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RESUMEN

El inicio de la criopreservacidn tiene una historia de aproximadamente 200 afos. Pero son
los ultimos 50 afios donde se han presentado los avances mas importantes en la
recuperacion espermatica de muestras sometidas a criopreservacién debido al
descubrimiento e incorporacién de los agentes criopreservantes. Con el avance de las
técnicas de reproduccidn asistida, el uso de gametos congelados ha ampliado cada vez
mas las fronteras de la reproduccion humana ofreciendo la posibilidad de concebir en
situaciones que hasta hace unos 20 afios hubiese sido realmente imposible.

De las técnicas de criopreservacion descritas hasta la fecha, la técnica de TEST
yolk/glicerol nitrégeno liquido -196°C es la que mejores resultados ha mostrado.

En este estudio comparamos los porcentajes de recuperacion espermatica después de la
congelacién de 15 muestras con diferente calidad seminal con técnica TEST Yolk/glicerol
nitrégeno liquido a -196°C.

En varones sanos con paternidad comprobada en promedio se perdié el 63.54% vy se
recuperd 36.46% del total de células méviles (TCM). Se perdié el 2.37% de las formas
normales. Asi, las muestras seminales que tienen una mayor cantidad del total de células
moviles antes del congelado, mayor serd el porcentaje de recuperaciéon espermatica.
Consecuentemente a menor total de células méviles mayor serda el porcentaje de pérdidas
de espermatozoides.

En las muestras de varones infértiles evidenciamos una pérdida del 71.15% del total de
células moviles (TCM) y una recuperacién en el TCM del 28.84%. Se recuperd solo 13.71%
de la densidad espermatica y el 1.57% de formas normales. Pues mientras menor sea el
total de células méviles de la muestra en el precongelado, menor serd el porcentaje de
recuperacion espermatica y mayor sera el porcentaje de pérdidas de espermatozoides.

El total de células méviles en las muestras que van a ser sometido a criopreservacion
podia ser uno de los pardmetros mas importantes para correlacionar los porcentajes de
recuperacion espermatica en el descongelado.

Los hallazgos del presente estudio son preliminares. Es importante contar con una
poblacion de estudio mayor para inferir conclusiones apoyadas en pruebas estadisticas
adecuadas.



CAPITULO I:
INTRODUCCION

Desde tiempos de la alquimia, ha sido un gran suefio de la humanidad detener el tiempo
de la vida, detener el envejecimiento y permanecer joven por siempre. Actualmente
esto no se puede realizar, pero algunas células y tejidos pueden ser conservados con la
ayuda de la crio tecnologia.

A partir del momento de la fertilizacidn, el proceso de la vida marcha a través del ritmo
del reloj biolégico. El uso de la criopreservacion nos da la posibilidad de interferir con
este reloj deteniendo los procesos bioldgicos que ocurren. La criopreservacion de células
implica su congelacion y almacenamiento a temperaturas en las cuales todos sus
procesos metabdlicos son detenidos. En la practica, las células son congeladas y
almacenadas a temperaturas de -196°C en nitrégeno liquido.

Gracias al avance en las técnicas de reproduccidn asistida el uso de gametos congelados
ha ampliado cada vez mas las fronteras de la reproduccion humana ofreciendo la
posibilidad de concebir en situaciones que hasta hace unos 20 afios atras hubiesen sido
realmente imposibles. Las indicaciones de la criopreservacion de gametos son multiples y
van desde el almacenamiento para cumplir un deseo reproductivo posterior, sobre todo
si el individuo va ser sometido a tratamientos que podrian alterar la calidad seminal,
hasta las crecientes formaciones de bancos de semen de donantes para utilizar las
muestras en parejas cuya afectacién masculina es grave e irreversible.

Si bien el espermatozoide y el ovocito son simplemente dos células. Desde el punto de
vista bioldgico, ambas estdn relacionadas con una elevada especializacion en su
estructura y funcion por el hecho de lograr reconstituir un organismo entero a través de
su unidn. Por este hecho la criopreservacién de espermatozoides, 6vulos y embriones es
motivo de continua investigacion con el propdsito de entender y describir los procesos y
fendmenos involucrados, asi como sus efectos en los resultados reproductivos.



Il: MARCO TEORICO
ANTECEDENTES HISTORICOS:

La investigacion sobre la preservacion de semen ha tenido una historia de mas de dos
siglos. En 1776 Spallanzani fue el primero en reportar el mantenimiento de la movilidad
del espermatozoide humano después de su exposicidn a bajas temperaturas. En 1866
se sugiere la incorporacion de bancos de esperma congelado’, pero la mayor parte de los
trabajos se hicieron durante las cuatro Ultimas décadas®>. Polge en 1949, descubre la
eficacia del glicerol como agente criopreservante para guardar espermatozoides de aves
de corral. En 1950 se reportaron embarazos con semen criopreservados de animales
principalmente domésticos’.

Los reportes sobre criopreservacion comenzaron hacia 1953 por Sherman®. En un inicio
se creyd que resultaria mucho mas sencillo criopreservar una célula pequeiia,
practicamente sin citoplasma, como el espermatozoide, que a una célula mas grande con
un metabolismo mas complejo en estado de quiescencia, como el dvulo®.

A partir de 1970 se empiezan a desarrollar los criobancos de espermas humanos, los
cuales necesitaban estandarizacidon, especialmente en los Estados Unidos de
Norteamérica donde comercializan y universalizan los bancos de espermas que se
establecieron para permitir fertilizacion después de una vasectomia. La primera
asociacién de bancos de esperma humano fue establecido en Francia en el Center
d’Etude et de Conservation du Sperme en 1973, seguida por la creacién de la Sociedad
Americana de Bancos de Tejido en 1976, donde también cubria la criopreservacién de
gametos. El creciente uso de semen humano criopreservado llevé al primer encuentro
internacional de criopreservacién de semen humano, llevado a cabo en Paris en 1978".

Por otro lado, en 1990 publican el nacimiento de cachorros de ratones concebidos por
inseminacién artificial y fertilizacion in vitro con semen congelado®’.

En 1995 Tedder et al® reportaron la fuga de muestras de médula dsea de la bolsa de
criopreservacion la cual contaminé el nitrégeno liquido con virus de la hepatitis B y su
subsecuente transmisién a pacientes después de su trasplante. Muchos estudios
posteriores confirmaron que algunos agentes infecciosos sobreviven y contaminan otras
muestras preservadas en nitrégeno liquido® por lo que en 1999 la Sociedad Britanica de
Andrologia recomendd guias para asegurar la criopreservacién de donantes de
gametos™.
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La viabilidad del material biolégico almacenado a -196°C (temperatura del nitrégeno
liquido) es independiente del periodo de almacenamiento. Las muestras mds antiguas
disponibles son de espermatozoides de bovinos que se almacenaron por mas de 50 afios
sin mostrar reduccién en la viabilidad®.

BASES FISICAS DE LA CRIOPRESERVACION:

Pese a que el agua liquida es esencial para la estructura y funcién de las células vivas, su
transformacion al estado sélido por efecto de la criopreservacidon puede ser letal. Sin
embargo la congelacidon puede preservar las células por largos periodos de tiempo en
estados viables atenuando y deteniendo algunas reacciones bioquimicas o acelerando
otras. Contrariamente a la usual impresidn, el desafio de la célula no es su capacidad
para soportar el almacenamiento a muy bajas temperaturas, sino mas bien su capacidad
de sobrevivir en una zona intermedia de temperatura que oscilan entre - 15°Cy - 60°C.
La célula debe atravesar esta zona térmica en dos ocasiones una durante la congelacion y
otra al ser descongelada.

La refrigeracion mds usada para el almacenamiento a bajas temperaturas son los
sistemas acuosos de nitrégeno liquido a -190°C. No ocurren reacciones térmicas a esa
temperatura, una razén es porque no existe agua liquida por debajo de -130°C. Los
Unicos estados fisicos del agua que existen a esa temperatura son en forma de cristales o
vitriosos y en ambos estados la viscocidad es muy alta (>10" poises) de manera que su
difusion es insignificante. Ademas a -190°C no hay suficiente energia térmica para las
reacciones quimicas, la Unica reaccidon que puede ocurrir son eventos fotofisicos como la
formacion de radicales libres y la ruptura de macromoléculas resultado directo de
radiacién ionizante proveniente del medio ambiente. Durante un periodo
suficientemente largo, esa ionizacion directa puede producir suficientes rupturas u otros
dafios al DNA que pueden ser deletéreos después del recalentamiento a temperaturas
fisioldgicas, sobre todo porque no pueden ocurrir reparaciones enzimaticas a muy bajas
temperaturas.

El agua y las soluciones acuosas tienen una fuerte tendencia a la super congelacion
cuando la temperatura desciende por debajo de su punto de fusidn, antes que ocurra la
formacion del hielo. Por ejemplo, mientras que el punto de fusidn del hielo es de 0°C, la
temperatura del agua puede reducirse significativamente por debajo de los 0°C antes
gue se presente la formacién de hielo. En condiciones controladas el agua podria
congelarse aproximadamente a -40 °C, después de esta temperatura la conversion de la
enucleacion del hielo es inevitable.

Para evitar los efectos perjudiciales de la super congelacidon en la célula y en particular en
el espermatozoide, la formacién de hielo es iniciada de forma controlada. Esto es
comunmente referido como “seeding” (sembrado) aunque estrictamente este término
se refiere a la introduccién de cristales bajo la solucidn super congelante.



La formacidn controlada del hielo durante la criopreservacion se reconoce como el factor
clave para determinar la viabilidad del espermatozoide en la descongelacién. En la
practica normal, la congelacidn se realiza a temperaturas de -7°C, manteniendo a esta
temperatura el equilibrio térmico. Después se inicia la formacién de hielo por contacto
en la parte exterior del contenedor. La deshidratacidn celular ocurre durante la
subsecuente congelacién lenta. Debajo de los -5°C, las células y su medio circundante
permanecen sin congelar, ambos debido a la super congelacién y por efecto de la
solucién crioprotectora.

Entre -5°C y -15°C ocurre la formacién de hielo en el medio externo (tanto
espontdneamente como resultado de la siembra) pero el contenido de la célula
permanece sin congelar presumiblemente por que la membrana plasmatica bloquea el
crecimiento de cristales dentro del citoplasma. El agua super congelada en el interior de
la célula tiene un mayor potencial quimico que el agua de la parte de la solucidn super
congeladora fuera de la célula y en respuesta a esta diferencia de potencial, el agua fluye
fuera de la célula y se congela externamente.

Los eventos fisicos subsecuentes en la célula dependen de la velocidad de congelacion.
Si la congelacién es suficientemente lenta, la célula es capaz de perder agua rdpidamente
por 6ésmosis. La concentracion intracelular de solutos es suficiente para eliminar el
efecto de la stper congelaciéon y mantener el potencial quimico del agua intracelular en
equilibrio con el agua extracelular. El resultado es que la célula se deshidrata y no se
congela intracelularmente. Pero si la célula es congelada rdpidamente, ésta no es capaz
de perder suficiente agua rapidamente para mantener el equilibrio. Resultando en un
aumento del efecto de la super congelacién y eventualmente alcanzar el equilibrio con la
consiguiente congelacion intracelular y la formaciéon del hielo intracelular lleva a la
muerte celular.

SUSTANCIAS DILUYENTES

La informacidn referente a los sistemas de diluyentes es sin duda la mas ampliamente
estudiada. Un aspecto de gran importancia es el sistema o compuestos quimicos que
forman el diluyente base. Generalmente un diluyente, estd formado por una fraccion
acida, otra basica y un compuesto que aporte energia a la célula espermatica hasta el
momento en que sea congelada. Todas estas soluciones deben estar a una presién iso-
osmatica con el plasma seminal y la combinacién de ellas debe mantenerse a un pH
neutro. El empleo de medios diluyentes-conservadores permite prolongar la viabilidad
de la célula espermatica y optimizar el aprovechamiento de los eyaculados obtenidos.

Al iniciar el uso de estas sustancias se informd que la inclusion de la yema de huevo en el
diluyente prolongaba la viabilidad del semen. A partir de entonces, este compuesto se
ha convertido en un constituyente comdn de los diluyentes seminales que van a ser
sometidos a criopreservacion.
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Los diluyentes deben cumplir requisitos de pH, amortiguaciéon, osmolaridad y fuerza
idnica. Ademas de contener una fuente de energia para el espermatozoide, no deben
deteriorarse durante el almacenamiento previo a su uso y también deben proporcionar a
la célula espermadtica proteccion frente a los efectos de la temperatura, refrigeracion,
congelacién y descongelacién.

La mayoria de los diluyentes recomendados para la criopreservacién del semen deben
ser hipertdnicos con respecto al plasma seminal. Esta funcién la cumple el glicerol, ya
que induce mayor deshidratacién del espermatozoide y en consecuencia reduce el
volumen de agua intracelular y por tanto el hielo formado durante la congelacién.

Las sustancias o compuestos quimicos a seleccionar para la formacién de un diluyente
pueden ser diversas. Se han utilizado sustancias tampones, aquellas en cuya estructura
estd implicito un pK fuerte; es decir, una resistencia natural de la solucion a variar en pH
a pesar de los productos de catabolismo que puedan ser producidos por las propias
células espermaticas. Las mds importantes de este grupo son los compuestos amido-
orgénicoslz, cuyos nombres empiezan a ser familiares como el TES, TRIS, HEPES, BES,
MOPS, BICINE, PIPES. También han sido ampliamente utilizados aquellos formados en
base a la fuerza idnica de sus compuestos, o bien en base al aporte de proteinas,
incluyendo en estos grupos el citrato, yema de huevo y leche descremada. En cuanto al
pH 6ptimo de los diluyentes empleados para la congelacién de las células espermaticas
de mamiferos, debe ser cercano a la neutralidad. Por esta razén, para poder mantener
un pH adecuado es necesario utilizar soluciones tampones™.

La adicidn de azucares a los diluyentes para la congelaciéon de semen tiene un efecto
beneficioso sobre la vitalidad e integridad acrosdmica de las células espermdticas. Estos
azUcares aportan la energia necesaria para que el espermatozoide desarrolle sus
procesos metabdlicos, habiéndose verificado que los espermatozoides Unicamente
pueden glicosilar la glucosa, fructosa y manosa. Ademas los azUcares actian como
sustancias crioprotectoras contribuyendo a mantener el equilibrio osmético. En este
sentido, son los azlcares de elevado peso molecular (disacaridos y trisacaridos), los que
mayor proteccion aportan al situarse recubriendo la membrana plasmaética y
disminuyendo los efectos lesivos de la concentracién de solutos.

Es preferible la profilaxis y mantener un estado sanitario adecuado en los donantes que
afiadir al diluyente antibidticos de amplio espectro’?, aunque este hecho adn es
debatible.



CRIOPROTECTORES:

Las lesiones debidas a la criopreservacién sobre las estructuras celulares pueden
atenuarse mediante la inclusidon de agentes crioprotectores en la elaboracion de los
diluyentes.  Estas sustancias protegen durante los procesos de congelacién y
descongelacion.

Numerosas sustancias han sido identificadas por su accién crioprotectora y muchas de
ellas se han utilizado con espermatozoides. Los crioprotectores pueden clasificarse en
funcion de su permeabilidad para las membranas plasmdaticas como crioprotectores
penetrantes (metanol, glicerol, dimetilsulféxido, etilen glicol*?, propanodiol y acetamida)
y los crioprotectores no penetrantes (azucares, lipoproteinas de la yema de huevo y
proteinas de alto peso molecular). El mecanismo de accion de estos compuestos no es
totalmente conocido. Los crioprotectores penetrantes se introducen en la célula de
forma uniforme provocando la deshidratacién celular por sustitucion del agua
intracelular y evitando asi el incremento de la concentracién de solutos y formacién de
cristales de hielo, siendo mas efectivos cuando las velocidades de congelacién son lentas.
Por el contrario los crioprotectores no penetrantes se sitdan recubriendo la membrana
plasmatica e inducen la formacién de cristales de hielo alrededor de la misma, siendo
mas efectivos en congelaciones rapidas.

Los crioprotectores mas empleados son el glicerol y la yema de huevo de gallina, la cual
debe su efecto protector a las lipoproteinas de baja densidad. Estas sustancias recubren
las células espermaticas a modo de camisa reversible durante la congelacién vy
descongelacion por una uniéon labil que se realiza entre los lipidos de la yema y las
lipoproteinas de la membrana plasmaticas, bloqueando asi la entrada de iones de calcio
a la célula. El glicerol, a pesar de ser comunmente empleado en la congelacién de
semen, presenta cierto grado de toxicidad para la propia célula espermatica, por ello, la
concentracién de glicerol utilizada se tiende a reducir hasta a un 4 a 8%. Recientemente
se ha demostrado que el glicerol tiene una accién desestabilizadora sobre la membrana
plasmatica que induce la reaccién acrosémica del espermatozoide™.

Los crioprotectores permiten mantener una mayor proporcién de agua liquida a bajas
temperaturas y en consecuencia una menor concentracion de electrdélitos posibilitando
la supervivencia celular durante el proceso de criopreservacién. Sin embargo, estos
compuestos incorporados a los diluyentes producen un estrés transitorio pero
importante sobre la membrana plasmatica de los espermatozoides. La magnitud de este
hecho estda intimamente relacionada con la capacidad penetrante de los
crioprotectores®®. El glicerol produce estrés osmético, se ha observado que la
hiperosmolaridad producida por este compuesto posee un efecto estimulador de la
reaccién acrosémica™®. Este estrés puede reducirse mediante la incorporacién de glicerol
por etapas en el proceso de criopreservacion®, lo que permite aumentar
considerablemente la proporcion de espermatozoides sobrevivientes a la
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descongelacion. Ademas del glicerol existen otros compuestos que poseen propiedades
crioprotectoras como el etilenglicol™.

Los espermatozoides son también sensibles a los efectos tdxicos de otros
crioprotectores. Es asi que los compuestos utilizados habitualmente para criopreservar
otras células (Ej. Dimetilsulféxido DMSO) resultan menos satisfactorios para la
criopreservaciéon espermatica’®, pues se ha observado que el dimetilsulfoxido es mas
téxico para los espermatozoides humanos que el glicerol, recuperdndose un menor
porcentaje de espermatozoides méviles a la descongelacion®’.

El éxito de la criopreservacion se ve afectado por el agente criopreservante y por la
técnica de la congelacién®®.

Varios agentes criopreservantes son usados para disminuir el dafio al espermatozoide; la
mayoria de los medios utilizados son en base a glicerol y/o yema de huevo, test buffer
yema de huevo, una mezcla yema de huevo glicerol-antibidtico de gentamicina y solucién
buffer, probados en muchos estudios y mostraron buena calidad espermatica posterior a
la descongelacion®™. SpermCryo, un medio de congelacién basado en glicerol y glucosa,
es ofertado como una posible alternativa para reemplazar al test buffer yema de
huevo®. El segundo campo de interés es la técnica en el proceso de criopreservacion.
Actualmente esto ocurre desde el congelado lento automatico, el congelado répido en
vapor de nitrégeno liquido y hasta la vitrificacién recientemente propuesta?®?*.

El glicerol ha sido el primer crioprotector utilizado para el semen humano. A pesar de ser
responsable de la reduccion de la movilidad espermatica tras la descongelacién debido a
su toxicidad, sigue siendo el mds ampliamente usado en la criopreservacién de
espermatozoides ya que éstos sufren un dafio osmético cuando no se utiliza.

Lo mas frecuente es la utilizacion de compuestos asociados al glicerol, empleandose un
sistema tampon formado por TES (N-tris (hidroximetil) metil 2 amino etano acido
sulfénico) y TRIS (Hidroximetil aminometano), llamado TEST que contiene adem3s citrato
y/o yema de huevo, con porcentajes variables de glicerol. Otros contienen glicerol,
glicina y sucrosa o yema de huevo, citrato dextrosa y glicina como agentes
crioprotectores. Se demostré6 mayor movilidad progresiva y longevidad post
descongelacién cuando se utilizaban tampones TEST-citrato-glicerol-yema de huevo®.

Aun que el semen humano no puede ser congelado con éxito en medios sin glicerol, la
concentracién 6ptima del mismo para el mantenimeinto de la maxima fertilidad post

descongelacién difiere entre varios medios y debe ser determinada empiricamente®.

CAMBIOS CELULARES DURANTE LA CRIOPRESERVACION:

Tanto el espermatozoide como el oovocito, pese a tratarse de una sola célula, ambos
muestran porcentajes sensibles al estrés de la criopreservacion. Ello podria estar



relacionado con la elevada especializacidn de estas células en su estructura y su funciéon
de reconstituir todo un organismo a partir de dos células.

Mediante la crio preservacién es posible detener el proceso que sufre el espermatozoide
desde la eyaculaciéon hasta la fecundacidén y conservarlo potencialmente fértil en el
tiempo?2. Es necesario comprender a qué tipo de estrés se ven sometidos los
espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacién asi como la
manera en que las células responden a las agresiones fisicoquimicas medioambientales.
Los espermatozoides descongelados mdviles, con membranas intactas no mantenian su
viabilidad y capacidad fecundante durante tanto tiempo como los espermatozoides del
semen fresco®®. El proceso de criopreservacién usualmente produce dafio en un gran
numero de espermatozoides, quedando viable s6lo una pequeia fraccion de células
espermaticas después de la descongelacion del semen.

Esta disminucién se relaciona tanto con la muerte de las células que no soportan el
estrés del proceso asi como Ila disfunciéon no letal provocada en una parte de la
poblacion sobreviviente. Uno de los factores importantes para lograr mayores tasas de
embarazo usando semen congelado frente al uso de semen fresco esta relacionado con
la calidad del semen obtenida en el momento de la descongelacién®*. Durante el
proceso de congelacién-descongelacién se pierde aproximadamente 50% de la poblacién
inicial de espermatozoides debido a los efectos de la criopreservacién sobre las
membranas, citoesqueleto, aparato motor y ntcleo del espermatozoide®”*>%.

La reduccion de la fertilidad asociada al semen que ha sufrido procesos de congelacion y
descongelacion, se atribuye en gran parte a la alteracidn de la estructura y funcién de las
membranas espermaticas>>>%’.

Es generalmente aceptado que la técnica de congelacion provoca algun tipo de dafo,
que incluye la pérdida de la fluidez e integridad de la membrana celular por estrés
oxidativo con importante peroxidacion de lipidos, fragmentacion del DNA,
modificaciones del cito esqueleto, dafio a organelos, acrosoma y mitocondrias?.

En general rapidos congelaciones conllevan una elevada lisis celular por deshidratacidon
celular, en tanto que una congelaciéon lenta aumenta la formacién de cristales
intracelulares®®. Desde 1949 se han desarrollado diversos tipos de crioprotectores para
disminuir el dano.
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DANO MEMBRANAL:

En general se admite que tanto la motilidad como la capacidad fertilizante del
espermatozoide congelado tienen correlacién con el dafio que ocurre con la célula
espermdtica®, éste incluye la pérdida de la fluidez y la integridad membranal®*=°.

El estrés oxidativo provoca la peroxidacion de lipidos®**?, la fragmentacién del DNA vy
modificaciones en el citoesqueleto®>*. Los cambios en la permeabilidad selectiva de la
membrana plasmatica causada por el shock térmico induce la pérdida de muchos
componentes en la célula espermatica, resultando en una disminucién de la actividad
metabdlica’. Durante este proceso se pierden algunas proteinas receptoras
citoplasmaticas de membrana® .

Tomando en cuenta que la criopreservacion puede provocar dafio a diferentes
componentes celulares como la membrana plasmatica y el citoesqueleto se ha estudiado
a la P34H vy alfa tubulina como marcadores especificos de estos compartimientos. La
P34H es una proteina receptora de membrana, miembro de la familia de proteinas
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta® que es incorporada en la membarna
plasmatica del capuchdn acrosomal cuando el espermatozoide atraviesa el epididimo®’.
Este juega un papel clave en la union a la zona pelucida del ovocito. /n vitro un antisuero
contra esta membrana impide que el espermatozoide se una a la cubierta extracelular
del huevo™®. Ademds algunos casos de infertilidad masculina humana podrian explicarse
por la ausencia de P34H en la superficie del espermatozoide. Por lo tanto esta proteina
se ha propuesto como marcador de fertilidad®’.

Los mayores componentes de los microtubulos y centrosoma de la cola del
espermatozoide son las subunidades polimerizadas alfa y beta tubulina. Ellos estan por
consiguiente implicados en la motilidad espermatica asi como en los eventos tempranos
de fertilizacidn. En las células vivas hay un equilibrio entre la tubulina polimerizada y los
heterodimeros solubles alfa y beta, de manera que estas dos formas estan en un porceso
constante de amoldamiento. Con la refrigeracion y la presencia de calcio se produce
despolimerizacién en los microtubulos***%. Aunque la despolimerizacion en frio ha sido
ampliamente estudiado en oovocitos***. No esta claro si microtubulos y centrosomas
de la cola del espermatozoide son afectados por las mismas condisiones.

Las células vivas sometidas a criopreservacion estan sujetas a dos factores que son
responsables del dafo de manera secuencial, la baja temperarura y la cristalizacidn
intracelular y extracelular de agua. Estos factores tienen efectos deletéreos con cambios
en la composicén y posicion de los lipidos de la membrana plasmatica del esperma®*°.
Estas agresiones a la membranaplasmatica del espermatozoide son en parte
responsables de la fuga desde la célula de algunos componentes intraceulares,
provocando una disminucién de la actividad metabdlica espermatica. Por lo tanto, la
membrana citoplasmatica, proteinas receptoras de membrana y enzimas asi como otros
componentes son crio-eludidas por la célula espermatica®>*"*%%,



Recientemente se ha reportado una disminucién en la membrana plasmatica de Ia
porteina P25b depués de la criopreservacion en espermas de toros®. Debido a que P25b
y P34H son proteinas homdlogas en toros y humanos respectivamente por lo que son
considerados marcadores de fertilidad™. Se ha hipotizado que la criopreservacién de
espermatozoides humanos podria cambar los niveles de P34H. Se encontré que después
del proceso de congelacién/descongelacion del semen humano existia una disminucion
de los niveles de P34H en un 55% comparado con el esperma fresco control®®. Asi, esta
disminucién en la deteccién P34H en la criopreservacion es probablemente mas una
consecuencia del dafio inducido a la membrana celular de esperma que el dafo célular
total’®. Como el espermatozoide deficiente en P34H es incapaz de unirse a la zona
pelucida del ovocito®’, niveles bajos de P34H observados en semen criopreservado
podrian correlacionarse con la pérdida de la fertilidad del semen humano sometidos a
criopreservacion.

La membrana celular no es el Unico blanco de dafo en criopreservacidn de células vivas.
La congelaciéon causas disrupcion de las estructuras que contiene el microtibulo
sensibles al frio como el huso meiético®>*****"*2. Los microtibulos estan compuestos
por tubulina, proteina heterodimera de 110 KDa compuesta de dos sub unidades (alfa 'y
beta). La estructura monomérica de alfa y beta son bdsicamente idénticas. Similares en
peso molecular (55 KDa) y los dos contienen dominios de unién GTP en sus regiones
amino terminal, sin embrago solo la sub unidad beta hidroliza al GDP durante el proceso
de polimerizacién®. Una vez que las moléculas de tubulina son hidrolizadas dentro los
microtubulos, ellas podrian ser sometidos a una variedad de modificaciones post
translacionales®. Microtibulos son estructuras dindmicamente inestables y oscilan
entre fases de ensamblado y desensamblado®. Aunque la desorganizaciéon del uso
meidtico en células expuestas a bajas temperaturas ha sido ampliamente
estudiada*”**’, poco se conoce sobre los cambios en el cito esqueleto de la célula
espermatica en tales condiciones. Como los microtubulos del axonema son los
microtubulos mas estables conocidos, se esperaria que no fueran afectados por la
despolimerizacidn del frio. Se describié una aumento en la deteccidn de alfa tubulina en
el semen criopreservado comparado con los controles frescos correspondientes.
Ademas, en periodos mas largos de semen criopreservado almacenado, mdas dramatico
es el aumento de deteccion de alfa tubulina.
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DANO AL DNA:

Es conocido que la criopreservacion es un procedimiento perjudicial para la célula que
conlleva a cambios en la estructura del espermatozoide en la membrana mitocondrial y
en el ADN***°. El mecanismo del dafio celular es atn incierto, pero podria tener una
etiologia fisico-quimica debido a las variaciones de temperatura asi como estrés
osmético con la formacién intracelular de cristales durante la criopreservacion®®!. Pero
también el dafio osmético debido a la extensa contraccion celular®®. Por lo tanto el
esperma podria perder su funciéon y algo se su potencial fertilidad. Esto fue en gran parte
reportado en la congelacién y descongelacidon resultando en una disminucién de la
motilidad y viabilidad del espermatozoide®*®*. El impacto de la criopreservacién en el
DNA fue también investigado por muchos estudios, pero los resultados permanecen
controversiales. En algunos estudios la integridad del ADN del esperma fue alterado
después de la descongelacién de una criopreservacion®®, mientras que no fue afectado
en otros estudios*®®2.

El estrés oxidativo fue estudiado como el posible mecanismo para el origen del dafio en
el DNA del esperma. Fué extensamente reportado que especies reactivos al oxigeno son
asociadas con una calidad de semen pobre y defectos funcionales en espermatozoides
humanos®®. Se conoce que las especies reactivas de oxigeno juegan un papel
importante en la fisiopatologia del dafio de espermatozoides humanos®®.

La fragmentacion del DNA fue asociada con infertilidad masculina y con los defectos en
los pardmetros espermaticos®®®>’*, pero su origen aun no es claro.

Debido a que la criopreservacidon puede tener efectos deletéreos en la cromatina de los
espermatozoides la evaluacion de la integridad del DNA en la congelacién vy
descongelacidon es de gran interés. Se ha hipotetizado que la criopreservacién de
espermas induce significativo dafo a la morfologia de la cromatina espermatica tanto en
hombres fértiles como en infértiles®® Muchas técnicas de evaluacién de de la integridad
del DNA se vienen realizando para el uso de tratamientos de reproduccion asistida y la
consciente integridad del DNA espermaético tiene un rol clave en la FIV’2.

Después de la criopreservacién, el semen anormal presenta niveles mas altos de
fragmentacion del DNA que el semen normal’*’®’*. Zini et al observaron
espermatozoides de pacientes con semen anormal en movilidad y morfologia tienen
aumento de los niveles de dafio del DNA evaluados por prueba del TUNEL, despues de
seleccionarlos por swim up. Estas conclusiones podrian explicarse debido a la presencia
de elevados porcentajes de espermatozoides inmaduros con varias anormalidades
incluyendo defectos del DNA en hombres con parametros anormales del semen’>’*.
Esto también fue reportado con hombres infertiles que tienen mas altos porcentages de
espermatozoides con fragmentacion del DNA que el semen de hombres fertiles*®®*”.



La oxidacién del DNA biomarcado con 8 oxoguanina comunmente usado para evaluar las
alteraciones de oxidacién del DNA debido a su alta sensibilidad y especificidad asi como a
su relativa abundancia en el DNA y potencial mutagenicidad’®. Este dafio oxidativo del
DNA es el resultado de la interaccidon entre DNA con los elementos reactivos al oxigeno
en particular el radical hidroxilo. En presencia de oxigeno la guanosina es oxidada y
tansformada en 8 oxoguanina’’. La deteccién de oxidacién de bases remanentes del
DNA es la mejor evaluacién del dafio oxidativo en espermas’® y esto se puede analizar
por cromatografia liquida de alta definicidon (high-performance liquid chromatography,
HPLC) y por un ensayo de OxyDNA79.

En lo que concierne al dafo por estrés oxidativo, no se muestra una diferencia
significativa entre semen normal y anormal despues de la criopreservaciéon’®; otros
estudios en cambio mostraron niveles significativamente elevados de 8-hydroxy-20-
deoxyguanosina (usando HPLC) en el DNA de la eyaculacién de hombres infértiles que los
hombres fértiles control’®”.

En la literatura los resultados concernientes al dafio celular inducido por Ia
criopreservacion son contradictorios. Se encontrd que la criopreservacion de espermas
en hombres infertiles, inducia a un aumento en la peroxidaxién de lipidos que podria ser
el resultado de la pérdida de la peroxidacion en la actividad enzimatica y el exceso de
produccién de elementos reactivos al oxigeno®. En contraste algunos investigadores no
encontrardn un significativo aumento en la peroxidacion de lipidos en espermas después
de la criopreservacion. Esta controversia puede ser explicado por el procedimiento de
criopreservacion usado, la eventual preparacidén del semen antes de ser criopreservado y
los diferentes test de evaluacion de la integridad del DNA usados entre unos y otros
trabajos®™.

Se ha reportado que la fragmentacion del DNA de espermas no fue afectado por la
criopreservacion en aquellos espermatozoides con alta motilidad seleccionados por
gradiente de separacién discontinua de Percoll*®. En contraste otros autores reportaron
efectos deletereos en el DNA de espermas después de criopreservar una preparaciéon de
semen por procedimiento de swinn up, sin embargo la adicién de plasma seminal al
preparado de esperma, mejora la intregridad del DNA despues de la criopreservacion®.

El daifio al DNA del esperma se ha asociado a niveles elevados de elementos reactivos al
oxigeno en semen fresco y posterior a la congelacién/descongelacion’*®!. En un reciente
estudio®” suplementando un antioxidante (ascorbasto y catalasa) reduce los niveles de
elementos reactivos al oxigeno y el dafio al DNA nuclear del esperma (evaluados por
ensayo de cometa) y mejora en la calidad del proceso de congelacién/descongelacién en
el esperma humano. Ademads se reportd que la adicidn de glutation (L-gamma-glutamil-
L-cisteinylglicina) en la descongelacién el medio resultaba en una reduccidén de los
elementos reactivos al oxigeno generados y en la fragmentacion del DNA asi como una
mejora en la capacidad fertilizante de espermas de toros®>.
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Se ha establecido que los elementos reactivos al oxigeno perturban el DNA nuclear y
mitocondrial que incluyen la fragmentacidn, modificaciones de bases, deleciones y otras
alteraciones®. Normalmente el DNA del esperma esta envuelto por protaminas que los
protege de la agresién de los elementos reactivos al oxigeno, sin embargo la deficiencia
de protaminas en hombres infértiles, hace al DNA del esperma vulnerable al ataque de
los elementos reactivos al oxigeno®.

INDICACIONES PARA LA CRIOPRESERVACION:

Desde la introduccién de técnicas de congelaciéon de semen humano las indicaciones para
los crio bancos de esperma han sido ampliadas enormemente debido a los recientes
grandes avances en la reproducciéon asistida, tanto para propio uso futuro asi como
banco de donante®®’.

El progreso de las técnicas de reproduccién asistida ha llevado al uso de semen
criopreservado en casos de radioterapia, quimioterapia, algunas enfermedades malignas
o incluso cirugias invasivas pueden inducir fallo testicular o disfuncién eyaculatoria.
Almacenado de esperma de donantes, almacenado de espermas recuperados de
pacientes azoospérmicos quienes han sido sometidos a extracciones testiculares de
espermas y aspiracion espermatica percutanea de epididimo®>®. El semen
criopreservado es un método provado que solo se pueda ofrecer a parejas como
alternativa para tener hijos después de algunas de estas condisiones.

En afios recientes, el tratamiento del cancer ha alcanzado un progreso importante en la
reduccién al minimo de los efectos secundarios tanto a corto como a largo plazo. Los
regimenes de tratamiento modificados permiten a los sobrevivientes de cancer
engendrar a nifios después de la recuperaciéon espontanea de su espermatogénesis®’.
Los tratamientos que usan agentes alquilantes combinados con la irradiacion de cuerpo
total. Y el trasplante de médula 6sea en la neoplasia hematoldgica, es en particular
propenso para causar la esterilidad permanente como consecuencia de la pérdida de las
células madres espermatogonias™. Por lo que la criopreservacién de espermatozoides
da la posibilidad tanto a hombres adultos y muchachos post puberales de criopreservar
antes de la terapia para el cancer.

Las indicaciones mas frecuentes para criopreservacion de espermatozoides incluyen:

1. Pacientes en edad reproductiva y sin hijos a los que se le ha diagnosticado un cancer
y que por ello van a recibir diferentes tratamientos, bien quirdrgicos o de
guimioterapia o radioterapia, que pueden provocarles esterilidad transitoria o
definitiva.

2. Pacientes sometidos a tratamientos farmacoldgicos con efecto teratogénico por
ejemplo tratamientos con el interferdn en la hepatitis C.

3. Pacientes sometidos a vasectomias, para garantizar sus posibilidades reproductivas
en caso de que cambien de opinién.



4. Profesionales de riesgo, o pacientes que congelan semen como medida preventiva
sin otro motivo (son los casos menos frecuentes).

5. Pacientes cuyas muestras son dificiles de obtener como ocurre con las biopsias
testiculares, las muestras de semen lavadas por VIH o VHC, etc.

6. Pacientes con dificultades para el eyaculado debidas a impotencia, eyaculacion
retrégrada, malformaciones congénitas, etc.

7. Pacientes que por distintas razones es dificil que estén presentes en el momento en
que se va a utilizar la muestra®.

RESULTADOS REPORTADOS EN LA CRIOPRESERVACION DE SEMEN:

Cuando una muestra seminal es criopreservada, un gran numero de espermatozoides
aparecen fuertemente dafiados y por tanto afuncionales’’. Existen estudios que
demuestran ademas, que las células espermaticas que resisten estos procesos pueden
ver su funcion afectada®®. Se demostré que la criopreservacion origina una reduccién
significativa en todos los parametros de medicidén del semen. La movilidad espermatica
se redujo en un 50%, un porcentaje de supervivencia del 43% >°.

Se reportd datos que indican que un bajo mantenimiento de la velocidad espermatica
post descongelacion estd asociado con un significativo descenso en la fecundidad,

apuntando la importancia de preservar este pardmetro en el semen criopreservado™.

Estudiado la capacidad de fertilizacion del semen criopreservado utilizando el ensayo de
penetracion en el oocito del hamster. Algunos autores obtienen un bajo grado de
penetracién con semen congelado®™ mientras que otros autores no hallan diferencias
estadisticas’®.

Se han publicado datos indicando que las tasas de penetracidn espermdtica de semen
criopreservado eran mayores inmediatamente post descongelaciéon y descendian a lo
largo del tiempo. Mientras que el grado de penetraciéon del semen fresco era menor
inicialmente y aumentaba hasta el maximo 24 horas mas tarde'®%. Esta investigacion
sugiere que las diferencias de penetracidn en el tiempo entre semen congelado y fresco
pueden ser debidas a su estado acrosomal inicial y al tiempo necesario para la
capacitacion. Se puede deducir que los fendmenos que acontecen en torno a la
criopreservacion de semen van a alterar la fisiologia de la célula espermitica,
desencadenando un estado de capacitacion prematura que origina la reaccién
acrosémica de una forma acelerada, acortandose con ello la viabilidad celular y por lo
tanto el poder fecundante de la célula, ya que tras sufrir la reaccidn acrosémica la vida
del espermatozoide se encuentra muy limitada®.

En una publicacién de congelacién espermatica®, tomando al azar 100 alicuotas de
semen humano en pacientes entre 20 y 35 afios descartaron las muestras con presencia
de Oligozoospérmia y astenozoospérmia. Las muestras fueron expuestas al crioprotector
TEST Yolk Buffer y congelados a -196°C dividiéndose los especimenes en dos grupos. El
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primer grupo que permanecié almacenado y congelado por menos de 5 afios y el
segundo grupo congelado y almacenado por mas de 5 afios. Observaron que de las 50
muestras analizadas con mas de cinco afios de criopreservacidon 76% tuvieron mas del
50% de movilidad. Mientras que en las siguientes 50, por debajo de cinco afos de
criopreservacion, 80% tuvieron una movilidad mayor al 50%.

Una publicacién®® que comparé dos tipos de criopreservantes (test yema de huevo buffer
Vs Sperm Crio) y dos técnicas de crio preservacion (Vapor vs congelado computarizado)
descrivié que el porcentaje de spermatozoides con motilidad progresiva antes de su crio
preservacion disminuyd considerablemente en los cuatro grupos de técnicas después de
la crio preservacion de (43.4 £ 17.2%) a (22.8 + 16.0%) en el grupo 1 test yema de huevo
buffer y técnica de vapor, (24.4 £ 18.5%) grupo 2 test yema de huevo buffer y técnica
automatica, (14.0 + 14.3%) grupo 3 Spermcryo y técnica de vapor. Y (14.1 + 15.0%) grupo
4 Spermcryo y técnica automatica. La vitalidad espermatica también disminuyé en los
cuatro grupos de 65 + 12% a 35+ 17% en el grupo 1; 38 + 17% en grupo 2y 27 + 16% en
los grupos 3 y 4. El porcentaje de espermatozoides que sobre vivieron a la
criopreservacion fue significativamente elevada en las muestra protegidas con test yema
de huevo buffer que las con Spermcryo (P < 0.001). No se encontré diferencia
significativa entre la técnica automatica y técnica de vapor (P = 0.35).

Al comparar los efectos en el semen humano crio preservado en vapor y fase liquida de
nitrégeno liquido®®. La movilidad progresiva antes del congelado fue de 39.87% + 8.71%
y la morfologia 11.08% + 0.94%. Después de 3 dias de almacenamiento en fase de vapor
de nitrégeno liquido a -179°C se observd una disminucion promedio en la movilidad
progresiva a 16,87% + 10,11% representando una disminucion del 48% respecto a la linea
de base. Después del mismo periodo de tiempo de almacenamiento en fase liquida de
nitrégeno liquido a -196°C se observd una disminucién promedio en la movilidad
progresiva a 19.39% + 12.24%, con una disminucién en la motilidad progresiva respecto a
la linea de base del 42%. El promedio de los porcentajes de morfologia espermatica
normal en ambos vapor y fase liquida no tenian diferencias significativas (6.05% + 0.80%
vs. 6.16% * 0.95%, P=.43).

Entre 1995 y el 2005 80 jovenes entre 13,7 y 18,9 afios (media de 16,6 aiios) se valoraron
para criopreservacion de semen antes de un tratamiento potencialmente
gonadotoéxico’’. Trece muchachos fueron incapaces de proporcionar la muestra seminal
por masturbacion. En 53 la calidad de semen era adecuado para criopreservacién. En 14
el anadlisis de semen no mostré espermatozoides mdviles, y por lo tanto el semen no
podia ser criopreservado y se midieron los niveles hormonales de FSH, LH e inhibina B.
La conclusion fue que el semen criopreservado en muchachos es un método factible para
conservar espermatozoides antes de la terapia gonadotdxica y se deberia ofrecer a todos
los muchachos puberes a pesar de su edad.

Al evaluar la capacidad de dos métodos de criopreservacion®® (Irvine Scientific method Vs
Cleveland Clinic Foundation method) y tres criotectores (Tris yolk buffer, Sperm Freezing



Medium y Enhance Sperm Freeze) para conservar la calidad de esperma de veinte
hombres sub fériles y diez donantes sanos. Los porcentajes de motilidad espermatica del
post descongelado y crio sobrevivencia eran mas altos en el Irvine Scientific method
comparado con en el método Cleveland Clinic Foundation. Sin embargo, el método
Cleveland Clinic Foundation mostré mejores cinéticas en los espermas. La motilidad de
post descongelado en los donantes y pacientes sub fériles era la mas alta en las muestras
congeladas en Tris yolk buffer que con los otros criopreservantes.

TECNICA DE CRIOPRESERVACION USADA ACTUALMENTE EN EL INSITUTO NACIONAL DE
PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES:

Debido al gran impacto de la criopreservacion de semen y su utilizacién en las diferentes
técnicas de reproduccidn asistida en la reproduccion animal y humana, constantemente
se modifican los protocolos y técnicas de congelacion a fin de obtener mejores
resultados en relacidn a la supervivencia espermatica y capacidad fecundante del semen
al descongelarlo.

En nuestro instituto se utiliza la técnica FREEZING TEST YOLK BUFFER (TYB)/GLYCEROL
NITROGENO LIQUIDO.

REACTIVOS:

TEST, TRIS, Citrato de sodio y fructuosa. Penicilina 1.000 U/ml. Sulfato de
estreptomicina 1.000 mcg/ml. Glicerol 12% (v/v). Heat inactivated egg yolk obtained
from especific pathogen (SPF) laying flocks sterile filerred.

MATERIAL:

1. Recipiente colectores estériles.

2. Tubos cénicos de 15 ml.

3. Pipetas de transferencia de 7 ml estériles.
4. Pipeta automatica de 10 a 100 ul.

5. Puntas estériles para pipetas automaticas.
6. Porta objetos de 26x76 mm.

7. Cubre objetos de 22x22 mm.

8. Camara de New Bauer.

9. Gradilla ahulada.

10. Crioviales de 2 ml.

11. Jeringas de 5 ml.

EQUIPO:

1. Microscopio de contraste de fases.
2. Contador de células.
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3. Cellevator o Refrigerador/congelador.
4. Tanque de nitrégeno.

PROCEDIMIENTO DE CONGELACION MANUAL:

1. Esperar la licuefaccion de la muestra del semen.

2. En condiciones de esterilidad pasa la muestra a tubos cénicos.

3. Valorar 10 uL de la muestra: Caracteristicas fisicoquimicas y microscépicas.

4. Agregar lentamente y homogenizando a intervalos el TEST/Yolk volumen a volumen
estando a 4°C.

5. Fraccionar la muestra en crioviales colocando aproximadamente 1.5 ml a cada uno.

6. Rotular cada vial con su respectivo cddigo (iniciales de nombre y apellido asi como

fecha de congelacion).

7. Esperar 10 minutos a temperatura ambiente.

8. Pasar los viales 15 minutos al refrigerador (4°C).

9. Pasar los viales 15 minutos al congelador (-12°C).

10. Pasar los viales 15 minutos a vapores del nitrégeno liquido.

11. Sumergir los crioviales al nitrégeno liquido en su cafia correspondiente que
contengan las mismas iniciales que los crioviales mencionados en la bitacora de la
posicidn que ocupa dentro del tanque-

PROCEDIMIENTO DE DESCONGELACION:

1. Sacar el criovial y colocarlo en bafio Maria (37°C) por 10 minutos para que
descongelado rapido.

2. Pasar el contenido a un tubo cénico, agregar 2 ml de albiumina humana al 5% en HTF
modified.

3. Resuspender vy centrifugar a 1200 revoluciones/ 8 minutos-

4. Eliminar el sobre nadante, el paquete celular resuspenderlo en 0.5 ml en albumina
humana 5%.

5. Valorar 10 ul de la muestra.

El TCM (total de células moviles debe ser > 20 x 10° espermatozoides).

7. Llenar el reporte de recuperacion de semen.

o

NUMERO DE ESPERMATOZOIDES REQUERIDOS PARA TECNICAS DE REPRODUCCION
ASISTIDA:

Para poder interactuar adecuadamente con el oocito, los espermatozoides deben estar
vivos, moviles y poseer la membrana plasmatica y acrosomal intactas y funcionales.
Pérdidas celulares durante la criopreservaciéon, pueden compensarse en parte mediante
la inseminacion artificial de un gran nimero de espermatozoides, o bien mediante el
depdsito del semen en la porcién mas alta posible del tracto reproductivo®. La
competencia numérica y temporal de estos espermatozoides depende tanto del nimero
como de la calidad de espermatozoides introducidos en el tracto genital distal. Cuando la



calidad o el nimero de espermatozoides inseminados no son éptimos, la disponibilidad
de espermatozoides potencialmente fértiles es escasa y la fertilidad se ve reducida. Si el
nuimero total de espermatozoides funcionales en una inseminacién artificial con semen
congelado cae por debajo del nimero necesario para lograr una alta probabilidad de
fertilizacidon, entonces la fertilidad se ve afectada. Cuando la inseminacidn artificial es
realizada en la region proximal del tracto genital se requieren pocos espermatozoides
para lograr altas probabilidades de fertilidad ya que muchos sobreviviran para alcanzar el
oviducto. Se demostré que solo 20x10° espermatozoides maviles crio preservados son
necesarios para lograr un porcentaje de fertilidad mayor al 50% realizando inseminacion
intrauterina en ovejas mientras que se necesita una dosis muy superior al utilizar la
inseminacién artificial cervical®®. Si la inseminacién artificial fue hecha dentro del

oviducto se requieren menos de 1x10° espermatozoides'®.

La inseminacién artificial es eficaz como tratamiento del factor masculino cuando la
movilidad inicial de los espermatozoides es mayor o igual al 30% y el total de
espermatozoides moviles es mayor o igual al 5x10°. Si los valores iniciales son menores,
el porcentaje de éxito disminuye'®. Algunos autores intentaron definir el limite inferior
en la concentracién de espermatozoides por mililitro asi como el nimero total de
espermatozoides moviles en muestras para inseminacién. Se ha reportado bajos
porcentajes de embarazos si la muestra contenia menos de 10 millones de
espermatozoides en total'®. En lo que concierne al limite inferior para inseminacién
existen rangos que van desde 3 millones de espermatozoides méviles'®” a 5 millones'® e
inclusive 10 millones de espermatozoides moviles'**'%.

Para los programas de fertilizacién in vitro (FIV) el seminograma de la muestra capacitada
debe cumplir los siguientes requisitos: una movilidad A+B de 68%, una concentracién
espermatica igual o superior a 10° espermatozoides/mL y un 3% de formas normales'*%.
En caso de no cumplir estos requisitos la muestra seminal sera candidata a técnica de

ICSI.

La determinacion del nimero de células requeridas para la utilizacion en técnicas de
reproduccién asistida es un tema de continuo estudio y debate. Dependerd de cada
protocolo institucional y las caracteristicas especificas de cada muestra en el caso de
pacientes con alteraciones evidentes en sus pardmetros seminales.
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CAPITULO Il
MATERIAL Y METODOS
OBIJETIVO:

Comparar los parametros seminales de concentracion, movilidad progresiva, morfologia
normal y total de células méviles de muestras sometidas a congelacién mediante la
técnica freezing test yolk buffer (TYB)/glicerol nitrogeno liquido -196°C en muestras con
diferente calidad obtenidas de pacientes infértiles y de varones con fertilidad
comprobada

DISENO:
Estudio descriptivo, experimental, prospectivo, analitico
UNIVERSO, LUGAR Y DURACION:

Se recolectaron 8 muestras de varones sanos sin problemas de infertilidad, con
paternidad comprobada y 7 muestras de pacientes con factor masculino de infertilidad
que acuden al laboratorio de andrologia del instituto nacional de Perinatologia Isidro
Espinosa de los Reyes de mayo de 2009 a octubre de 2009.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Se incluyeron al grupo de varones sanos sin problema de infertilidad con las siguientes
caracteristicas:

1. Edad entre 18 y 38 afos.

2. No padecer ni tener antecedentes heredofamiliares directos de trastornos genéticos
mayores.

3. No tener datos clinicos de infeccién seminal.

4. Paternidad comprobada que acompafen a sus parejas participando activa vy
responsablemente en el proceso de las valoraciones prenatales en nuestro instituto.

5. No haber logrado el embarazo actual a través de tratamiento de reproduccién
asistida.

Se incluyeron al grupo de pacientes con factor masculino de infertilidad a varones con las
siguientes caracteristicas:

1. Edad entre 18 y 38 afios.

2. Encontrarse en tratamiento y seguimiento de infertilidad por factor masculino en el
servicio de andrologia del instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los
Reyes.



3. Estar clasificados en el servicio de andrologia como oligo, asteno o teratozoospermia
como factor masculino de infertilidad.

4. Haberse descartado infeccidn seminal en el pre congelado de la muestra.

5. Haber realizado tratamiento previo de infeccidon seminal y haberse corroborado el
éxito del tratamiento por microbiologia a través de cultivo seminal.

VARIABLES EN ESTUDIO:

Variables dependientes. Densidad espermatica, movilidad progresiva, morfologia normal,
total de células mdviles.

Variable independiente. Congelacidén espermatica.
METODOLOGIA:

Se incluyeron en el estudio 8 muestras de semen de varones sanos con fertilidad
comprobada y 7 muestras de pacientes del servicio de andrologia con factor masculino
de infertilidad que cumplian con los criterios de inclusién.

Ambos grupos de estudio colectaron la muestra mediante masturbacién siguiendo los
criterios de la OMS para recoleccion/evaluacion de la muestra de semen. Las muestras
coleccionadas se dejaron a temperatura ambiente por espacio de 15 a 30 minutos para
su licuefaccién. Se realizdé espermatobioscopia directa con evaluacion de la morfologia
con los criterios estrictos de Kruger. Posteriormente realizamos criopreservacion
mediante técnica de de TEST de York/glicerol nitrégeno liquido -196°C, agregamos
lentamente y homogenizando a intervalos el TEST/Yolk volumen a volumen a 4°C.
Fraccionamos la muestra en crioviales colocando aproximadamente 1.5 ml a cada uno.
Rotulamos cada vial con sus respectivos cédigos. Esperamos 10 minutos a temperatura
ambiente. Pasamos los viales por 15 minutos al refrigerador (4°C), 15 minutos al
congelador (-12°C), 15 minutos a vapores del nitrégeno liquido y sumergimos los
crioviales al nitrégeno liquido en su cafia correspondiente. Las muestras permanecieron
congeladas en nitrégeno liquido a -196°C, por un espacio de 30 dias y posterior
descongelamiento mediante técnica de descongelamiento rapido. Sacar el criovial y
colocarlo en bano Maria (37°C) por 10 minutos para que descongelado rapido. Pasamos
la muestra del criovial a un tubo cénico, agregamos 2 ml de albiumina humana al 5% en
HTF modified. Resuspendimos y centrifugamos a 1200 revoluciones/ 8 minutos.
Eliminamos el sobre nadante, el paquete celular fué resuspendido en 0.5 ml en albumina
humana 5%. Valoramos 10 ul de la muestra pardmetros de densidad espermatica,
movilidad, viabilidad y morfologia.
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CAPITULO IV
RESULTADOS:

PRECONGELACION VARONES SANOS CON PATERNIDAD COMPROBADA: El promedio del
volumen espermatico pre congelacion de los varones sano con paternidad comprobada
fue de 1.6 ml con un rango entre 0.8 y 3 ml (D.S. £0.62). El promedio de la densidad
espermatica fue de 141.12 millones de espermatozoides por mililitro con un rango entre
41 y 300 millones de espermatozoide por mililitro (D.S. +89.09). El promedio de la
movilidad progresiva rapida tipo A fue de 1.12 % con un rango entre 0 y 9% (D.S. £2.97).
El promedio de la movilidad progresiva lenta tipo B fue de 62.87 % con un rango entre 43
y 80% (D.S. £11.93). El promedio de la movilidad A+B fue de 64% con un rango entre 43y
80% (D.S. £13.01). El promedio del total de células méviles (TCM) fue de 124.24 con un
rango entre 29.02 y 235.2 (D.S. £71.10). El promedio de la viabilidad fue del 85.7% con
un rango entre 77 y 94% (D.S. +85.75). El promedio de la morfologia fue de 9.5% con un
rango entre 5y 15% (D.S. £3.57). Tabla 1.

POSTDESCONGELACION VARONES SANOS CON PATERNIDAD COMPROBADA: El promedio
de la densidad espermatica post descongelacién fue de 151.12 millones de
espermatozoides por mililitro con un rango entre 60 y 260 millones de espermatozoide
por mililitro (D.S. £80.47). El promedio de la movilidad progresiva répida tipo A fue de
10.87 % con un rango entre 0y 29% (D.S. £12.06). El promedio de la movilidad progresiva
lenta tipo B fue de 33.5 % con un rango entre 2 y 66% (D.S. +21.05). El promedio de la
movilidad A+B fue de 44.37% con un rango entre 4 y 66% (D.S. £21.07). El promedio de
la viabilidad fue del 59.25% con un rango entre 40y 76% (D.S. £10.19). El promedio de la
morfologia fue de 7.12% con un rango entre 3y 11% (D.S. £2.66). Tabla 2.

Las diferencias de los pardmetros seminales entre pre y post congelacidon de varones
sanos con paternidad comprobada, se muestran en la tabla 3, 4 y 5. Encontramos en
promedio un 63.54% de pérdida en el total de células mdviles (TCM) al momento de
descongelar las muestras y una recuperacién espermatica del TCM promedio de 36.45%
de espermatozoides. Encontramos que en promedio se perdié el 2.37% de las formas
normales de espermatozoides posterior al descongelado. Y un 18.33% de cambios en la
morfologia espermatica tras el descongelados de esas muestras. Ademas se perdié el
30.5% de espermatozoides con movilidad A+B después del congelado, observando
cambios en la movilidad A+B en un 48% de las formas moviles en el descongelado.

La correlacion entre el porcentaje de espermatozoides recuperados con el total de
células mdviles previa a la congelacidn nos grafica que a mayor total de células méviles
en la muestra seminal del varédn sano con fertilidad comprobada mayor serd el
porcentaje de recuperacién espermatica en el descongelado de esas muestras, grafica 1.

La correlacion entre el porcentaje de pérdidas de espermatozoides con el total de células
moviles (TCM) antes del congelado nos muestra que a menor total de células maviles



antes del congelado mayor sera el porcentaje de pérdidas de espermatozoides después
del congelado.

PRECONGELACION PACIENTES CON FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD: El promedio
de la densidad espermatica antes de la congelacidn de los pacientes con factor masculino
de infertilidad fue de 56.85 millones de espermatozoides por mililitro con un rango entre
23 y 160 millones de espermatozoide por mililitro (D.S. +47.60). El promedio de la
movilidad progresiva rapida tipo A fue de 1.14 % con un rango entre 0 y 5% (D.S. +3.88).
El promedio de la movilidad progresiva lenta tipo B fue de 49% con un rango entre 30 y
73% (D.S. £27.52). El promedio de la movilidad A+B fue de 50.14% con un rango entre 30
y 77% (D.S. +28.60). El promedio del total de células moviles (TCM) fue de 66.37 con un
rango entre 27.6 y 194.04 (D.S. £62.48). El promedio de la viabilidad fue del 42% con un
rango entre 0 y 84% (D.S. +37.46). El promedio de la morfologia fue de 5.57% con un
rango entre 1y 8% (D.S. £3.95). Tabla 6.

POSTDESCONGELACION PACIENTES CON FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD: El
promedio de la densidad espermatica posterior a la descongelacion fue de 43.14 millones
de espermatozoides por mililitro con un rango entre 0 y 120 millones de
espermatozoides por mililitro (D.S. £39.81). El promedio de la movilidad progresiva
répida tipo A fue de 0.57% con un rango entre 0 y 3% (D.S. #3.83). El promedio de la
movilidad progresiva lenta tipo B fue de 18.14% con un rango entre 0y 61% (D.S. £21.95).
El promedio de la movilidad A+B fue de 18.71% con un rango entre 0y 61% (D.S. £21.79).
El promedio de la viabilidad fue del 35.57% con un rango entre 0y 76% (D.S. £23.28). El
promedio de la morfologia fue de 4% con un rango entre 0y 8% (D.S. +4.29). Tabla 7.

Las diferencias de los pardmetros seminales entre pre y post congelacién de pacientes
con factor masculino de infertilidad, se muestran en la tabla 8, 9,10 y 11. Encontramos
en promedio una pérdida del 71.15% del total de células méviles (TCM) al momento de
descongelar y una recuperacion espermatica del TCM en promedio del 28.84%. La
densidad espermatica en el descongelado también se vio afectada ya que solo el 13.71%
de la densidad espermatica antes del congelado se recuperd en el descongelado. Los
cambios en la morfologia espermatica tras el descongelados muestran que en promedio
se recupero el 1.57% de formas normales y el porcentaje de cambios en las formas
normales del semen descongelado fue de 32.14%. Ademads se perdid en promedio el
31.42% de espermatozoides con movilidad A+B, observamos cambios en la movilidad
A+B en un 20.34% de las formas moviles del semen descongelado.

En las muestras seminales de pacientes con factor masculino de infertilidad la correlacion
entre el porcentaje de espermatozoides recuperados con el total de células moviles
precongeladas nos grafica que a menor total de células méviles menor serd el
porcentaje de recuperacién espermatica en el descongelado de esas muestras, grafica 3.

En cuanto a la correlaciéon entre el porcentaje de pérdidas de espermatozoides con el
total de células moviles (TCM) antes del congelado nos muestra que a menor total de
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células moviles antes del congelado mayor serd el porcentaje de pérdidas de
espermatozoides después del congelado.



CAPITULO V
DISCUSION:

Cuando Spallanzani en 1776 reporté por primera vez el mantenimiento de la movilidad
del espermatozoide humano después de su exposicidn a bajas temperaturas dio lugar al
nacimiento de una nueva rama de la biotecnologia, la criotecnologia. Los ultimos 50
afios fueron importantes para el conocimiento de los fendmenos fisicoquimicos,
moleculares y del metabolismo que el espermatozoide experimenta cuando se expone a
muy bajas temperaturas. Sin lugar a duda el mds importante avance en la
criopreservacion de espermatozoides fue el descubrimiento y su sistematica aplicacién
de los agentes crioprotectores para disminuir el dafo en la célula que va ser
criopreservada.  Gracias a estos avances en las técnicas de criopreservacion se ha mejorado
importantemente la recuperacién de espermatozoides convirtiéndose en una importante
herramienta en las diferentes técnicas de reproduccion asistida. Lamentablemente los
resultados aun que mejorados, todavia permanecen como un reto para la criotecnologia. Es
probable que estos resultados puedan ser mejorados en el tiempo una vez que aprendamos mas
sobre los detalles aun desconocidos de los fenémenos que provocan los cambios en la
estructural, funcion y metabolismo del espermatozoide que va ha ser sometido a
criopreservacion.

Por el momento el uso de espermatozoides criopreservados para técnicas de reproducciéon
asistida se basa en la identificacién de poblaciones espermdticas descongeladas intactas o con
dafios sub letales pero que mantengan funciones celulares poco alteradas para evitar la
ocurrencia de potenciales errores genéticos o fallas en los tratamientos de reproduccidn asistida
que influiria negativamente no solo en estado psicoldgico-emocional sino también en la
economia de los hombres y parejas infértiles.

A pesar de los esfuerzos para obtener mejores resultados en el descongelado de
muestras seminales se siguen obteniendo muestras con disminucién de la movilidad a
diferencia de las que se obtienen con semen fresco’®. Aun que muchos autores
reportan tasas del 50% de sobrevivencia y recuperacién de la mayoria de los parametros
seminales’ 1222411 gin riesgos apreciables de dafio espermatico. Es de esperar que la
mayoria de las muestras de semen de hombres sanos tengan una reduccién en la
densidad, movilidad y morfologia durante el proceso de criopreservacion. Nosotros
encontramos en promedio un 63.54% de pérdida en el total de células méviles (TCM) al
momento de descongelar las muestras y una recuperacion espermatica en el TCM
promedio de 36.45% de espermatozoides. En promedio se perdid el 2.37% de las formas
normales de espermatozoides posterior al descongelado. Y un 18.33% de cambios en la
morfologia espermatica tras el descongelados de las muestras de varones sanos con
fertilidad comprobada. Por otro lado, otros autores tienen resultados variables en cuanto
a la recuperacién espermdtica de semen criopreservado. Punyatanasakchai vy
colaboradores en un estudio que compard el porcentaje de recuperacién de
espermatozoides sometidos a criopreservacidn en nitrégeno liquido y vapor de nitrégeno
liguido tras 3 dias de almacenamiento a temperaturas de -196°C (nitrégeno liquido) y
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-179°C (vapor de nitrégeno liquido) donde evidencié un promedio de pérdida en la
movilidad progresiva y morfologia espermatica del 48% en vapor de nitrégeno y 42% en
nitrégeno liquido al descongelar muestras de donadores, estas diferencias entre ambas
técnicas no fue estadisticamente significativa®. La diferencia con nuestros hallazgos
podria deberse a la técnica y al tiempo de criopreservacién, pues se ha demostrado que a
mayor tiempo de almacenamiento, menores son las tasas de recuperacidon espermatica
mas sin embargo esto ultimo también tiene resultados contradictorios. La temperatura
de almacenamiento tendria un papel importante al momento de recuperar
espermatozoides en el descongelado. Trummer y colaboradores al congelar muestras de
varones sanos sin problemas de infertilidad con técnica TEST yolk/buffer por 7 dias a -
70°Cy a -196°C encontraron pérdida de la movilidad y morfologia de semen del 47% a -
70°C y del 39% cuando se almacenaba a -196°C. Cuando los mismos autores
descongelaban muestras luego de 30 dias de almacenamiento encontraron una
disminucién en la movilidad y morfologia del 72% cuando se almacenaba a -70°C y 39%

cuando se almacenaba a -196°C*.

Es evidente que no todos los individuos poseen espermatozoides que puedan ser
criopreservados eficazmente. Nosotros observamos que las muestras de semen de
hombres con factor masculino de infertilidad las tasas de recuperacion espermadtica
posterior a la congelacién fueron bajas. Llama la atencién que en una muestra luego de
la criopreservacion se perdid el total de la muestra evidencidndose una viabilidad y
sobrevida del 0%. En promedio, la densidad espermdtica en el descongelado se vio
afectada puesto que solo el 13.71% de la densidad espermdtica antes del congelado se
recuperd en el descongelado. En promedio se perdio el 71.15% del total de células
moviles al momento de descongelar y una recuperacién espermatica del total de células
moviles en promedio del 28.84%. Los cambios en la morfologia espermatica tras el
descongelado también eran bajas en promedio se recupero el 1.57% de formas normales
en y el porcentaje de cambios en las formas normales del semen descongelado fue de
32.14%.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES:

Las criopreservacién es una herramienta Util pasa su uso en las técnicas de reproduccidn
asistida para ampliar las perspectivas reproductivas de los hombres y parejas infértiles.

El total de células mdviles en las muestras que van a ser sometido a criopreservacion
seria uno de los parametros mds importantes para correlacionar los porcentajes de
recuperacion espermatica en el descongelado.

Los porcentajes de recuperacion tras el descongelado con técnica TEST Yolk/glicerol en el
laboratorio del Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes son bajos,
se perderd un total de células mdviles del 63.54% y solo un 36.46% del total de células
moviles serdn recuperados en el descongelado de muestras de varones sanos con
paternidad comprobada. En muestras de varones infértiles las tasas de pérdidas son
mayores, en promedio se perdié el 71.15% del total de células médviles al momento de
descongelar y una recuperacién espermatica del total de células méviles en promedio
del 28.84%. Los resultados nos muestran que el dafio letal y sub letal a los
espermatozoides que va ser criopreservados son mas claros en los hombres infértiles que
en los fértiles.

Si bien los hallazgos del presente estudio son preliminares, es evidente resaltar la

importancia de contar con una poblacién de estudio mayor para tener conclusiones lo
mas acercadas a la realidad de los cambios espermaticos en la criopreservacién.
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TABLAS

TABLA 1. PARAMETROS SEMINALES EN LA ESPERMATOBIOSCOPIA DE VARONES SANOS
CON PATERNIDAD COMPROBADA ANTES DEL CONGELADO.

PRE CONGELADO
VOLUMEN | DENSIDAD MOV';'DAD MOV';'DAD MOYIDAD | 1cm | VIABILIDAD | MORFOLOGIA
15 180 0 78 78| 2106 94 15
2 55 0 59 59| 649 86 6
0.8 300 0 80 80| 192 86 15
15 41 0 54 54| 3321 77 8
1 200 0 63 63| 126 83 8
15 210 0 55 55| 173.25 84 5
15 45 0 43 43| 29.025 85 11
3 98 9 71 80| 2352 91 8
PROMEDIO 1.6 141.12 1.12 62.87 64| 124.24 85.75 9.5
D.S. 0.62 89.09 2.97 11.93| 13.01| 76.66 478 3.57
TABLA 2. PARAMETROS SEMINALES EN LA ESPERMATOBIOSCOPIA DE VARONES SANOS
CON PATERNIDAD COMPROBADA DESPUES DEL CONGELADO.
POST CONGELADO
ESTADIGRAFOS | DENSIDAD MOV':'DAD MOV'B”DAD MOYDAD | 1M | VIABILIDAD | MORFOLOGIA
260 29 29 58 75.4 60 10
89 20 23 43| 19.135 52 4
260 29 29 58 75.4 60 3
60 4 12 16 48 56 8
200 0 60 60 120 70 8
190 0 66 66 62.7 76 5
60 2 2 4 1.2 40 11
90 3 47 50 45 60 8
PROMEDIO 151.12 10.87 335 4437| 5045 59.25 712
DS, 80.47 12.06 21.05 21.07| 3613 10.19 2.66




TABLA 3. DIFERENCIA ENTRE EL TOTAL DE CELULAS MOVILES (TCM) ANTES Y DESPUES DEL
CONGELADO, PORCENTAJES DE PERDIDAS Y PORCENTAJES DE RECUPERACION DE
ESPERMATOZOIDES EN VARONES SANOS CON FERTILIDAD COMPROBADA DESPUES DEL

CONGELADO.
DIFERENCIA
TCM PRE— | PORCENTAIJE DE | PORCENTAJE DE
ESTADIGRAFO TCM PRE TCM POST TCM POST PERDIDA RECUPERACION
140.4 75.4 65 46.29 53.70
64.9 19.13 45.76 70.51 29.48
192 75.4 116.6 60.72 39.27
33.21 4.8 28.41 85.54 14.45
126 120 6 4.76 95.23
173.25 62.7 110.55 63.80 36.19
29.02 1.2 27.82 95.86 4.13
235.2 45 190.2 80.86 19.13
PROMEDIO 124.24 50.45 73.79 63.54 36.45

TABLA 4. DIFERENCIA ENTRE EL PORCENTAJE DE FORMAS NORMALES ANTES Y DESPUES
DEL CONGELADO Y EL PORCENTAJE DE CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA DE LAS MUESTRAS
SEMINALES DE VARONES SANOS CON FERTILIDAD COMPROBADA.

MORFO PRE-
ESTADIGRAFO | MORFO PRE MORFO POST MORFO POST | % CAMBIOS MORFOLOGIA
15 10 5 33.33
6 4 2 33.33
15 3 12 80
8 8 0 0
8 8 0 0
5 5 0 0
11 11 0 0
8 8 0 0
PROMEDIO 9.5 7.12 2.37 18.33
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TABLA 5. DIFERENCIA ENTRE EL PORCENTAJE DE MOVILIDAD A+B ANTES Y DESPUES DEL
CONGELADO Y EL PORCENTAJE DE CAMBIOS EN LA MOVILIDAD A+B DE LAS MUESTRAS
SEMINALES DE VARONES SANOS CON FERTILIDAD COMPROBADA.

MOVA+BPRE-
ESTADIGRAFO |MOV A+BPRE  |MOV A+BPOST | MOVA+BPOST | % CAMBIOS MOV A+B
78 29 49 62.82
59 23 36 61.01
80 29 51 63.75
54 12 42 77.77
63 60 3 4.76
55 66 11 20
43 2 41 95.34
80 47 33 41.25
PROMEDIO 64 335 30.5 48.34
TABLA 6. PARAMETROS SEMINALES EN LA ESPERMATOBIOSCOPIA DE PACIENTES CON
FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD ANTES DEL CONGELADO.
PRE CONGELADO
FTAPISRAT | 0LUMEN | DENSIDAD MOV':'DAD 'V'OV';'DAD MOWUDAD | 1M | VIABILIDAD | MORFOLOGIA
2 30 1 52 53 31.8 80 5
15 53 0 73 73| 58.035 22 7
35 39 2 72 74| 10101 0 1
0.8 160 0 39 39|  49.92 70 3
4 63 5 72 77| 194.04 0 8
4 23 0 30 30 27.6 80 3
15 30 0 55 55| 173.25 84 5
PROMEDIO 2.47 56.85 1.14 49 50.14 66.37 42 5.57
D.S. 325  47.60 3.88 27.52 2860|  62.48 37.46 3.95




TABLA 7. PARAMETROS SEMINALES EN LA ESPERMATOBIOSCOPIA DE PACIENTES CON
FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD DESPUES DEL CONGELADO.

POST CONGELADO
ESTADIGRAFO VOLUMEN DENSIDAD MOVZ'IDAD MOVI;DAD MOXL'_’LDAD TCM VIABILIDAD MORFOLOGIA
0 0 0 0 0 0 0
0.5 0 0 61 61 0 76 7
0.5 50 0 0 0 22 0
0.5 60 1 0.6 40 0
0.5 120 0 12 12 7.2 30 6
1 28 0 40 40 11.2 47 7
0.5 44 3 13 16 3.52 34 8
PROMEDIO 0.5 43.14 0.57 18.14 18.71 3.21 35.57 4
D:5. 3.72 39.81 3.83 21.95 21.79 4.93 23.28 4.29

TABLA 8: DIFERENCIA ENTRE EL TOTAL DE CELULAS MOVILES (TCM) ANTES Y DESPUES DEL
CONGELADO, PORCENTAJES DE PERDIDAS Y PORCENTAJES DE RECUPERACION DE
ESPERMATOZOIDES EN PACIENTES CON FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD DESPUES

DEL CONGELADO.
ESTADIGRAFO |TCM PRE TCM POST TCM PRE-TCM POST | % DE PERDIDA % RECUPERACION
31.8 0 31.8 100 0
58.03 0 58.03 100 0
101.01 0 101.01 100 0
49.92 0.6 49.32 98.79 1.20
194.04 7.2 186.84 96.28 3.71
27.6 11.2 16.4 59.42 40.57
2.25 3.52 -1.27 -56.44 156.44
PROMEDIO 66.37 3.21 63.16 71.15 28.84
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TABLA 9. DIFERENCIA ENTRE LA DENSIDAD ANTES DEL CONGELADO Y DESPUES DEL
DESCONGELADO Y EL % DE LOS CAMBIOS DE LA DENSIDAD DE LAS MUESTRAS SEMINALES
DE PACIENTES CON FACTOR MASCULINO DE INFERTILIDAD.

DENSIDAD
ESTADIGRAFO DENSIDAD PRE | POST DEN PRE-DEN PRO % CAMBIOS DENSIDAD
30 30 100
53 53 100
39 50 -11 -28.20
160 60 100 62.5
63 120 -57 -90.47
23 28 5 -21.73
30 44 -14 -46.66
PROMEDIO 56.85 43.14 13.71 10.77
TABLA 10. DIFERENCIA ENTRE EL PORCENTAJE DE FORMAS NORMALES ANTES DEL
CONGELADO Y DESPUES DEL DESCONGELADO Y EL % DE LOS CAMBIOS EN LA
MORFOLOGIA NORMAL DE LAS MUESTRAS SEMINALES DE PACIENTES CON FACTOR
MASCULINO DE INFERTILIDAD.
MORFO PRE-MORFO % CAMBIOS
ESTADIGRAFO MORFO PRE MORFO POST POST MORFOLOGIA
5 0 5 100
7 7 0 0
1 0 1 100
3 0 3 100
8 6 2 25
3 7 -4 -133.33
12 8 4 33.33
PROMEDO 5.57 4 1.57 32.14




TABLA 11. DIFERENCIA ENTRE EL PORCENTAJE DE MOVILIDAD A+B ANTES DEL
CONGELADO Y DESPUES DEL DESCONGELADO Y EL % DE LOS CAMBIOS EN LA MOVILIDAD
A+B DE LAS MUESTRAS SEMINALES DE PACIENTES CON FACTOR MASCULINO DE

INFERTILIDAD.
MOVA+BPRE- % CAMBIOS MOV

ESTADIGRAFO MOV A+B PRE MOV A+B POST MOVA+BPOST A+B
53 0 53 100
73 61 12 16.43
74 0 74 100
39 2 37 94.87
77 12 65 84.41
30 40 -10 -33.33
5 16 -11 -220
PROMEDIO 50.14 18.71 31.42 20.34
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GRAFICAS

GRAFICA 1. CORRELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS
DE VARONES SANOS CON FERTILIDAD COMPROBADA CON EL TOTAL DE CELULAS MOVILES
ANTES DEL CONGELADO
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GRAFICA 2. CORRELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES PERDIDOS Y EL
TOTAL DE CELULAS MOVILES ANTES DEL CONGELADO EN VARONES SANOS CON
FERTILIDAD COMPROBADA.
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GRAFICA 3. CORRELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS
CON EL TOTAL DE CELULAS MOVILES ANTES DEL CONGELADO EN PACIENTES CON FACTOR
MASCULINO DE INFERTILIDAD.
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GRAFICA 4. CORRELACION ENTRE EL PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS
CON EL TOTAL DE CELULAS MOVILES ANTES DEL CONGELADO EN PACIENTES CON FACTOR
MASCULINO DE INFERTILIDAD.
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