuestray 75 55 M NaCl 100 mM ug/mL  ARNasa; (2.5 M NaCl, 100
pl de agarosa de bajo  gpta 10 mM Tris 1% durante 1 h a mM EDTA, 10 mM
punto de fusion Tritén  y 40 mM 37 ¢ Tris y 40 pg/mL
dithiothreitol  (DTT) proteinasa K
durante 1 h durante 1ha37 c
Las Iamin~i!las Se realizé un 20 min en
fueron tefidas D lavado con reposo en
con b.rc.)muro Se realizaron sol. de solucién
de etidioy se 2 Javados de NaOH amortiguad
observarona spl. neutra 10 300mM por . ora
. ] La electroforesis Neutra
40X min c/uy se 15 min 1ha12 vy 100 mA
deshidrataron y 0.05M
con etOH NaOH, 1
mM EDTA

Figura 20. Electroforesis unicelular en gel pH 9

En ambos casos las laminillas se tifieron con un colorante de bromuro de etidio y se
analizaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2 (filtro de excitacion de
515-560 nm y un filtro de barrido de 590 nm). El dafio al ADN se midié con una escala

ocular adaptada al microscopio.

Al mismo tiempo que se evalud la longitud de los cometas, se obtuvo el indice de
migracion (IMg), o indice de dafo; donde se clasifico del 1 al 4 segun la longitud del
cometa (cabeza y cola) bajo los siguientes parametros: nucleos sin dafo 0-30 ym, dafo
bajo 31-60 ym, dafo medio 61-90 ym, dafio alto >90 ym (Rodriguez-Mercado et al 2011).
Los resultados se expresaron en porcentaje y se aplicé la siguiente formula:

IMg = _1(cel. sin dafio )+ 2(cel. dafio bajo)+ 3(cel. dafio medio)+4(cel. dafo alto)

Total de células
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Se evaluaron 51,200 células en total, divididas en cuatro grupos:

Numero de células por grupo
Control negativo 6,400
Control positivo 6,400

Donantes 28,800
Pacientes 9,600

El analisis estadistico se realizé con el programa estadistico IBM SPSS Statistics 20 con
una significancia < 0.05, utilizando pruebas paramétricas (T de Student, ANOVA-Tukey) y

no paramétricas [Ji cuadrada (x?)], de acuerdo al comportamiento de los datos.
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VIl. RESULTADOS

1. Analisis seminal antes y después de la criopreservaciéon de muestras

de semen de pacientes y donantes de banco
Parametros seminales en fresco

En el cuadro Il se aprecian los datos correspondientes a la morfologia y concentracion de
muestras de semen de pacientes y donantes antes de la congelacién. Se observa mayor
porcentaje de espermatozoides con morfologia normal para el grupo de los donantes, de
igual manera se observa que en las muestras de semen de donantes, la concentracion de

espermatozoides es mayor en relacién con los pacientes.

Cuadro lll. Morfologia y concentracion espermatica de donantes y
pacientes, previo a la congelacion (media % error estandar)
Fresco
Concentracién
Morfologia (%) (millones/mL)
Donante 9.33+0.36 70.75+4.00
Paciente 2.75+0.48' 41.75+8.44°

Con la prueba t de Student,  P<0.05 vs. donantes misma columna.

Parametros seminales previos y posteriores a la congelacién

En el cuadro IV se observan los resultados de vitalidad espermatica de los donantes y
pacientes previo y posterior al proceso de congelacion — descongelacion. Los resultados
muestran disminucion de la vitalidad en las muestras de los pacientes y donantes en

relacién a la congelacion.

Cuadro IV. Vitalidad espermatica de donantes y pacientes, pre y post-
congelacion (media + error estandar)

C. convencional
Fresco (%) (%) C. rapida (%)
Donantes 83.50£1.42° | 0.06£0.01*° | 0.05+0.02*"°
Pacientes 60.50+3.71 0.04+0.01>¢ 0.01+0.00°

Con la prueba t de Student, * P<0.05 vs. donantes misma columna, ® P<0.05 vs.

fresco mismo grupo y ° P<0.05 vs. congelacion convencional mismo grupo.
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En el cuadro V se observa la movilidad espermatica de donantes y pacientes, en fresco y
posterior a la congelacién por técnica convencional y rapida. Al comparar la movilidad
(progresiva, no progresiva e inmoévil) en el grupo de los donantes en fresco contra los
donantes congelacion rapida y convencional, encontramos diferencia significativa en la
movilidad no progresiva e inmévil. En la comparacién en donantes de la congelacion
rapida contra la convencional se observo diferencia significativa en la movilidad progresiva
e inmovil. En el grupo de los pacientes en fresco se encontré significancia contra la
movilidad progresiva de los pacientes congelacion rapida, y se encontro total significancia
en la movilidad contra los pacientes congelacion convencional. En el caso de la
comparacion entre tipos de congelacion de pacientes, se encontré diferencia significativa

en las movilidades progresivas e inmoviles.

Por ultimo se encontro total diferencia significativa al comparar donantes contra pacientes

tanto de las muestras en fresco como entre las distintas técnicas de congelacion.

Cuadro V. Movilidad espermatica de donantes y pacientes en fresco, pre y post-congelacion
(media % error estandar)

Movilidad (%)

Donante Paciente
Fresco Convencional Rapida Fresco Convencional Rapida
Progresivos | 71.58 + 2.59 2.67 +0.58° 2.50 +0.83 37.25 + 6.46° 2.75+0.75%° | 0.50 +0.50%"®
No
progresivos | 10.83 £ 0.79 2.33+0.51° 1.92+ 1.02° 13.00 + 2.74° 0.75 + 0.48° 0.00 +0.00*®
Inméviles | 17.58+1.96 | 95.00 +1.01° | 9558 +1.78*° | 50.25+6.29° | 96.50 +1.04° | 99.50 + 0.50* "

Con la prueba t de Student, * P<0.05 vs. fresco mismo grupo, ® P<0.05 vs.
convencional mismo grupo y © P<0.05 vs. donantes fresco, 4 P<0.05 vs. donantes

rapido y ® P<0.05 vs. donantes convencional.

2. Evaluaciéon del indice de dano en el ADN espermatico pre y post-

congelacion de muestras de semen de pacientes y donantes

Analisis de fragmentacioén de la congelacién rapida, pH 12.1 y pH 9

Para el dafo al ADN se tom6é como medida en pm la longitud del cometa (cabeza mas
cola). Los datos se expresan como media + error estandar de los cuatro grupos
evaluados: control negativo, donantes, pacientes y control positivo; en las figuras el

eje de la Y esta representado por los micrometros.
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En la Figura 21 se observan los resultados de las evaluaciones de la congelacion rapida a
pH 9. Al comparar el grupo control negativo contra el de donantes y pacientes no se
observan cambios significativos en la longitud del cometa, los datos del grupo control
positivo muestran diferencia significativa en la longitud de los cometas, comparado con
los demas grupos. Los resultados de la congelacién rapida a pH 12.1 (Figura 22),
muestran diferencias estadisticas en la longitud de los cometas en todos los grupos
comparados con el control negativo, diferencias que se mantienen al comparar

pacientes contra donantes.

100 ~
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C. Negativo Donantes Pacientes C. Positivo

Figura 21. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de la congelacién rapida, evaluacion a pH 9. Con la prueba ANOVA-
Tukey, ° P < 0.01 vs. control negativo, ®P < 0.01 vs. donantes y °P < 0.01 vs.
pacientes.
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Figura 22. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y
pacientes después de la congelacion rapida; evaluacion a pH 12.1. Con la
prueba ANOVA-Tukey, P < 0.01 vs. control negativo, ®p < 0.01 vs. donantes y
°P < 0.01 vs. pacientes.

Analisis de la congelacion convencional a pH 12.1 y pH 9

En las figuras 23 y 24 se muestran los resultados de la evaluacién de la longitud de los
cometas a pH 9 y pH 12.1 respectivamente por la congelacion convencional. A pH 9 las
diferencias estadisticas se muestran al comparar el grupo control negativo contra
pacientes y control positivo (Figura 23), asi como también al comparar donantes contra
pacientes. En los resultados de la congelacion convencional pH 12.1 (figura 24) se
obtuvo diferencia significativa entre donantes y pacientes observandose mayor dafo en
los pacientes, ademas se observo significancia de los grupos anteriormente mencionados

contra el grupo control negativo.
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Figura 23. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de la congelacion convencional; evaluacion a pH 9. Con la prueba
ANOVA-Tukey, ®P < 0.05 vs. control negativo, ° P < 0.01 vs. donantes y °P < 0.01
Vs. pacientes.
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Figura 24. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de la congelacién convencional; evaluacién a pH 12.1. Con la prueba
ANOVA-Tukey, ®P < 0.05 vs. control negativo, ®P < 0.01 vs. donantes y °P < 0.01
Vs. pacientes.
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Comparacion de tipos de congelacion a pH 9y pH 12.1

Se realizdé un analisis comparativo de la longitud de los cometas de las técnicas de
congelacion con el mismo pH y otro mas comparando las técnicas de congelacion con pH

distinto.

En la Figura 25, al evaluar la congelacién convencional contra la rapida a pH 9, no se
observo diferencia significativa para el grupo de los donantes, en cambio en los
pacientes se observo diferencia significativa en la congelacion convencional que fue

mayor contra la congelacién rapida.

En la figura 26 al comparar el grupo de los donantes con distinta técnica de congelacion,
no se encontré diferencia significativa, caso contrario al grupo de los pacientes, donde se

observo diferencia significativa mostrando mayor dafo la congelacion convencional.

En condiciones alcalinas al comparar los donantes con distinta técnica de congelacion,
no se encontro diferencia significativa. Los pacientes tuvieron una diferencia significativa

marcada por el dano que género la congelaciéon convencional (Figura 26).
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Figura 25. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de las congelaciones convencional y rapida, evaluaciéon a pH 9. Con
la prueba ANOVA-Tukey, "P<0.01vs. congelacion convencional.
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Figura 26. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de las congelaciones convencional y rapida, evaluacion a pH 12.1.
Con la prueba ANOVA-Tukey, "P <0.01vs. congelacién convencional.

Comparacién entre pH alcalino y neutro en ambos tipos de congelacién de

pacientes y donantes

En la figura 27 se compararon grupos entre si con distinto pH, se encontré que los
donantes de congelacion rapida fueron similares. En cambio, hubo diferencia significativa
en el grupo de los pacientes con congelacion rapida, ya que se observa mayor longitud de
los cometas en el pH 12.1.
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Longitud de cometa (pm)
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Figura 27. Longitud del cometa de los espermatozoides de donantes y pacientes
después de las congelaciones convencional y rapida, evaluacion a pH 9 y pH
12.1. Con la prueba ANOVA-Tukey, "P<0.01vs. pH 9.
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Figura 28. Fotomicrografias, se observan distintos corrimientos a 400X a) células
sin dafio pH 9, b) cél. con dafio pH 9, c) cél. sin dafio pH 12.1 y d) cél. con dafio
pH 12.1.
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Indice de migracion del ADN espermatico

En el eje de la y se observa la escala del indice de migracion, en el eje de la x se ubican

las tecnicas de congelacion y distintos pH.

En la congelacion rapida a pH 9 se observo diferencia significativa del grupo Control
positivo respecto al negativo. En el pH 12.1 se encontro significancia en todos los

grupos con respecto a su control negativo.

En la congelacion convencional pH 9, los pacientes y el control positivo mostraron
significancia al compararse con el control negativo. Finalmente, en el pH 12.1 al

comparar con su control negativo se encontro significancia por parte de todos los

grupos.
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Figura 32. indice de migracion (IMg) que estima el dafio al ADN espermatico de
donantes y pacientes después de las congelaciones rapida y convencional,

evaluacion a pH 9 y pH 12.1. Con la prueba ji cuadrada, P < 0.05 vs. control
negativo.
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VIIl. DISCUSION

En el presente trabajo se exponen los dafios en células espermaticas causados por
criopreservar las muestras de semen mediante las técnicas de congelacion rapida y
convencional. Al comparar dichas técnicas de congelacion se confirma la premisa de que
la congelacion rapida (en la cual el tiempo del procedimiento es reducido en comparacion
con la congelacion convencional) genera un dafio menor al momento de la evaluacién

post-congelacion.

El analisis seminal macroscépico se hace de manera rutinaria en las muestras seminales.
En este estudio los parametros macroscopicos (licuefaccién, viscosidad, pH, volumen y
apariencia del semen) de muestras de donantes resultaron estar dentro de los estandares
marcados por la OMS 2010, caso contrario se observd para los pacientes los cuales
presentaron problemas varios en dicho analisis. En cuanto al analisis microscopico, la
concentracién espermatica es un parametro que refleja la eficacia del proceso
espermatogénico, asi como del funcionamiento de todas las estructuras anatdomicas que

colaboran en la formacién del eyaculado (Cooper et al 2009, Bonde et al 1998).

De acuerdo a los parametros establecidos por la OMS 2010, la concentracion normal
debe ser = a 15 millones/mL, en nuestro estudio tanto en pacientes como en donantes se
observaron valores superiores con 26.75 y 55.75 millones/mL respectivamente. Varios
estudios han analizado la influencia de la edad en la calidad espermatica, resultados
reproductivos y salud genética de la descendencia. La mayoria de los estudios sugieren

una relacién de la edad con el declive en la morfologia y la movilidad (Nijs et al 2011).

La morfologia previa a la congelacién entre donantes y pacientes fue distinta. En
contraste con los parametros de la OMS 2010 los pacientes se encuentran 1.25% por
debajo del minimo, clasificandose como teratozoospermia, por otro lado los donantes

mostraron un aumento de 5% contra el estandar de células normales.

La vitalidad de una muestra normozoospérmica debe ser = al 58% de acuerdo la OMS
2010. La vitalidad en fresco de las muestras de los pacientes se ubicaron 2.5% arriba del
estandar, de igual manera los donantes con un 25.5%. Por otro lado después de la
congelacion rapida y convencional se obtuvo una disminucién en la vitalidad tanto en
donantes como en pacientes que no supero el 1%, indicando necrozoospermia, esto

debido a cambios en la membrana por la congelacion-descongelacién (OMS 2010).
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En nuestros resultados la movilidad espermatica en fresco de los donantes y pacientes
fue mayor a lo establecido con 42.41% y 10.25% respectivamente, de acuerdo a la OMS
2010 se clasificaron como normozoopérmicas. Lee y col. (2010) observaron que el
proceso de la congelacion y descongelacion causé reduccidn del 66% de los
espermatozoides moviles progresivos rapidos, 45% menos de los moviles progresivos
lentos y 2% de los mdéviles no progresivos. En nuestros resultados se aprecia una
disminucion de la movilidad no mayor al 5%, clasificandose como astenozoospérmicos de

acuerdo a la OMS 2010, coincidiendo con el estudio citado.

Las células criopreservadas se almacenan a -196 °C en nitrogeno liquido. A esta
temperatura no existen fendmenos ni de difusion ni de energia térmica suficiente para
llevar a cabo reacciones quimicas. Por tanto, las dificultades de la congelacion no derivan
de la permanencia a bajas temperaturas sino de los procesos de enfriamiento y
calentamiento (Fernandez et al 2009). La baja movilidad puede ligarse al bajo porcentaje
de morfologia normal pre-congelacion observado en pacientes (2.75%) el cual podria
incluir defectos de flagelo. En cuanto a la morfologia espermatica de los donantes que
previamente mostraron parametros superiores a los de la OMS, puede deberse al choque

térmico que sufren los espermatozoides al momento de la congelacion-descongelacion.

Satirapod y col. (2011) comprobaron que la calidad de la cola de los espermatozoides
diferia segun la técnica de congelacién, ellos utilizaron la técnica convencional y otra con
descenso de temperatura mas rapida, siendo la ultima mas efectiva para conservar la
calidad del flagelo (Satirapod et al 2011). Una posible causa que generd esta severa
disminucién en la movilidad post-congelacion, podria ser la formacion de cristales en el
medio extracelular, afectando la integridad del flagelo del espermatozoide, ya sea

causando dafios leves o mutilandola por completo.

Lim y col. (2010) observaron que al congelar muestras espermaticas por vapores o
nitrégeno liquido de 150 varones con parametros seminales normales hasta por tres
meses, no se encontré diferencias significativas entre las dos técnicas respecto a
movilidad y vitalidad. Nosotros en cambio encontramos diferencias significativas,
independiente a la técnica de congelacion, tanto en movilidad como vitalidad ambos
parametros no superaron el 5%. La vitalidad se puede ver influenciada por la transicion de
fases en la membrana plasmatica, ya que los acidos grasos pueden existir en estado
rigido ordenado (gel) o uno mas flexible y relativamente desordenado (fluido). La

transicion en la membrana plasmatica no se da simultaneamente en todos los fosfolipidos
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y por lo tanto se espera la coexistencia de dominios en estado fluido y dominios en estado
gel durante la transicion. Esta situacion produce defectos en el empaquetamiento de las
membranas y esta asociado a una mayor permeabilidad de solutos a través de esta,
demostrandose que al alcanzar la temperatura de transicion en una bicapa determinada,
se produce la mayor pérdida de solutos a través de la membrana. La mayoria de las
membranas de células eucariotas tiene su temperatura de transicion entre los 0 °C y los
20 °C (Fernandez et al 2009). En nuestro estudio las pruebas de vitalidad efectuadas con
eosina al 5%, la muestra se tefiia en su mayoria, confirmando afectacién en la membrana
plasmatica. Con base a lo anterior es sencillo justificar la severa disminucién en el

porcentaje de vitalidad.

La congelacion y descongelacion de los espermatozoides humanos es la causa de
formacion de cristales de hielo, choque osmético; procesos que conducen a la muerte
celular, dafio en la membrana celular, desnaturalizacién de proteinas, problemas en la
movilidad, alteraciones morfolégicas, problemas en la reaccién acrosomal. Estos
procesos, ademas, son los responsables del incremento en los niveles de marcadores
apoptoticos, alterar la calidad de los nucleos de los espermatozoides, descondensar la

cromatina y desnaturalizar el ADN (Boitrelle et al 2012, Thomson et al 2008).

La mejor supervivencia de los espermatozoides humanos es cuando la velocidad de
enfriamiento en un cuarto atemperado a 4/5 °C es de 0.5 a 1.0 °C/min y en un punto de
fusion de -80 °C es aproximadamente de 10 °C/min, suficientemente rapido para
minimizar la deshidratacién y no tan lento para causar la formacién de hielo intracelular
(Esteves et al 2003). Con la técnica convencional, al tener una congelacion mas lenta, se
forman hielos intra y extracelulares, hay cambios osmoticos, causando excesivo dafio
espermatico. En contraste la congelacion rapida favorece, previniendo el dafio a la célula

y conservando mejor la cola espermatica (Satirapod et al 2011).

La formacion de hielo ocurre primero en el medio acuoso extracelular durante el proceso
de enfriamiento y da como resultado una alta concentracién de solutos que rodea a las
células vivas, causando efectos de osmosis al conducir el agua fuera de las células (Zou
et al 2013). Este fendbmeno puede ser benéfico, ya que al sacar el agua del medio
intracelular se reduce la formacién de cristales de hielo, por otro lado en la

descongelacion, podria dafiarse la membrana, lo cual afectaria la rehidratacion.

Los espermatozoides humanos son muy sensibles para tolerar altas concentraciones de
crioprotectores convencionalmente usados. Las altas concentraciones de crioprotectores
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permeables (30-50 %) causan efectos citotdxicos debido al estrés osmotico (Zou et al
2013). De acuerdo a los resultados obtenidos en la evaluacion seminal post-congelacion,
la adicion de crioprotectores es un factor importante en el marcado deterioro de los
parametros. Zhang y col. observaron que la vitrificacion de los espermatozoides sin
crioprotectores es altamente significativa en la tasa de movilidad, después de la

congelacion (Zhang et al 2012).

Zhang y col. en el 2012 observaron que la tasa de recuperacion de los moviles
progresivos post-congelacion tuvo una afectacion estadisticamente positiva respecto a la
concentracién espermatica, moviles progresivos y el porcentaje de la morfologia normal.
En diversos estudios han utilizado estrategias para la tasa de recuperacién en los
meétodos de criopreservacion, como el uso de crioprotectores, la regulacién del tiempo de
congelacion, el sistema para guardar las muestras y las tasas de congelacion y
descongelacién. Ademas de proporcionar sustancias como acido-2-glucosido, vitamina E
o evitar crioprotectores (Zhang et al 2012). En este trabajo empleamos dos técnicas de
congelacion, pensando que la rapida mostraria mejores resultados contra la convencional,

confirmando dicha hipotesis.

Ademas del analisis de semen, la fragmentacion espermatica es una herramienta que
proporciona informacién adicional especifica acerca de la integridad del ADN espermatico,
en este trabajo al utilizar electroforesis unicelular en gel, encontramos que los

espermatozoides poseen dafio basal al ADN (cadena sencilla y cadena doble).

La fragmentacién del ADN espermatico es de gran importancia en la infertilidad y ha
despertado particular interés debido al riesgo que implica la transmision de defectos
genéticos a la descendencia, en especial, cuando se utilizan técnicas de reproduccién
asistida. Diversos estudios clinicos indican que el porcentaje de espermatozoides con
fragmentacion del ADN, esta significativamente correlacionado con la tasa de embarazo
tanto in vivo como in vitro. Horta y colaboradores (2011) demuestran que la edad
incrementa la fragmentacion del ADN y va de la mano con la infertilidad. Smith y col.
(2007) han mostrado que los espermatozoides maduros exhiben una alta tasa de dafio en
el ADN y mas cuando hay condiciones patoldgicas que conducen a la infertilidad. En este
estudio, el grupo de los pacientes fue el que presento los problemas anteriormente
descritos, dando como resultado problemas de fertilidad, principalmente por el factor
edad. Otro de los problemas conocidos en los espermatozoides maduros es el tiempo de

abstinencia, ya que pasado un lapso de 3 a 5 dias, los espermatozoides almacenados
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comienzan a fragmentarse al activarse la apoptosis generandose un ambiente enzimatico
hostil para los nuevos espermatozoides, ya que al final de la espermiogénesis no existen

mecanismos de reparacion para los espermatozoides.

La espermatogénesis es un proceso complejo que envuelve la division mitética y meidtica,
con el objetivo de que las células germinales se dividan y se diferencien en un
espermatozoide maduro. Si en el proceso de expansion rapida se rompe la cromatina se
puede reparar, sin embargo, gran numero de espermatozoides con fragmentacion en el
ADN se conservan asi durante la eyaculacion. La fragmentacién puede ser consecuencia
de la activacion apoptética abortiva, ya que se ve reflejado el rompimiento con la
activacion de las caspasas 3, 8 y 9 (Perrin et al 2013). Diversos estudios sobre la
fragmentacion del ADN y el porcentaje de apoptosis en los espermatozoides muestran un
incremento significativo después de la congelacion, posiblemente por ERO, causando
dafios en la cromatina (Zou et al 2013). En nuestro estudio, observamos que la
congelacion rapida conservo mejor a los espermatozoides, al comparar la congelacion en
distintos pH (Figura 21 y 22), observamos que en el pH 9 hay menos rompimiento de
hebra doble, ya que el unico grupo significativo fue el control positivo, en cambio en el pH
12.1 se muestra mayor fragmentacién al sumarse los rompimientos de hebra simple. El
control negativo y los donantes ademas de que muestran resultados parecidos entre si
(pH 9), no muestran dafios significativos en comparacion con los otros grupos a evaluar.
En un estudio de Smith y col. evaluaron los niveles de antioxidantes, no mostraron
diferencias significativas entre controles y pacientes, indicando que el dano al ADN ocurre
antes de la espermiacion, y la exposicién prologada del epitelio seminifero a ERO,
conduce a una disminucion de la integridad de la cromatina en las células germinales
testiculares (Smith et al 2007).

El H,O, induce eventos apoptéticos, activando las caspasas 3 y 9 y externaliza la
fosfatidilserina (Perrin et al 2013). En nuestro estudio es evidente que al tratar a los
espermatozoides del control positivo con H,O,, induce a un alto rompimiento de hebra

simple y doble.

El estrés oxidante afecta directamente la integridad gendmica de los espermatozoides
induciendo entrecruzamientos de la cromatina, oxidacion de bases nitrogenadas y
rupturas de las hebras del ADN (Smith et al 2007). Al comparar la congelacion
convencional en distintos pH (Figura 23 y 24) encontramos que tanto pacientes como

donantes muestran mayor incremento en la longitud del cometa, indicando que la
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congelacion convencional causo mas rompimientos de hebra simple y doble.
Espermatozoides que exhiben altos niveles de fragmentacion en el ADN, conducen a
perdida embrionaria temprana, disminucion de las tasas de embarazo, morbilidad de la
descendencia, cancer infantil, infertilidad, enfermedades genéticas causadas por

mutaciones dominantes y enfermedades epigenéticas (Smith et al 2007).

El papel del estrés oxidante relacionado con la fragmentacion del ADN es discutido, ya
que provoca interacciones anormales entre el ADN espermatico y las proteinas nucleares
durante la criopreservacién (Thomson et al 2008). Los espermatozoides con desbalance
cromosémico pueden tener una alta capacidad para producir ERO, siendo mas
susceptibles al dafio en el ADN ocasionado por estrés oxidante (Perrin et al 2013). Ribas
y col. mediante ensayo cometa en condiciones neutras y alcalinas, relacionaron el
rompimiento de hebra simple al estrés oxidante y el de hebra doble a la actividad de
enzimas nucleares, indicando que el estrés oxidante puede activar a caspasas y
endonucleasas en los espermatozoides. También observaron que en condiciones
alcalinas hay mas sensibilidad al rompimiento de hebra simple (Ribas et al 2012). En este
estudio de igual forma, observamos mas sensibilidad en el pH 12.1. En las Figuras 25y
26, se muestra la diferencia de la congelacién convencional y rapida respecto al mismo
pH, donde los pacientes fueron estadisticamente significativos. En la Figura 27 se
muestra la diferencia del pH 9 que es sensible al rompimiento de doble hebra, en
contraste el pH 12.1 es sensible al rompimiento de cadena sensible y doble, mostrando
que la congelacién rapida conserva mejor el ADN, y que los donantes poseen mayor
resistencia al dafio que los pacientes. Kaltrur y col. (2008) vieron que la susceptibilidad de
los espermatozoides con morfologia anormal, junto con el ADN dafiado, tenian efectos en
la cromatina durante la congelacidon-descongelacion, mostrando alta significancia en

comparacion con espermatozoides normales.

Expertos han indicado que la electroforesis unicelular en gel pH >13 es la mas indicada al
realizar estudios de genética toxicolégica. Con pH mayor a 12 el ADN es desnaturalizado
y desenrollado, ya que se rompen los puentes de hidrogeno que unen la doble hebra del
ADN. A un pH >12.6, se observan los sitios alcali labil, ademas del rompimiento de hebra
doble y sencilla; a pH >13 se tiene la maxima expresién de los rompimientos y los sitios
alcali labil (Tice et al 2000). En nuestro estudio se utilizé pH 9 y 12.1, ya que era de
nuestro interés observar los rompimientos de una hebra y de doble, silenciando los sitios

alcali labil.
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Sanchez 2016, al analizar por SCD muestras de donantes y pacientes criopreservadas
por técnica convencional y rapida, obtuvo que los donantes de banco de semen presentan
un excelente potencial fertilizante cuando obtuvieron un bajo indice de fragmentacion de
ADN post-congelacion, por otro lado el mayor dafno se encontré en muestras de pacientes
con problemas de fertilidad. De acuerdo a nuestros resultados del indice de migracion,
encontramos que el grupo de los donantes para ambos tipos de congelacién y pH se
mostro homogéneo y sin diferencias significativas, clasificandose con dafio bajo. En los
pacientes la congelaciéon convencional en ambos pH, fue la que registro el mayor dafio,

dejandonos ver la clara desventaja que tiene la congelacion convencional contra la rapida.

71



IX. Conclusiones

Al realizar el analisis seminal de muestras de pacientes y donantes post-congelacién, se
encontré que la criopreservacion afecta considerablemente los parametros seminales de

movilidad y vitalidad, independiente de la técnica de congelacion utilizada.

La congelacién rapida conservd en mayor proporciéon la integridad del ADN espermatico
mostrando menor dafio de hebra simple y doble respecto a la congelacion convencional.

Ademas en el ADN el semen de donante mostré mayor integridad que el de los pacientes.

Tanto el analisis seminal como la electroforesis unicelular en gel son buenos indicadores
para evaluar la calidad espermatica de donantes y pacientes después de la congelacion

rapida y convencional.
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