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IV. Resumen

La infertilidad es problema critico a nivel mundial causado por la combinacion multifactorial
donde destaca el estilo de vida de las personas, las predisposiciones genéticas, hormonales,
alteraciones y malformaciones anatdmicas, asi como un amplio abanico de medicamentos y
enfermedades.

El problema de infertilidad tanto en hombres como en mujeres ha dado pauta a
técnicas de reproduccion asistida que se caracterizan por la actuacion directa sobre los
gametos, con el fin de favorecer la fecundacion y la transferencia, o depodsito de embriones
en la cavidad uterina. Estas técnicas se apoyan de la criopreservacion de ovocitos y
espermatozoides para preservar la fertilidad.

La criopreservacion de gametos, puntualmente de espermatozoides tiene como
proposito fundamental preservar la fertilidad masculina y garantizar la capacidad fecundante
de la célula. Sin embargo, las técnicas actuales de preservacion han mostrado lesiones en la
estructura y funcion de los espermatozoides ante el choche osmotico ejercido durante el
descenso de la temperatura y, la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Debido al alto potencial biomédico de la criopreservacion de espermatozoides
humanos, se compar6 el método de vitrificaciéon con y sin antioxidante novedoso llamado
EmbryORP® y la congelacion lenta sobre ocho parametros de fertilidad: motilidad, vitalidad,
morfologia, concentracion, pH del medio externo, potencial de 6xido reduccion, reaccion
acrosomal y potencial de membrana mitocondrial para contestar la pregunta si la presencia
del antioxidante, mitigaba el dafio criogénico celular frecuentemente observado durante el

evento de criopreservacion.

11
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Para vitrificar se utilizé el kit Easy-Sperm® (iGLS, Alicante, Espafia) en presencia y
ausencia de medio antioxidante EmbryORP® y el TEST yOLK Buffer-Irvine Scientific como
medio para la congelacion lenta, todos proporcionados por Citmer, México.

Se trabajo con 20 muestras de espermatozoides humanos haciendo uso de las
sguientes técnicas: Computer-assisted sperm analysis (CASA) para calcular la motilidad, y
la concentracion, citometria de flujo para evaluar el estado del acrosoma y potencial de
membrana mitocondrial, y la vitalidad de las células por ambos métodos. También se
emepled el equipo LensHooke® para estimar la motilidad, concentracion, pH y morfologia.
Finalmente se utilizd el sistema MiOXSYS® para medir el potencial de 6xido reduccion.
Ambos equipos proporcionados por Citmer, México.

Se observo que el antioxidante EmbryORP® durante la vitrificacion disminuye de
forma significativa el potencial de membrana mitocondrial de los espermatozoides, afectando
el balance de especies reactivas de oxigeno. Esto repercute en la baja motilidad, vitalidad y
morfologia, pero mejor conservacion del acrosoma. La congelacion lenta aporté mejor
motilidad y vitalidad a las células, sin embargo la concentracion y morfologia en relacion
con la vitrificacion sin suplemento fue menor.

Se concluyo6 que el antioxidante logra bajar el potencial de 6xido reduccion, pero a
niveles suboptimos que son perjudiciales para el espermatozoide. Por lo que se recomienda

disminuir su concentracion o poder antioxidante.

12
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Capitulo 1

‘ Introduccion

1.1. Planteamiento del problema

1.1.1. Infertilidad
La infertilidad es problema critico a nivel mundial (Mascarenhas et al., 2012), definido por
la Organizacion Mundial de la Salud como la enfermedad del sistema reproductivo, que
consiste en la imposibilidad de lograr el embarazo clinico después de 12 meses o mas de
relaciones sexuales regulares sin proteccion (Cooper et al., 2010). Las causas de la
infertilidad varian entre las parejas y puede darse, bajo la combinacién multifactorial donde
destaca el estilo de vida, las predisposiciones genéticas, hormonales, alteraciones y
malformaciones anatomicas, asi como un amplio abanico de medicamentos y enfermedades
(Brugo-Olmedo et al., 2003; Rojas-Quintana et al., 2011; Generoso-Marroquino, 2016).

Mascarenhas y colaboradores (2012) realizaron el estudio donde comparan las tasas
de infertilidad de mujeres en edad reproductiva, en 190 paises entre los afios 1990 y 2010.
Reportaron el incremento de 6.5 millones de mujeres que tienen dificultad para concebir el
primer o segundo hijo, principalmente en paises occidentales de primer mundo (Figura 1y
Figura 2). Dicho estudio no abarca la infertilidad masculina a pesar de evidencias en la
disminuciéon de la calidad del semen, probablemente, a causa del incremento en
enfermedades como cancer testicular, criptorquidia (descenso incompleto de uno o ambos

testiculos) e hipospadia (defecto en la apertura de la uretra localizada en la parte inferior del
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pene) (Carlsen et al., 1992; Velde et al., 2010). Este problema de infertilidad ha dado pauta

a técnicas de reproduccion asistida.

Numero de parejas incapaces de tener hijos entre los afios
1990 y 2010
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Ndmero de parejas incapaces de
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20

Aiio 1990 Ao 2010

Figura 1. Nimero de parejas incapaces de tener hijos entre los afios 1990 y 2010 en 190
paises. En 1990 se reporto el total de 42 millones de parejas con infertilidad y en 2010 48.5
millones. La prevalencia de infertilidad fue mas alta en Asia meridional, Africa subsahariana,
Africa del Norte/ Medio Oriente y Europa Central/oriental y Asia Central. Modificado de
Mascarenhas et al., 2012.

Infertilidad a nivel mundial en parejas en edad reproductiva
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Parejas incapaces de Parejas incapaces de  Parejas incapaces de
tener hijos tener el primer hijo tener el segundo
hijo

Figura 2. Infertilidad a nivel mundial en parejas en edad reproductiva para el ano 2010. Se
muestra el total de parejas incapaces de tener hijos, nimero de las que no pueden tener el primer
hijo y las incapaces de concebir el segundo hijo. Total de parejas que fueron incapaces de tener
hijos: 48.5 millones. Parejas incapaces de tener el primer hijo: 19.2 millones. Parejas incapaces de
tener el segundo hijo: 29.3 millones. En 2010 1.9% de mujeres no pudieron tener un nacimiento
vivo (infertilidad primaria) y el 10.5% no pudieron tener otro hijo (infertilidad secundaria). Modificado
de Mascarenhas et al., 2012.
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1.2.2. Reproduccion asistida
El empefio en preservar los gametos es importante para la conservacion de especies, la
medicina clinica y las técnicas de reproduccion asistida (TRA) (Barbas & Mascarenhas,
2009). Estas ultimas se definen como: el conjunto de estrategias caracterizadas por la
actuacion directa sobre los gametos con el fin de favorecer la fecundacion y la transferencia,
o depodsito de embriones en la cavidad uterina (SEF, 2011). Dentro de las practicas mas
comunes en humanos se encuentra la inseminacion artificial con semen de la pareja (IAC),
la inseminacion artificial con semen de donante (IAD), la fecundacion in vitro (FIV) y la
microinyeccion espermatica (ICSI) (Figura 3) (Jausoro, 2005; SEF, 2011).

En los ultimos afios se ha detectado un incremento en la tasa de uso de estas técnicas
por mujeres que buscan concebir un hijo, particularmente, aquellas que lo han pospuesto por
cuestiones personales y/o profesionales (Kupka et al., 2014). En Espafia, este incremento ha
tenido repercusiones econdémicas, donde se atribuyen ganancias de 530 millones de euros
solo en el 2016 por el alto niimero de clinicas, centros y hospitales con atencion reproductiva.
Es importante mencionar que Espafia concentra mas del 40% del turismo reproductivo en

Europa (Caldentey, 2017).
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A)

Inseminacion artificial mn viro

/ Figura 3. Técnicas mas comunes de
reproduccion asistida. A) Inseminacion
artificial. Consiste en depositar los
espermatozoides en el aparato genital de
la mujer. B) Fecundacion in vitro. Consiste
en poner los gametos en contacto para
lograr la fecundacion y el desarrollo
inicial fuera del organismo. C)
Microinyeccion espermatica (ICSI).
Consiste en la intervencion activa sobre
el proceso de fecundacion, al introducir
un espermatozoide en el interior del

C) ovocito. Modificado de SEF, 2011.

1CSI

1.1.3. Importancia médica
La reproduccioén asistida no se encuentra limitada a mujeres que buscan posponer el deseo
de ser madres, sino también para hombres y mujeres que tienen algin problema de fertilidad
o que podrian tenerlo en el futuro. De seis millones de parejas a nivel mundial con problemas
de infertilidad, casi el 30% de los casos se atribuye a complicaciones en el gameto masculino
(Brugh & Lipshultz, 2004).

La preservacion de fertilidad para pacientes oncoldgicos es otro ejemplo de la
importancia médica de las TRA por el efecto dafiino de radio y quimioterapias que pueden
destruir tanto las células gaméticas como las somaticas (Porcu et al., 2004; Wallace et al.,
2005; Meseguer et al., 2006). Se ha reportado que hombres sobrevivientes de céncer

presentan baja calidad seminal, la cual puede ser de caracter transitorio o definitivo. La
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gravedad depende del tipo de cancer, el tratamiento recibido y la calidad seminal previa
(Mendoza et al., 2003). Sin embargo, en muchos casos, la infertilidad es sorpresa para los
pacientes que padecieron cancer en la infancia, ya que no fueron advertidos en el momento
o no contemplaron las consecuencias y los riesgos de su tratamiento (Zebrack ez al., 2004).

La preservacion de espermatozoides y ovulos para pacientes con cancer puede ser
critico si desean formar familia en el futuro. Aunque no se ha reportado que dafios por estos
tratamientos que repercutan en hijos con deficiencias o trastornos (Senturia et al., 1985;
Green et al., 1991; Garsi et al., 2009), la fertilidad se ve reducida por dafios al acido
desoxirribonucleico (ADN) en los gametos de ambos sexos por efectos de la radiacion y la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Blanpain ef al., 2011; Brent, 2014). Es
imperativo, encontrar practicas para salvaguardar y mantener la viabilidad de estas células.

1.1.4. Importancia industrial y economica
Los distintos sectores en la produccion de alimento (ganaderia y piscicultura), veterinario, al
igual que grupos ecuestres estan interesados en la preservacion de aquellos ejemplares de alta
estima, a través de técnicas criogénicas (Restrepo-Betancur ef al., 2009; Cabrera et al., 2014;
Berrios et al., 2010; Restrepo-Betancur et al., 2016; Ugarelli ef al., 2017). Gracias a los bajos
costos de transporte, la criopreservacion de espermatozoides asegura la futura produccion
(Sieme et al., 2015), previene infecciones genitales trasmitidas por via natural y asegura el
¢xito en la prevalencia de genes valiosos que atribuyen una caracteristica que se desea
mantener en la poblacion (Pesch & Hofmann, 2007).

Soélo en Estados Unidos, la inseminacion artificial fue trascendental para la industria
lechera, que para el 2004, 70% del ganado se criaba bajo esta practica. Desde su
implementacion la poblacion de ganado lechero declind de 25.6 millones de cabezas, a 9.2

millones sin menoscabo de la produccidn, gracias a la seleccion artificial de las mejores
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productoras de leche (DeJarnette, 2004). De igual forma, se estima que 100% de los pavos
y 70% de los porcinos en Estados Unidos se crian por inseminacion artificial (Graham, 2008).

Se puede resaltar un drea mas con alto potencial en la criopreservacion de gametos:
la conservacion de especies en peligro de extincion. Gracias a los avances biotecnoldgicos y
técnicas de reproduccion asistida es posible seleccionar células Optimas para asegurar la
diversidad genética (Andrabi & Maxwell, 2007). Uno de los problemas para estas especies
es el aislamiento en pequefias poblaciones como resultado de la fragmentacion del habitat.
Esto impide el flujo genético entre los individuos y lleva a la endogamia (Baena & Halffter,
2008). La preservacion de espermatozoides y de células vivas de estos animales puede
salvaguardar su futuro, como el caso de Espafia donde en 2005, nacié la primera gacela
africana mediante inseminacion artificial con semen congelado (Fernandez-Muerza, 2010).
Es importante aclarar que no es opinion del autor de este trabajo ni del Consorcio de la
Fisiologia del Espermatozoide como grupo, que la criopreservacion sea la solucion al
problema de extincidon que se vive actualmente, sino representa apoyo a esta cuestion.

A pesar de su amplio campo de trabajo, se acotd la problematica existente en la
criopreservacion Unicamente a espermatozoides humanos, ante la necesidad de encontrar
técnicas que permitan salvaguardar la fertilidad.

1.2. Antecedentes

La criopreservacion de gametos, puntualmente espermatozoides, tiene como propdsito
fundamental preservar la fertilidad masculina y garantizar que las células sean capaces de
fertilizar el ovocito. Sin embargo, las técnicas actuales de preservacion han mostrado efectos

negativos en la estructura y funcion de los espermatozoides (Aizpurua ef al., 2017).
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En la criopreservacion el uso de agentes crioprotectores (ACP) es critico para proteger
a la célula del choque osmético, generado con el descenso de la temperatura, al igual que de
la formacion de cristales de agua que comprometen la funcion celular (Sieme e al., 2015).

Los ACP son sustancias hidrosolubles que disminuyen el punto eutéctico de la
solucion dada, es decir, la temperatura mas baja en la cual una composicion de A y B
solidifica o se funde en una mezcla como un elemento puro. Este descenso crioscopico
depende inicamente de la concentracion del soluto y no de la naturaleza de este (Cisternas,
2009), reflejado como la disminucion en la temperatura de fusion. Esto se traduce en la célula
como el cambio en la temperatura méaxima a la que se producira la mayor cristalizacion, ergo
mayor deshidratacion y cambio en el gradiente osmdtico ante la concentracion de solutos
(Avila-Portillo et al., 2006).

Tabla 1: Agentes crioprotectores mas utilizados clasificados por su naturaleza

bioquimica. Modificado de Avila-Portillo et al., 2006

Alcoholes Azicares
Metanol Glucosa
Etanol Lactosa
Propanol Dextrosa
1-2 propanediol Sacarosa
Glicerol Fructosa

Los ACP se pueden clasificar por su naturaleza bioquimica como alcoholes y aztcares
(Tabla 1) y también con base en su habilidad para penetrar o no en la célula. Por un lado, los
ACP penetrantes se caracterizan por ser de bajo peso molecular como el DMSO y previenen

la acumulacioén excesiva de solutos dentro de la célula durante el proceso de congelamiento,

19



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

asi como la formacion de cristales de hielo que comprometen la integridad de la membrana.
Sin embargo, pueden ser toxicos a altas concentraciones (Avila-Portillo ez al., 2006; Pegg,
2007; Gharajelar et al., 2016).

Los ACP no penetrantes por otro lado son de alto peso molecular y ejercen su accion
al promover la rapida deshidratacion y disminuir la cantidad de agua fuera de la célula,
aumentando la concentracion de solutos forzando al agua intracelular a salir. De igual forma,
permiten mantener la integridad estructural de la membrana que pierde elasticidad con el
descenso de temperatura (Avila-Portillo ez al., 2006; Pegg, 2007; Gharajelar ez al., 2016).

A pesar de su clara ventaja, los ACP pueden ser citotoxicos a un nivel osmatico y/o
metabolico a diferentes concentraciones (Baxter & Lathe, 1971), y por ello es importante
mantener el balance entre los ACP penetrantes y no penetrantes durante el proceso de
criopreservacion (Avila-Portillo et al., 2006). Es importante tener presente el tiempo de
descenso de temperatura, ya que determina la tasa de formacion de cristales de hielo y las
concentraciones de solutos fuera y dentro de la célula (Pegg, 2007). Estos dos factores han
conducido a diversas técnicas de congelacion. Particularmente, en este trabajo, se utilizaron
dos de estos métodos: la congelacion lenta y la vitrificacion.

La congelacion lenta es una de las técnicas mds empleadas hoy en dia para la
preservacion, no s6lo de gametos sino de embriones (Konc ez al., 2014). Cuando se comienza
a enfriar la célula, en este caso un espermatozoide, el frio alcanza primero la solucién
exterior. Esto trae como consecuencia la formacion de hielo en el medio extracelular y a
medida que éste se forma el agua liquida va disminuyendo y la concentracién de solutos
aumenta. Esto obliga al agua intracelular a salir para compensar la diferencia de las
concentraciones de ambos lados de la membrana. La concentracion de solutos como la sal

dentro del espermatozoide comenzaré a subir, la temperatura a la que se formara el hielo
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intracelular descenderd y serd mas dificil que el agua dentro de la célula se congele y dafie
sus estructuras. Por ello, con la velocidad de enfriamiento lenta se puede evitar la formacion
de hielo intracelular, sin embargo, evitar la formacion de hielo no es sinénimo de
supervivencia. La concentracion de sales resulta toxica al elevarse demasiado y si el volumen
de agua disminuye lo suficiente dentro de la célula, puede provocar la deshidratacion que
dafie irreversiblemente la estructura celular (Pegg, 2007) (Figura 4).

La vitrificacion por otra parte es un método novedoso de enfriamiento ultrarrapido
que permite que el agua pase al estado vitreo (similar al vidrio) gracias al incremento de la
viscosidad del medio evitando la formacion de cristales. (Aizpurta et al., 2017; Tam Le et
al., 2019). Este método simplifica y con frecuencia mejora la criopreservacion, porque
elimina las lesiones mecanicas provocadas por el hielo y la necesidad de encontrar
velocidades optimas de enfriamiento y calentamiento, pero complica los efectos osmoticos
de agregar y eliminar agentes crioprotectores e introduce mayor riesgo de toxicidad
crioprotectora, ya que este método, necesita que las células se introduzcan en un medio con
alta concentracion de ACP (Fahy & Wowk, 2014). Si la concentracion de solutos es lo
suficientemente alta, las soluciones de vitrificacion se solidificardn sin ningun riesgo de
formacion de hielo intracelular o extracelular durante el enfriamiento o calentamiento,
independientemente de las velocidades de enfriamiento y calentamiento utilizadas (Figura
4).

Se han echo estudios comparativos de ambos métodos y se ha concluido de forma
general, la mejora en espermatozoides vitrificados de humano en relacion con la vitalidad,
motilidad, morfologia, preservacion del acrosoma y dafio al ADN (Tongdee ef al., 2015:

Aizpuraa et al., 2017; Riva et al., 2018).
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Figura 4. Esquema de los sucesos fisicos que ocurren durante el enfriamiento. A
medida que la temperatura va disminuyendo, el agua fuera de la célula comieza a congelarse
formando cristales. La velocidad de este descenso de temperatura afecta la estructura y
morfologia celular. Si el descenso es lento los cristales extracelulares obligaran al agua
intracelular a salir. Esto amenta la concentracion de solutos en su interior y disminuye el
punto crioscopico. Si el enfriamiento es rapido el agua intracelular no saldra con la misma
rapidez y se formaran cristales intracelulares. Por ultimo, si el enfriamiento es demasiado
rapido no habra oportunidad que el agua intracelular se congele.

Otros andlisis realizados en espermatozoides criopreservados de humano por
congelacion lenta, han dado como resultado la disminucion en la vitalidad y motilidad de las
células, dafio en el acrosoma (Ozkavukeu et al., 2008), mayor dafio al ADN (Riva et al.,
2018) y mayor potencial de membrana mitocondrial (Mohamed, 2015). A pesar de la mejoria
de la vitrificacion sobre la congelacion, ambos métodos aportan efectos deletéreos a los
espermatozoides cuando se compara con muestras frescas.

El dafo criogénico sobre los espermatozoides se ha abordado también desde el punto
de vista de las ROS (Amidi et al., 2016). Se sabe que los espermatozoides y dévulos suelen

sufrir dafios oxidativos durante el proceso de congelacion y descongelacion cuando los
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niveles de ROS superan la capacidad de eliminacion de antioxidantes, presentes en el semen
o en el medio (Taylor, 2009; Liu et al., 2018; Massignam et al, 2018). La produccion excesiva
de estas especies reactivas como H202 y O* se han sugerido como un factor importante que
contribuye al dafio criogénico a los espermatozoides (Amidi et al., 2016).

Se ha probado el efecto de diferentes antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos que
mitigan el dafio oxidativo sobre la viabilidad de espermatozoides de humano criopreservados
por distintos medios (Amidi ef al., 2016). Por mencionar algunos de estos estudios:

e En 2009, Taylor probo distintas dosis de vitamina E posterior a la congelacion y
encontrd mejora en la motilidad, pero no hubo mejoria en la vitalidad y dafio al ADN.

e Rossi y colaboradores (2001) observaron mejora en la motilidad y vitalidad de
espermatozoides criopreservados en presencia de catalasa (CAT) y superdxido
dismutasa (SOD) ambas enzimas con capacidad antioxidante.

e Liuy colaboradores (2018) probaron el antioxidante PRDX2 unido a la proteina viral
TAT que le permite ingresar a la célula y reportaron mejora en la motilidad y
vitalidad, asi como menor fragmentacion del ADN y reaccion acrosomal espontanea
en espermatozoides de hombres con normozoospermia (con valores normales acorde
a la OMS) y astenozoospermia (baja motilidad).

e En 2013 Merino y colaboradores probaron el andlogo sintético de la vitamina E
llamado bitilhidroxitolueno (BHT) en solitario y junto a sucrosa. Concluyeron la
mejora en la motilidad progresiva, integridad del ADN y disminucién de ROS, pero
sin mejora en el potencial de membrana mitocondrial (PMM).

e Fontoura y colaboradores (2016) evaluaron el efecto de incubar los espermatozoides

capacitados con leptina antes del proceso de congelamiento. Este grupo encontrd
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menor dano al ADN, mejor actividad de enzimas antioxidantes como SOD y glutation
peroxidasa (Gpx).

Hasta el momento no existe el antioxidante que mitigue en su totalidad el dafio criogénico
observado en los espermatozoides después de la congelacion. De ahi nuestro interés por
evaluar el efecto del nuevo antioxidante llamado EmbryORP® sobre la viabilidad y fertilidad
de los espermatozoides y compararlo entre diferentes protocolos de criopreservacion.

1.3. Marco tedrico

1.3.1. El espermatozoide
El gameto masculino es la célula altamente especializada que se describe con tres
caracteristicas esenciales: es pequefo, motil y se fusiona con los ovocitos (Lessells et al.,
2009). Son células germinales que se producen en los testiculos mediante el proceso de
espermatogénesis a partir de células germinales (Lombardi, 1998).

En el Figura 5 se muestra la morfologia del espermatozoide. Morfoldgicamente el
espermatozoide se divide en dos regiones: cabeza y flagelo, las cuales se subdividen a su vez
en diferentes regiones y estructuras. Esta varia entre las especies y da como resultado alta

variedad de tamanos y formas de los espermatozoides (Lombardi, 1998).
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Figura 5. Representacion esquematica de un espermatozoide maduro de humano
con sus componentes estructurales. Modificado de Darszon et al., 2005.

1.3.2. Motilidad, vitalidad, morfologia y concentracion
La motilidad de los espermatozoides es factor clave que ayuda a determinar su fertilidad,
debido a la capacidad de moverse adecuadamente hacia el ovocito es elemento critico en los
embarazos exitosos (Yoshida ez al., 2008). Existen dos tipos de motilidad asociados a los
espermatozoides, la primera observada al momento de ser eyaculados y la segunda en
espermatozoides capacitados a lo largo de su trayecto durante el tracto femenino (Agnihotri
et al., 2016), donde su trayectoria deja de ser rectilinea convirtiéndose en oscilante y

caracterizada por fuertes impulsos del flagelo (Figura 6) (Silva-Villalobos et a/, 2017).
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Motilidad Activa Motilidad Hiperactivada

Figura 6. Motilidad y batido flagelar de espermatozoides no capacitados y
capacitados. De lado izquierdo se muestra el patron de motilidad del espermatozoide
no capacitado, el cual presenta desplazamiento lineal y bajo batido flagelar. Una vez
capacitado adquiere la motilidad hiperactiva caracterizada por el batido flagelar mas
amplio y desplazamiento abrupto. Modificado de Darszon et al., 2011).

Clinicamente la motilidad de los espermatozoides se puede catalogar de manera
sencilla acorde a la OMS: 1) Motilidad progresiva (MPR) donde las células se mueven
activamente, ya sea de forma lineal o en circulo grande independientemente de la velocidad.
2) Motilidad no progresiva (MNP) cuando no hay desplazamiento, pero se puede observar el
movimiento de la cabeza o el batido flagelar. 3) Inmotilidad cuando no hay movimiento de
ningun tipo. Se considera que el donador tiene buena motilidad cuando el total de
espermatozoides MPR + MNP es mayor al 40% de la muestra total o el valor de MPR es
mayor o igual al 32% (WHO, 2010).

Otro parametro importante es la vitalidad, la cual refleja la proporcion de
espermatozoides vivos en la muestra dada. Esto puede estar determinado por la integridad
celular (Moskovtsev & Librach, 2013) y evaluada a través de diversas técnicas como la
prueba de hinchazén hipoosmética o tinciéon con colorantes impermeables (Cooper &
Hellenkemper, 2009). Es clinicamente importante saber si los espermatozoides inmotil estan
vivos o muertos debida al porcentaje de células viables normalmente excede al de las células
motiles. Una muestra de semen debe tener 58% o mas de espermatozoides vivos para
considerarse sana (WHO, 2010).

La elevada variabilidad de los espermatozoides humanos hace dificil determinar la

morfologia Optima que estos deben tener, en relacion a la forma de la cabeza, la pieza media
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y el flagelo. Sin embargo, observaciones de espermatozoides en puntos claves durante su
trayecto por el tracto femenino, pasando por el moco endocervical hasta la zona pelucida del
ovocito, permiten definir la apariencia fertilizante que las células deberian tener (WHO,
2010) (Figura 7). Esto puede ser controversial, ya que Kovac y colaboradores demostraron
que hombres con completa falta de espermatozoides morfoldégicamente dptimos segun los
pardmetros que marca la OMS, tuvieron altas tasas de embarazo normales (Kovac ef al.,
2017). Lo anterior demuestra que la morfologia no determina la capacidad fecundante de los
espermatozoides, pero si es indicador del estado de salud del individuo, lo cual estd
directamente relacionado con la fisiologia del cuerpo y al estrés ambiental al que esta sujeto

(Menkveld et al., 2011).
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Figura 7. Morfologia del espermatozoide. Distintas morfologias que puede tener un
espermatozoide en relacion con su cabeza, pieza media, cola y acrosoma.
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Tanto la concentracion espermatica como el nimero total de espermatozoides son
pardmetros que estan relacionados con la fertilidad y éxito para lograr el embarazo. Segun la
OMS, hombres con cuenta espermatica menor de 15 x 106 células por mililitro, se consideran
oligozospérmicos (WHO, 2010).

La motilidad, vitalidad, morfologia y concentracién espermatica se ven afectadas
por parametros fisiolégicos como el pH, el PMM, potencial de 6xido reduccion.

1.3.3. El papel del pH en el espermatozoide
El pH del medio desempefia un papel importante en la fisiologia del espermatozoide (WHO,
2010). Esta involucrado en la estructura y regulacion de proteinas como la actividad
enzimatica, transportadores, canales idnicos como CatSper (canal de Ca?*), Slo3 (canas
de K), el intercambiador Na*/H* (Nishigaki et al., 2014) y eventos de transcripccion
(Burgstaller et al., 2019).

Xhou y colaboradores (2015) determinaron que el pH en el rango de 7.2 a 8.2 es
agente critico de procesos como la motilidad total, la MPR, y la capacidad de penetracion
del espermatozoide en el 6vulo; al igual que en su vitalidad y capacitacién que
eventualemente da pie a la RA.

1.3.4. Capacitacion
Una serie de eventos bioquimicos y fisiol6gicos conocidos en su conjunto como capacitacion
(Trevifio et al., 2001; Carballo et al, 2011; Ickowicz et al, 2012), preparan al
espermatozoide para que pueda llevar acabo la reaccion acrosomal (RA). La capacitacion
incluye cambios morfo fisiologicos, como son la fosforilacion de proteinas, cambios en la
permeabilidad de la membrana, activacion de canales i6nicos y flujo de protones (Darszon et
al., 2001; Canovas & Coy, 2008;), asi como el cambio caracteristico de la hiperactivacion en

los patrones de motilidad (Del Rio et al., 2007).
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En humanos la capacitacion ocurre dentro del tracto genital femenino y se modula
por factores que se encuentran en el mismo (como albumina y colesterol), asi como por
componentes de las capas externas del 6vulo (Darszon et al, 1999). Posterior a la
eyaculacion, cuando los espermatozoides llegan al istmo, caracterizado por cilios luminales
epiteliales y plegamientos de la mucosa, se retienen en esta seccion y es donde pierden
factores descapacitantes que permiten la salida de colesterol de la membrana (Olivera ef al.,
2006), acompafado del ingreso de Ca?*, entre otros cambios (De Blas et al., 2009).

1.3.5. El acrosoma y la reaccion acrosomal

La RA es el proceso de fusion de la membrana plasmatica del espermatozoide con la
membrana acrosomal externa del acrosoma, habilitando asi, la liberacion de enzimas
almacenadas en esta vesicula exocitica (Figura 8). La RA le permite el paso a través de las

células del cumulus, la zona pelucida y finalmente la penetracion del 6vulo (Olivera et al,

2006; Del Rio et al., 2007).

Figura 8. Reaccion del acrosoma humano. A) Espermatozoide con el acrosoma intacto. B)
Reaccion del segmento principal: fusion de la membrana acrosomal externa y la membrana
plasmatica. C) Reacciéon acrosomal en el segmento ecuatorial. D) Espermatozoide con reaccién
acrosomal. Modificado de Del Rio et al., 2007.
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1.3.6. La mitocondria y el potencial de membrana mitocondrial
Se ha demostrado que la mitocondria juega un papel crucial en la fisiologia del
espermatozoide. Ademds de la motilidad, la actividad de la acrosina (enzima hidrolitica
dentro del acrosoma que le permite a la célula abrirse paso a través de la zona pelucida), la
integridad de la cromatina y la capacidad del espermatozoide para llevar acabo la RA, pueden
ver afectadas por la funcidon mitocondrial (Zhang et al., 2019).

La mitocondria es el organelo celular que tiene tamafio variable entre 0.1 pm y 0.5
pum de didmetro en el humano. Posee el sistema de doble membrana, una externa y otra

interna que separan tres espacios bien definidos: el citosol, el espacio intermembranal y la

matriz mitocondrial (Alberts ef al., 2002) (Figura 9).

Matriz

_ Crestas

Membrana
externa

Espacio
intermembranal

*» Membrana
interna

Figura 9. Estructura de la mitocondria. Esquema de una mitocondria donde se
sefialan la membrana externa, el especio intermembranal, la membrana interna, la
matriz y las crestas. Modificado de Cooper & Hauseman, 2013.

El PMM es el gradiente electroquimico de protones que se forma gracias al bombeo
de estos desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembranal durante la cadena
transportadora de electrones a través de los complejos I, Il y IV (Zorova et al., 2018). Asi la

membrana mitocondrial interna separa dos compartimientos con diferente concentracion de
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protones, lo que produce diferencias en la concentracion quimica de los mismos y en la
distribucion de la carga. Este gradiente de protones permite a la ATP sintasa utilizar el flujo
de protones para producir ATP a partir de adenosina difosfato (ADP) y fosfato organico, por
tanto, mientras mayor sea el PMM mayor sera la capacidad de energia de la membrana interna
y potencialmente mayor sera la sintesis de ATP (Sanchez & Arboleda, 2008).

Los niveles de PMM y ATP se mantienen a nivel constante, aunque pueden fluctuar
acorde a las necesidades fisiologicas de la célula. Sin embargo, cambios sostenidos en ambos
factores, pueden ser perjudiciales y provocar la muerte celular y diferentes patologias
relacionadas las ROS cuyo balance es critico para la homeostasis celular (Zorova et al.,
2018).

1.3.7. Potencial de oxido reduccion
Las ROS son moléculas altamente reactivas que se mantienen en equilibrio gracias a la
capacidad antioxidante de la célula. El potencial de 6xido reduccion (ORP) es una medida
directa del desbalance de estas especies que puede llevar al estrés oxidativo, que a su vez
producira efectos deletéreos. (Agarwal ef al., 2016). Se ha observado en el espermatozoide
que la proporcion de estas moléculas estan relacionas con la compactacion de la cromatina,
la capacitacion, la hiperactividad, la reaccidon acrosomal y la capacidad de fusion con los
ovocitos (Agarwal et al., 2016). Sin embargo, el exceso de ROS da como resultado la
peroxidacion lipidica, el dafio al ADN y la induccion de la apoptosis.

Clinicamente el estrés oxidativo generado por las ROS se traduce como bajas tasas
de fecundacion, fracaso de implantancion, en el desarrollo embrionario, abortos y bajo éxito
de las TRA (Agarwal & Danh Bui, 2017).

La motilidad, vitalidad, morfologia, concentraciéon, pH, PMM, potencial o6xido

reduccion y la capacidad del espermatozoide para llevar a cabo la RA son parametros que
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ayudan a determinar la viabilidad de la célula y su capacidad fecundante. Durante los eventos
de criopreservacion, como congelacion lenta y/o vitrificacion se ven severamente afectados.
Debido a este es imperativo encontrar nuevas metodologias criogénicas que permitan mitigar

el dafo observado a los espermatozoides.
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Capitulo II

‘ Justificacion

La implementacion de técnicas novedosas para la criopreservacion de gametos,
concretamente espermatozoides, es un area con alto potencial biomédico que permite
combatir la creciente infertilidad en el humano (Restrepo-Betancur et al., 2009; Berrios et
al., 2010; Restrepo-Betancur ef al., 2012; Casillas et al., 2018). Sin embargo, las técnicas
actuales de congelamiento tienen un elevado porcentaje de células dafiadas que no son
siempre aptas para la reproduccion asistida (Berrios & Sanchez, 2011; Berrios et al., 2010;
Ugarelli et al., 2017). Esto hace crucial la biisqueda de nuevas metodologias para asegurar la
capacidad fecundante de los espermatozoides criogénicos.

El presente trabajo de investigacion compara pardmetros de fertilidad en
espermatozoides humanos sometidos a congelacion lenta, vitrificacion mediada por el kit
Esay-Sperm® (iGLS, Alicante, Espafia) y en conjunto con el medio antioxidante
EmbryORP®, ambos facilitados por el Centro de Innovacién Tecnologica y Medicina
Reproductiva (Citmer), México. Esto, con la finalidad de sentar bases para futuras
investigaciones que validen la vitrificaciéon como el método idoneo para la criopreservacion
de espermatozoides de humano y la pertinencia de la presencia del antioxidante en el medio

de vitrificacion.
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Capitulo

‘ Hipotesis
El método de vitrificacién con antioxidante EmbryORP® tendrd como resultado, mayor
nimero de espermatozoides con pardmetros de fertilidad Optimos comparado a la

vitrificacion sin antioxidante; ésta a su vez, tendrd mayor nimero de espermatozoides

Optimos en comparacion con la congelacion lenta.
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Capitulo IV

‘ Objetivos

Comparar parametros de fecundidad entre espermatozoides preservados mediante

4.1. Objetivo general

vitrificacion suplementado con el medio antioxidante EmbryORP® con aquellos sometidos a
vitrificacidn sin suplemento y congelacion lenta.

4.2. Objetivos particulares

¢ Comparar ocho parametros de fecundidad entre espermatozoides vitrificados en
presencia y ausencia de antioxidante EmbryORP® y congelados lentamente:
o 1) motilidad
o 2)vitalidad
o 3) morfologia
o 4) concentracion
o 5)pH
o 6) Reaccién acrosomal
o 7) Potencial de membrana mitocondrial

o 8) Potencial de 6xido reduccion
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Capitulo V

Materiales y

‘ métodos

Una vez que se obtuvo la muestra del donador se realizé un espermiograma sencillo donde

5.1. Estrategia general

se evalu6 el pH y la motilidad de las células antes del procedimiento de criopreservacion.
Posteriormente, se cont6 el numero de células y se dividié en tres partes de igual volumen
para aplicar los diferentes tratamientos de criopreservacion.

Las muestras ya procesadas se mantuvieron en nitrogeno liquido un aproximado de 3
meses antes de la reanimacion. Pasado este tiempo, se midieron los pardmetros propuestos y

se compararon los resultados obtenidos (Esquema 1).

Obtencion de la
muestra

Y

Espermiograma

v ! v

Tratamiento: Tratamiento: Tratamiento:
C V+E AV
' |
Descongelacion Desyvitrificacion
A 4
Medicion de Esquema 1: Estrategia general del
parametros . . .
proyecto. Tratamiento C: congelacion
lenta. Tratamiento V+E: vitrificacion en
v presencia de antioxidante. Tratamiento V:

Comparar
resultados
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5.2. Estrategia particular

Cada tratamiento se dividio a su vez en dos viales rotulados como “A” y “B” para reanimar

las células en distinto momento y realizar las mediciones pertinentes. Las células en los

criovilaes “A” se reanimaron para evaluar su motilidad, concentracion y vitalidad tifiendo

con yoduro de propidio (PI) mas Hoechst 33342 y concentracion mediante el sistema CASA.

La motilidad, morfologia, concentracion y pH se evalud con el dispositivo LensHooke®.

Finalmente el ORP se evalud con el equipo MiOXSYS®. Tanto el LensHooke® como el

MiOXY SIS fueron proporcionados por Citmer, México. Por otro lado, el vial “B”, se utilizd

para las mediciones de vitalidad, RA 'y PMM, utilizando citometria de flujo, tifiendo las

células con PI, FITC PSA y JC-1 respectivamente. (Esquema 2). Ver Apéndice 2 para el

fundamento de cada colorante.

Motilidad

Computer-assisted
sperm analysis (CASA) T
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Concentracion
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f

Esquema 2: Estrategia
particular del proyecto. Se
muestra los equipos vy
colorantes para evaluar
cada parametro.
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5.2.1. Muestras biologicas
Con base en los requerimientos establecidos por la OMS y bajo la autorizacion previa del
Comité de Bioética del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de
México, 20 individuos humanos sanos de 22 a 40 afios donaron muestra de semen, obtenida
mediante eyaculacion y depositado en un contenedor estéril después de 48 horas como
minimo de abstinencia sexual.

5.2.2. Vitrificacion y desvitrificacion
Obtenida la muestra se dejo incubar 30 - 45 minutos a 37°C y en la atmosfera de 5% de CO»
para que licuara. Pasado este tiempo, si ain no licuaba se trabajé mecanicamente hasta lograr
la consistencia liquida deseada. Se rotularon los crioviales en donde se almacend la muestra
indicando el tratamiento: Vitrificado (V), Vitrificado suplementado con antioxidante (V+ E)
y Congelado (C), cddigo del donante, el nombre de quien procesé la muestra y la fecha de
congelacion.

Para el caso de la muestra V+E, se calculé el volumen de antioxidante EmbryORP®
necesaria acorde al volumen de semen, siguiendo la proporcion de 10 pl de antioxidante por
2 ml de muestra de semen. Tanto para la muestra V como para la V+E, se anadi6 el medio
de vitrificacion del kit Easy-Sperm® (iGLS, Alicante, Espafia), rotulado por el fabricante
como V1 y se dejo atemperar entre 5 - 10 minutos. La cantidad de V1 utilizada fue en
proporcion 1:1 con el volumen de la muestra. Se adicioné una gota de medio V1 cada 5
segundos agitando el tubo con la muestra de forma simultanea. Una vez adicionado todo el
medio se homogenizd con ayuda de una pipeta y se dejo reposar 5 minutos a 37°C.
Transcurrido el tiempo se cargd la muestra en una jeringa de 1 a 3 mililitros sin hacer

burbujas, y se afiadi6 gota a gota en un vaso con nitrégeno liquido agitando suavemente para
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formar perlas que no chocaran entre si hasta terminar todo el volumen de la muestra. Se
recolectaron las perlas generadas con ayuda de pinzas y un embudo, se cerrd el vial y se
almacend en nitrégeno liquido.

Para la desvitrificacion, como primer paso, se atemperaron 2 ml de medio del kit
Easy-Sperm® (iGLS, Alicante, Espafia) en un tubo conico de 5 ml rotulado como V2, a41°C
con bafio maria durante 15 a 20 minutos junto con 10 pl de antioxidante EmbryORP® para
el tratamiento V+E. Transcurrido el tiempo se colocd la muestra en un recipiente con
nitrogeno liquido, y con ayuda de pinzas y sumo cuidado de mantenerla cerca de los vapores,
se vertid el contenido en el tubo con medio V2; sin sacar éste del bafio maria y agitar
vigorosamente hasta deshacer las perlas sin exceder mas de unos segundos. Hecho esto, se
incubd la muestra a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente, la muestra se saco y se
centrifugd a 300 g por 5 minutos para separar las células. Se retird el sobrenadante y se
homogenizé con ayuda de una pipeta en el volumen de 1 ml de HTF (Tabla 6) suplementado
con EmbryORP® para el tratamiento V+E siguiendo la proporcion de 100 pl de antioxidante
por 10 ml de HTF, y HTF sin antioxidante para los tratamientos restantes.

5.2.3. Congelacion lenta y descongelacion
Una vez obtenida la muestra se dejo incubar 30 - 45 minutos a 37°C y con la atmoésfera de
5% de CO; para que licuara. Pasado este tiempo, si aiin no licuaba se trabajé mecanicamente
hasta lograr la consistencia liquida deseada. Se rotularon los criovilaes como se especifico
en el punto 5.2.2. Después se afiadié6 medio de congelamiento (TEST yOLK Buffer-Irvine
Scientific) en proporcion 1:1 con el volumen de la muestra. Se adicion6 una gota cada 5
segundos agitando el tubo de la muestra de forma simultanea. Una vez adicionado todo el

medio se homogeniz6 con ayuda de una pipeta y se dividio la muestra en los crioviales. Se

39



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

dejo reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente, luego 10 minutos entre 2 - 8 °C en
la parte baja del refrigerador. Posteriormente la muestra se colocé en el congelador de -18 a
-23°C por 10 minutos. Por ltimo, los viales se montaron en una escalerilla que se introdujo
de forma vertical en un recipiente con nitrégeno liquido para exponerlos a los vapores por un
periodo de 10 minutos. Finalmente, se introdujeron directamente al nitrogeno liquido
terminando su escala de descenso de temperatura.

Para descongelar primero se retir6 la muestra del nitrégeno liquido y se dejo
descongelar a temperatura ambiente durante 5 - 10 minutos. Transcurrido el tiempo se coloco
en bafio maria durante 5 - 10 minutos mas. Después se saco la muestra y centrifugd a 1200
rpm por 5 minutos mas. Se retird el sobrenadante y homogenizo6 con ayuda de una pipeta en
el volumen de 1 ml de HTF

5.2.4. Equipos
5.2.4.1. LensHooke®
LensHooke® Semen Quality Analyzer es un dispositivo capaz de evaluar cuatro pardmetros
de importancia clinica en los espermatozoides: pH, concentracién, morfologia, y motilidad,
clasificando esta ultima en motilidad progresiva, no progresiva y total acorde a la OMS. Para
ello hace uso de cassets desechables donde se colocaron 40 pl de muestra reanimada de
células resuspendidas en medio HTF con y sin antioxidante, para cada uno de los

tratamientos.
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5.2.4.2. Andlisis de semen asistido por computadora (Computer
semen analysis: CASA)
Para las mediciones de motilidad y vitalidad se utilizé el sistema CASA operado por el
software de adquisicion “Sperm Class Analyzer™® (Microptic Automatic Diagnostic
Systems), acoplado a un microscopio Nikon Labophot Fluorescente de epifluorescencia con
contraste de fase y a un aumento de 10X.

El sistema permite la evaluacion precisa, repetitiva y automatica de distintos
pardmetros del espermatozoide como: motilidad, concentracion, morfologia, fragmentacion
del ADN, vitalidad, reaccidon acrosomal y leucocitos; siguiendo los criterios de OMS u otros
definidos por el usuario.

Para la evaluacion de la motilidad se colocaron 10 pl de muestra en una cdmara sperm
track y se ajustd el programa acorde al volumen de la muestra, pH y tamafio de los
espermatozoides. Por otro lado, para la vitalidad se afiadieron 10 ul de muestra tefiida con
Hoechst 33342 (25 ng/ml), PI (10 uM) en un portaobjetos y se observd al microscopio.

5.2.4..3 MiOXSYS®
El sistema MiOXSYS hace la prueba de analisis de semen de diagndstico rapido que utiliza
la tecnologia electroquimica para la medicion cualitativa (milivoltios) del potencial de oxido
reduccion estatica (SORP) en el semen humano. Esté disefiado para medir la transferencia de
electrones de reductores a oxidantes y carlcular el ORP. Para ello utiliza sensores desechables
en donde se les coloco 10 pl de muestra.

5.2.4.4. Citometria de flujo
La citometria de flujo permite el analisis multivariable de poblaciones celulares heterogéneas

mediante la clasificacién por tamano (dispersion frontal (FSC)), complejidad (dispersion

41



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

lateral (SSC)) y la intensidad de fluorescencia. Ademas, permite discriminar particulas, restos
celulares u otros contaminantes para las evaluaciones de fluorescencia.

Para las mediciones de reaccion acrosomal y potencial de membrana mitocondrial se
utilizo el citémetro de flujo FACSCanto II (BD Becton Dickinson, #Cat: 338960). El analisis
se realizd con el software FlowJo (Tree Star, 9.3.3). Para cada para cada parametro evaluado
con citometria se utilizaron los fluorocromos mostrados en la Tabla 2 junto a su
concentracion final. Esta se determiné por curvas de titulacion previas a este trabajo. (Ver
Apéndice 1.).

Tabla 2: Descripcion fluorocromos utilizados para las mediciones de RA y

PMM
Colorante Filtro Ex (nm) Em (nm) | Concentracion
final utilizada
FITC-PSA FITC 488 516 1 pg/ml
PI PI 536 620 50 nsM
JC-1 FITC 490 516 3 uM

Al existir la superposicion en los espectros de emision de los fluorocormos utilizados
es necesario realizar una compensacion de la fluorescencia mediante el sofiware FACSDiva.
Para compensar se requiere adquirir 5 000 eventos de células sin tefiir, de células positivas
para la fluorescencia verde tefiidas con FITC-PSA y de células positivas para la fluorescencia
en rojo tefiidas con PIL.

Se realizaron curvas de calibracion para cada uno de los colorantes utilizados para

encontrar la dosis minima para las mediciones. Ver Apéndice 1.
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El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 en el software Prism 6. Como primer
analisis se realizo una prueba de normalidad D" Agostino-Pearson a los datos para determinar
si tenian comportamiento ajustado a la distribucion normal. En la Tabla 3 se muestra la
prueba estadistica utilizada para cada parametro evaluado.

Tabla 3: Prueba estadistica utilizada para cada uno de los parametros

evaluados con una significancia de p < 0.05
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Capitulo VI

' Resultados

6.1. Motilidad
6.1.1. CASA

Descongelada la muestra se cont6 el nimero de células en una cadmara Makler y se ajust6 la
concentracion a 10 x 10° ¢élulas por mililitro para cada uno de los tratamientos, cuando fuese
necesario. El sistema CASA cuenta con un software de analisis “Sperm Class Analyzer™”
que sigue la trayectoria de la cabeza mediante la adquisicion de videos cortos y los resultados
se depuraron eliminando restos celulares.

El porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y no progresiva para los
tres tratamientos se muestra en las Figura 10 y 11. Contrario a lo esperado, el tratamiento C
resulté en mayor porcentaje de espermatozoides con motilidad progresiva y no progresiva en
comparacion al tratamiento V+E. Por otra parte el tratamiento V dio un mayor niimero de
células con motilidad progresiva que el tratamiento con V+E, pero valores similares en

referencia a la motilidad no progresiva. En la Figura 12 se muestra la suma de los valores de

motilidad.
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Figura 10. La presencia de EmbryORP® no
mejora la motilidad progresiva en comparacion
a la vitrificacion sin antioxidante y la
congelacion lenta. La motilidad progresiva de
espermatozoides descongelados después del
proceso de Vvitrificacibn en ausencia de
antioxidante y congelacion lenta fue mayor que el
tratamiento con antioxidante. Se midi6 el
porcentaje de motilidad progresiva mediante el
equipo CASA. (n = 17). La prueba de Kruskal-Wallis
mostrd que existe una diferencia significativa entre
los tratamientos V+E y C (p = 0.0404).

Figura 11. La presencia de EmbryORP® no
mejora la motilidad no progresiva en
comparacion a la congelacion lenta. La
motilidad no progresiva de espermatozoides
vitrificados en presencia y ausencia de
antioxidante fue menor a la cantidad obtenida por
la congelacion lenta. El andlisis se hizo mediante
el equipo CASA (n = 17). La prueba de Kruskal-
Wallis mostr6é que no existe diferencia significativa
entre los tres tratamientos y en la motilidad (p =
0.0991).
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Figura 12. La presencia de EmbryORP® no
mejora la motilidad total de los
espermatozoides en comparacion a la
congelacion lenta. La motilidad total de
espermatozoides vitrificados en presencia vy
ausencia de antioxidante fue menor a la cantidad
obtenida por la congelacién lenta. El analisis se
hizo mediante el equipo CASA (n = 17). La prueba
de Kruskal-Wallis mostr6 que no existe una
diferencia significativa entre los tres tratamientos y
en la motilidad (p = 0.1417).
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6.1.2 LensHooke®

Se midi6 de igual forma la motilidad progresiva y no progresiva de los espermatozoides

descongelados con en el dispositivo LensHooke®. La intencion fue comparar los datos con

el equipo CASA convencional y este equipo comercial de facil utilizacion para validar su

funcionamiento.

La medicion se realiza afiadiendo 40 pl de muestra en un casete especial para el

equipo que son de alto costo, por lo que en este caso so6lo se compar6 la muestra V con V+E.

Se hizo lo mismo para los pardmetros de pH y morfologia.

Encontramos de forma similar que con el sistema CASA, no existe diferencia

significativa entre los tratamientos de motilidad progresiva (Figura 13) y no progresiva

(Figura 14) entre los tratamientos en presencia y ausencia del antioxidante EmbryORP®. En

la Figura 15 se muestra la suma de los valores de motilidad.
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Figura 13. La presencia de EmbryORP®
no mejora la motilidad progresiva de
espermatozoides vitrificados. La
motilidad progresiva de espermatozoides
vitrificados en presencia y ausencia de
antioxidante fue la misma. El andlisis se
hizo mediante el equipo LensHooke®. (n =
19). La prueba T-student reveld que no
hay diferencia significativa entre los dos
tratamientos y la motilidad. (p = 0.8675)
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Figura 14. La presencia de EmbryORP®
no mejora la motilidad no progresiva de
espermatozoides vitrificados. La
motilidad no progresiva de
espermatozoides vitrificados en presencia
y ausencia de antioxidante fue similar. El
andlisis se hizo mediante el equipo
Lenshooke® (n = 19). La prueba T-student
reveld que no hay diferencia significativa
entre los dos tratamientos y la motilidad. (p
=0.7424)
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Figura 15. La presencia de EmbryORP®
no mejora la motilidad no progresiva de
espermatozoides vitrificados. La
motilidad total de espermatozoides
vitrificados en presencia y ausencia de
antioxidante no fue estadisticamente
diferente. El analisis se hizo mediante el
equipo Lenshooke® (n = 19). La prueba
Mann-Whitney revel6 que no hay diferencia
significativa entre los dos tratamientos y la
motilidad. (p = 0.7274)

6.2. Vitalidad

6.2.1. CASA

Se analiz6 también la vitalidad con el sistema CASA tifiendo con Hoechst 33342 (25

ng/ml) y de PI (10 pM) para discernir entre las células vivas y muertas. Una vez filtrado los

datos se encontr6 que existe diferencia significativa de la vitrificacion con y sin antioxidante

con la congelacion lenta (Figura 16).
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Contrario a lo esperado, la mayor supervivencia se dio en la muestra conservada por

congelacion lenta, mientras que el porcentaje de células vivas en los tratamientos V+E y V

fue igual.
4 100

£ 9 Figura 16. La congelacion lenta tiene como

E = N resultado espermatozoides con un mayor

2 * porcentaje de vitalidad que la vitrificacion

g 40 en presencia o ausencia de EmbryORP®,

2 20 El promedio de células vivas después de la

e congelacién fue mayor comparado con la

g 20 supervivencia observada en la vitrificacion,

o sin importar la presencia de EmbryORP®.EI

& 10 andlisis se hizo mediante el sistema CASA (n

: = 19). La ANOVA de una via revel6 que existe

V4E y c una diferencia significativa entre la

congelacién con los otros dos tratamientos (p

Tratamiento =0.0038).

6.2.2. Citometria
La vitalidad de los espermatozoides también se evalu6 por citometria de flujo tiiendo
con PI (50 nM). La Figura 17 muestra que la vitalidad fue mayor en los espermatozoides
congelados lentamemente, resultado que coincide con lo obtenido mediante CASA. Existe

diferencia significativa entre V+E con V como con C.

4 100
< 90 * Figura 17. La congelaciéon lenta y la
= g0 vitrificacidon sin antioxidante tienen como
S 7 * resultado espermatozoides con un mayor
o 60 porcentaje de vitalidad que la vitrificacion
5 . en presencia de EmbryORP®. El promedio
g 20 de células vivas después de la congelacion y
5 vitrificacién sin suplemento fue mayor a la
£ 30 supervivencia observada en la vitrificacion
§ 20 con antioxidante. El andlisis se hizo mediante
w10 citometria de flujo (n = 16). La ANOVA de una
0 via reporta que existe una diferencia
V+E v c significativa entre el tratamiento V+E con V y

Tratamiento C (p = 0.0052)
\
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6.3. Concentracién

6.3.1. CASA

La concentracion se evalu6 por el sistema CASA para los tres tratamientos antes y después

de la criopreservacion. Se encontrd que existe clara diferencia en la concentracion antes y

después del procedimiento, perdiéndose una gran cantidad de células. (Figura 18).

Se evaluaron por separado los tratamientos para discriminar de mejor manera si existe

o no diferencia en la concentracion de espermatozoides. A pesar de no haber diferencias

significativas, la congelacion lenta dio como resultado menor nimero de células recuperadas

mientras que la vitrificacién tuvo un mayor porcentaje (Figura 19).

-

Y4

vl

Tratamientos

ellos.

El analisis se hizo mediante el sistema
CASA (n =19). La ANOVA de una via
reportd que no existe diferencia en la
concentracion y los tratamientos (p =
0.5484).

b
160 * )
© *
S 140
\m . -7
€ = 120 Figura 18. La concentracion de
— - - - -
o E espermatozoides se ve disminuida
O~ 100 P .7
i despuées del proceso de congelacion.
c S 80 Existe una clara diferencia en la
2 < concentracién espermatica antes 'y
© S 60 después del proceso de criopreservacion
S < 40 sin importar la presencia o ausencia de
Q EmbryORP® o si se congelan lentamente
8 20 los espermatozoides. El andlisis se hizo
0 mediante el sistema CASA (n =19). La
Antes V+E v C ANOVA de una via reportd una diferencia
Tratamientos significativa antes y después de la
: congelacion (p < 0.0001).
45 )
©
A 40
\m . - - -
g =35 Figura 19. La presencia de antioxidante
— -7 7 g
L E 30 no afecta la concentracion espermatica
e o 2 después de la congelacion. Aungue se
c S observa una concentracion ligeramente
2 < 20 mayor de células en los tratamientos V+E
o© o 15 y V, en comparacién al tratamiento C, no
S0 existe una diferencia significativa entre
e
o
O
V+E % C
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6.3.2 LensHooke
De igual forma se evalud la concentracion en el equipo LensHooke® después del proceso de
criopreservacion para cada tratamiento. Se tomo el valor dado por el sistema CASA de la
concentracion previa al tratamiento de criopreservacion para hacer la comparacion entre
antes y después del tratamiento, debido a que por cuestiones de costo, no se utilizo6 el equipo
LensHooke® para la medicion inicial.

En a Figura 20 se muestra que existe diferencia significativa en la concentracion
antes y después de la congelacion de forma similar a lo reportado por el sistema CASA.
También se evaluaron por separado los tratamientos V+E y V para discriminar de mejor
manera si existe o no una diferencia en la concentracion de espermatozoides. No se encontrd
diferencia significativa ante la presencia o ausencia de EmbryORP® (Figura 21) aunque la

vitrificacidon sin suplemento dio mayor numero de células, similar a lo observado por el

sistema CASA.

4 160 . — A
20 *
S 140
3 .
= 120 Figura 20. La concentracion
S espermatozoides se ve disminuida
E — 100 después del proceso de congelacion.
5 E 80 Aunque se observa una concentracion
%% ligeramente mayor de células en los
c © 00 tratamientos V+E y V, en comparacion al
5 40 tratamiento C, no existe una diferencia
g - significativa entre ellos. El analisis se hizo
o a ‘ mediante LensHooke®y el sistema CASA
5 0 (n =19). La ANOVA de una via report6
< Antes V+E v una diferencia significativa antes vy

Tratamiento después de la congelacion (p < 0.0001).
o
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Tratamiento ambos tratamientos (p = 0.2050).
-

6.4. Morfologia

Se analiz6 la morfologia de los espermatozoides desvitrificados en presencia y

ausencia antioxidante a través del equipo LensHooke®. Se encontré que existe diferencia

significativa en el porcentaje de células con morfologia 6ptima entre ambos tratamientos.

(Figura 22). Este porcentaje fue mayor en el tratamiento vitrificado sin suplemento.

Optima(%)

Espermatozoides con morfologia
o R, N W s U o N2 E8E
(e

V+E

Tratamiento

~

Figura 22. Existe un mayor numero de
espermatozoides con morfologia Optima
después de la criopreservacion en ausencia
de antioxidante. El porcentaje de
espermatozoides con buena morfologia fue
mayor después del proceso de congelacién en el
tratamiento sin antioxidante. El andlisis se hizo
en el equipo LensHooke® (n = 19). La prueba T-
student report6 que existe una diferencia entre la
morfologia y ambos tratamientos (p = 0.0477).

Figura 23. El dispositivo LensHooke® carece de la resolucion suficiente para

discriminar entre las distintas morfologias que puede presentar el espermatozoide. Sin
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embargo, toma fotografias y hace un promedio del largo, ancho de la cabeza y largo de la
cola para compararlo con un valor fijo establecido por la OMS (Tabla 3) (WHO, 2010). De

esta forma determina el grado de morfologia en las células.

Figura 23. Fotografias representativas tomadas por el LensHooke® para determinar la
morfologia de los espermatozoides.

6.5 pH
En la Figura 24 se muestra el valor de pH del medio una vez desvitrificados los
espermatozoides. Se encontr6 que existe diferencia significativa en el pH del medio
influenciado por la presencia de EmbryORP®. El tratamiento sin antioxidante tuvo valores
maés cercanos a un pH fisioldgico, mientras que la presencia de EmbryORP® lo disminuy6 a

valores cercanos a 7.
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Figura 24. La presencia de EmbryORP®
reduce el pH del medio una vez
desvitrificados los espermatozoides. Sin
antioxidante el valor del pH es mas fisiologico
cercano a 7.4 mientras que la presencia de
EmbryORP® lo disminuye. El andlisis se hizo en
el equipo LensHooke® (n = 19). La prueba de T-
student reportd que existe diferencia
significativa entre los tratamientos (p = 0.0003).

6.6. Potencial de 6xidoreduccién

Se evalud el potencial de 6xido-reduccion en espermatozoides desvitrificados con y sin

antioxidante mediante el equipo MiOXSYS®. Para el tratamiento V+E se reservd una

alicuota de 150 pl de muestra que se resuspendio, después de la centrifugacion, en medio

HTF sin suplemento para calcular el valor de ORP de las células. Se normaliz6 el valor de

ORP dividiendo entre la concentracion de células (1x10° células / ml) y se reportan los

valores como

mv

106células x ml’

En la Figura 25 se observa que existe una diferencia significativa en el potencial de

los espermatozoides suplementados con EmbryORP® en comparacion con aquellos sin el

suplemento. La presencia del antioxidante disminuye el ORP de las células.

53




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

4 30 * R

x

3

e 25

<

=

< 20

—

~

>

E=15 Figura 25. EI ORP de espermatozoides

9 = posterior a la criopreservacion se ve

S 10 disminuido en presencia de EmbryORP®. Se

e encontro una diferencia significativa en el ORP de

S 5 espermatozoides vitrificados en presencia de

c . . J TN . .

e antioxidante. El analisis se hizo mediante el

o 0 equipo LensHooke® (n = 19). La prueba de Mann-
V+E Whitney reporté que existe una diferencia entre

Tratamiento los tratamientos y el ORP (p < 0.0138).
- j

6.7. Reaccién acrosomal

Se evaluo el estado del acrosoma de los espermatozoides después del proceso de congelacion

para los tres tratamientos. En la Figura 26 se observa que hay un menor porcentaje de RA

en el tratamiento V+E, a diferencia de los tratamientos V y C con valores similares entre si.

4 100

Espermatozoides reaccionados (%)
Ol—‘NUJ-bU‘IO\\IOO//O
O

V+E

\Y

Tratamiento

Figura 26. El antioxidante EmbryORP®
preserva mejor el acrosoma de
espermatozoides posterior a la
criopreservacion. Se encontrd una
diferencia significativa en el estado del
acrosoma en los espermatozoides
vitrificados en presencia del antioxidante
con aquellos vitrificados sin suplemento y
congelados de forma lenta. El analisis se
hizo mediante citometria de flujo (n = 16)
La ANOVA de una via reportd que existe
una diferencia en el estado del acrosoma
del tratamiento V+E con Vy C (p < 0.001).

En los experimentos de RA se incluyeron ionomicina y DMSO como control es

positivo y negativo, respectivamente. El ion6foro aumenté de forma significativa el nimero
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de células reaccionadas a pesar de tratarse de células no capacitadas. En cambio, el porcentaje
de reaccion con DMSO fue similar al valor de reaccion espontanea. Ver Apéndice 3.1.

6.8. Potencial de membrana mitocondrial

El Gltimo parametro evaluado fue el PMM tifiendo las células con JC-1. Se encontrd
que los espermatozoides vitrificados en presencia de EmbryORP® tienen un menor
porcentaje de células con alto potencial mitocondrial, en comparacién a la vitrificacion sin
suplemento y la congelacion lenta; estos dos ultimos tratamientos sin diferencia significativa
(Figura 27).

Una vez realizada la medicion de PMM se afiadi6 CCCP como control positivo
esperando que disminuyera la fluorescencia de color rojo, y se concentrara la fluorescencia
en color verde, caracteristico de células con bajo PMM. Esto con la finalidad de comprobar

que los cambios obsevardos reflejaran el PMM de los espermatozoides. Ver apéndice 3.2.

33

4 100 h
X 99
= * Figura 27. El antioxidante EmbryORP®
E 6 * disminuye el PMM de espermatozoides
25 posterior a la criopreservacién. El
c tratamiento de vitrificacion con
o4 .. .
°© antioxidante dio como resultado un
5 numero menor de células con bajo PMM a
8 2 diferencia de los dos tratamientos
‘g 1 restantes. El analisis se hizo mediante
5 citometria de flujo (n = 16). La ANOVA de
o0 . . .
K una via reportd que el tratamiento V+E es

ViE v ¢ diferente a los tratamientos Vy C (p <
Tratamiento 0.0485)
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Capitulo VII

‘ Discusion

Ademas de su potencial en otras areas, la criopreservacion de espermatozoides ha
sido durante mucho tiempo, una gran herramienta para combatir la infertilidad masculina y
para lograr el embarazo de mujeres que asi lo desean, a través de TRA (Barbas &
Mascarenhas, 2009).

A pesar del éxito de las técnicas actuales de criopreservacion como la congelacion y
vitrificacion, durante el proceso los efectos osmoticos y biofisicos reducen, ademas de la
concentracion y vitalidad, la capacidad fecundante de los espermatozoides por el deterioro
en las membranas celulares, la motilidad, dafios al acrosoma y otros parametros que afectan
su integridad estructural y funcional (Lin ef al., 1998). Ademas, el evento de congelacion es
una situacion estresante en donde las células a menudo sufren también dafio atribuido a la
generacion de ROS (Thomson ef al., 2009).

En este trabajo se abordd la problematica planteada al probar el kit comercial de
vitrificacion Easy-Sperm® suplementado con el antioxidante EmbryORP® para evaluar
diferentes parametros de fecundidad, en comparacion a la congelacion lenta.

A diferencia de lo reportado por Aizpurua y colaboradores (2017) se encontré una
baja motilidad en los tratamiento V+E y V, en comparacion a la congelacion lenta. Esta baja
motilidad se puede deber al bajo PMM dado por el EmbryORP®.

Se ha observado que, en el espermatozoide de raton y humano, el PMM esta

directamente relacionado con la motilidad. Espermatozoides con alto PMM son
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morfoldgicamente normales con una alta capacidad de produccion de ATP y por tanto alta
motilidad (Agnihotri ef al., 2016). Los espermatozoides congelados carecen del antioxidante
y por tanto reportan una mayor motilidad PR y NP. Se observa lo mismo al comparar los
tratamientos V+E y V, donde la vitrificacion sin el suplemento da una mayor motilidad a las
células después del proceso de congelacion.

Se ha demostrado que existe una fuerte correlacion positiva entre el PMM vy la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Suski er al., 2011). Esto debe a que el
PMM determina el gradiente electroquimico en la matriz de la mitocondria que permite la
sintesis de ATP. Ante un bajo PMM se produce menos energia y también menor
concentracion ROS, lo cual disminuye el valor de ORP (Agarwal et al., 2016); tal y como se
muestra en la Figura 22 el EmbryORP® disminuyo¢ el valor de ORP.

Esto también va en concordancia con el valor de pH ya que se ha reportado que una
alcalinizacion del medio induce la producciéon de ROS (Selivanov et al., 2008). El
tratamiento de V tiene un pH mads alcalino, por tanto, un mayor ORP y una mayor
concentracion de ROS. Ademas, el pH juega un papel importante en la motilidad. Chen y
colaboradores (2014) evaluaron el efecto de diferentes valores de pH sobre la motilidad y
otros parametros, y concluyen que la motilidad alcanza un pico méximo a un pH de 7.2, pero
declina a valores mas acido y alcalinos.

Esta baja concentracion de ROS puede explicar la preservacion del acrosoma
observada en el tratamiento V+E. Los espermatozoides son altamente susceptibles a las ROS
debido a la composicion especifica en su membrana plasmatica, ya que contienen acidos
grasos poliinsaturados, que son estructuralmente inestables y propensos a la peroxidacion

lipidica (Agarwal & Danh Bui, 2017). Esto podria explicar por que hay una menor tasa de
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RA espontéanea en las células vitrificadas con el antioxidante. Zhang y colaboradores (2019)
reportd que espermatozoides con bajo PMM tuvieron una tasa baja de RA, lo cual va acorde
a los resultados obtenidos.

Estéd reportado que los espermatozoides vitrificados tienen un mayor porcentaje de
vitalidad (Aizpurua ef al., 2017), sumado a esto con la menor cantidad de ROS era de esperar
que hubiera una mayor supervivencia en el tratamiento de vitrificacion con el antioxidante.
Sin embargo, y para nuestra sorpresa, no fue asi. Incluso, la mayor tasa de mortalidad se
observo en el tratamiento V+E. Esto se puede deber a que existe un delicado equilibrio entre
las ROS y los antioxidantes para proteger a la célula de las lesiones oxidativas y tener una
buena actividad fisiologica (Wagner et al., 2018). Es posible que la cantidad de antioxidante
utilizada baje a niveles criticos la concentracion de las ROS y esto repercuta en la vitalidad
celular ya que sirven como mensajeros celulares (Zorov et al., 2014).

Este balance critico entre las ROS y la capacidad antioxidante de la célula puede verse
implicado en otros pardmetros como la concentracion y morfologia de los espermatozoides.
Aunque se esperaba lo contrario, se encontrd que en ambos casos la presencia de
EmbryORP® tiene efectos negativos en las células. Una vez mas, es factible que la cantidad
de antioxidante utilizada no sea la adecuada.

De igual forma es importante considerar el hecho que los procesos de
criopreservacion, por lo general, disminuyen la capacidad antioxidante de los
espermatozoides. Esto se hace al diluir el semen en algin medio especial, lo cual baja la
concentracion de especies antoxidantes endogenas que ayudan a mitigar la generacion de
ROS como son las enzimas la SOD, GPx y CAR (Liu et al., 2018), y también moléculas no

enzimaticas como el glutation (Ogata ef al., 2015) o la vitamina E (Pahune ez al., 2013).
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El estilo de vida del donador también influye en la concentracion de ROS en el liquido
seminal. Se ha reportado que las ROS puede derivar de fuentes externas como la
contaminacion, alcohol, tabaco, metales pesados y algunas drogas que afecten la capacidad
antioxidante natural del semen (Phaniendra et al., 2015). Los protocolos de congelamiento
utilizados hacen uso del semen total de la muestras, mientras que otros protocolos separan
las células del resto del liquido seminal para quedarse con los espermatozoides mas aptos
(Mohamed, 2015). En un trabajo futuro podria hacer caso de estos protocolos y procesar
unicamente los espermatozoides y ver su impacto.

En 2017 Aizpurtia y colaboradores compararon diferentes parametros de fertilidad de
espermatozoides congelados de manera lenta y vitrificados, con el kit Easy-Sperm®. Entre
estos pardmetros evaluaron la morfologia y la concentracion. Ellos reportaron una mejora en
los espermatozoides vitrificados. Nuestros resultados van acorde a este trabajo, donde se
obtuvo una mayor concentracion espermatica con el tratamiento V.

Se observd un menor porcentaje de células con morfologia dptima en el tratamiento
V+E, pero las dimensiones de la cabeza y de la cola entre los tratamientos V+E y V fue
similar. Esto indica que la morfologia no se ve afectada por la presencia del antioxidante. Lo
mas seguro es que esto se deba a una menor concentracion espermatica en el tratamiento
V+E que repercute directamente en la proporcion de células con morfologia dptima detectada
por el equipo. Al comparar los valores obtenidos con los valores establecidos por la OMS
(Tabla 3) se encontr6 una diferencia significativa para ambos tratamientos. Esto indica que
es el proceso de vitrificacion lo que dafia la morfologia celular y no la presencia de

EmbryORP® (Figura 28).
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o 30 e s . .
= vitrificacion. Las dimensiones de la cabeza y de
g 25 la cola de los espermatozoides fue similar sin
= 20 importar la presencia o ausencia de antioxidante,
15 sin  embargo, fueron significativas en
10 * « comparaciéon al valor establecido por la OMS
5 kL * como un valor 6ptimo para el tamafio de la
0 . [ | cabeza y la cola. (n = 19) Las pruebas ANOVA
Largo (Cabeza)  Ancho (Cabeza) Largo (Cola) reportaron que e_X|ste una diferencia S|gn|f|cat.|va
entre los tratamientos con el valor establecido
mV+E mV mOMS por la OMS (p < 0.0001 para cada prueba).
g
Tabla 3. Promedio de las dimensiones de la cabeza y la cola de los
espermatozoides (um) después de la vitrificacion en presencia y ausencia de
antioxidante EmbryORP® comparado con el valor establecido por la OMS.
Tratamiento | Largo de Valor Ancho Valor Largo Valor
la cabeza | establecido de la establecido | dela establecido
(um) por la OMS | cabeza por la cola | porla OMS
(um) (um) | OMS (pm) | (pm) (um)
V+E 5.3 34 28.22
4.1 2.8 45 1
A% 5.19 3.32 34.22

Lamentablemente no se pudo comparar el efecto de la vitrificacion y congelacion con

la morfologia, sin embargo, es importante tener en cuenta que la formacion de cristales de

hielo es el principal factor que afecta fisicamente la morfologia y la integridad de la estructura

de los espermatozoides. Durante la congelacion lenta ocurren eventos de osmosis que alteran

la estructura de la célula, mientras que la vitrificacion evade este problema con un descenso

drastico de la temperatura. Por ello resulta prudente también evaluar este parametro para

conocer el efecto de ambos procesos de criopreservacion sobre las células.

60




UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Capitulo VI

‘ Conclusiones

1. La vitrificaciéon con EmbryORP® disminuy6 la motilidad PR y NP.

2. La vitrificaciéon con EmbryORP® tuvo menor vitalidad en comparacion a la
vitrificacion sola y la congelacion lenta.

3. La presencia de EmbryORP® no afectd la concentracion espermatica durante el
proceso de vitrificacion.

4. La presencia de EmbryORP® no altera la morfologia de los espermatozoides, pero la
vitrificacion si.

5. La presencia de EmbryORP® neutraliza el pH del medio celular.

6. La presencia de EmbryORP® disminuye el ORP.

7. La vitrificacion con EmbryORP® preserva mejor el acrosoma a diferencia de la
vitrificacion sola y la congelacion lenta.

8. La vitrificacién con EmbryORP® tiene como resultado menor PPM en comparacion

con la vitrificacion sola y la congelacion lenta.
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Capitulo IX

. Perspectivas

¢ Como perspectivas de este trabajo considero que para conocer el verdadero impacto
del antioxidante sobre las células hace falta afiadir dos tratamientos mas: 1) Frescos
y 2) Congelacion lenta + EmbryORP®. Con esto tratamientos se podria evaluar las
células antes y después del proceso de congelacion y saber si los resultados
observados se deben al antioxidante, o a la criopreservacion que sufrieron las células.

¢ Esimportante también evaluar los protocolos de criopreservacion en espermatozoides
separados del semen.

¢ Considero importante evaluar la actividad del antioxidante sobre espermatozoides
astenospérmicos y oligoatenospérmicos para conocer su potencial médico.

0 Por ultimo, evaluar los espermatozoides vitrificados en presencia de EmbryORP®en
experimentos de inseminacion artificial y evaluar alteraciones en los embriones

derivadas del antioxidante.
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L. Apéndices
1. Curvas de titulacion
1.1. Vitalidad
1.1.1. Separacion por swim-up

Las muestras de semen de humano se obtuvieron por masturbacion y se dejaron licuar
30 a 60 minutos en una incubadora a 37°C con atmésfera de 5%. En tubos de ensayo se
agregaron primero 400 pl de muestra y se inclinaron 45° respecto a la base en una gradilla.
Luego se adiciond lentamente por la pared Iml del medio celular HTF No Capacitante o
medio celular HTF Capacitante (Tabla 6), dependiendo el propodsito de la muestra. La
gradilla se meti6 en la incubadora a 37°C y con 5 % de CO, durante una hora. Al concluir el
tiempo se colocaron los tubos en posicion vertical y se recuperd la fraccion superior de la
muestra sin mover el fondo. Se junt6 la muestra en tubos distintos para los medios HTF No-
Capacitante y HTF-Capacitante. De cada tubo se extrajeron 10 ul para hacer un conteo
estimado de la cantidad de espermatozoides por medio del uso de una camara de conteo
“Makler” y un microscopio Nikon Labophot Fluorescente de epifluorescencia con contraste
de fase y a un aumento de 10X.

1.1.2. Tincion con Hoechst 33342 e Yoduro de propidio

Con el fin de encontrar la concentracion adecuada y minima necesaria para detectar
el cambio en la vitalidad de las células se probaron, dos colorantes que permiten discriminar
entre los espermatozoides vivos y muertos: Hoechst 33342 e yoduro de propidio
respectivamente.

Se probaron por separado distintas concentraciones de los colorantes sobre Is dilucion

de 1x10° espermatozoides por mililitro separados por swim-up en medio HTF No
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Capacitante. Las concentraciones probadas para Hoechst 33342 fueron: 1, 5, 10, 25 y 50
(ng/ml). Por otro lado, PI se ensay6 con 1,5, 10,y 50 (uM). Ambas curvas de titulacion se
hicieron con base en trabajos previos realizados en el laboratorio.
1.1.3. Evaluacion de la vitalidad por CASA

En las células marcadas con Hoechst 33342 se observo Is diferencia clara en la
fluorescencia de las células a 25 ng/ml en comparacion con las demds concentraciones, por
lo que se eligio esta concentracion para medir la vitalidad celular al ser evidente el brillo
intenso en células vivas y un brillo débil en las muertas. En PI las células se percibieron de
forma nitida con 10 uM a diferencia de las demas concentraciones, donde la luminiscencia

era tal que se perdia la forma del espermatozoide (Figura 29).

A B

Figura 29. Comparacion entre dos concentraciones diferentes de Hoechst 33342 e yoduro
de propidio para observar la vitalidad de los espermatozoides por microscopia. (A) Hoechst
33342 25ug/ml (arriba) y 1 ug/ml (abajo). (B) Pl 10 uM (arriba) y 50 uM (abajo). Se eligié para
Hoechst 33342 1ug/ml y para yoduro de propidio 5nM.
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1.2. Reaccidn acrosomal

1.2.1. Capacitacion

La muestra se proceso por swim-up de igual forma que en el apartado 4.1.1.1. Se

ajusto la concentracion de células a 30x10%/ml y se dejaron de 5 a 6 horas en la incubadora
a 37°C con atmosfera de 5% de CO, en medio capacitado suplementado con bicarbonato y
albumina. Ese es el tiempo que se ha visto previamente en el laboratorio que es suficiente
para promover la capacitacion de los espermatozoides en estas condiciones.
1.2.2. Induccion de la reaccion acrosomal
Los espermatozoides se separaron por swim-up y se capacitaron como se muestra en
laseccién 1.1.1.y 1.2.1. respectivamente. Se retiraron los tubos de la incubadora y se repartid
la muestra en 300 pl en tubos diferentes. En un tubo se agregaron espermatozoides sin tefir,
otro con y sin ionomicina que sirve como inductor de la reaccidon acrosomal, mas un ultimo
tubo con espermatozoides muertos tefiidos con yoduro de propidio.
1.2.3. Tincicon con FITC-PSA
Se dejaron incubando durante 30 minutos a 37°C con atmosfera de 5% de CO,.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd durante 5 min a 200 rpm. Se descarté el sobrenadante
y se adicioné 1 ml de medio celular HTF No-Capacitante. Posteriormente se aiadi6 la
concentracion de FITC-PSA deseada y se esper6 30 minutos cubriendo las muestras de la
luz.
1.2.4 Interpretacion de datos
Las células de interés se seleccionaron en un gate o ventana, que permite resaltar de
manera especifica la poblacion de células o particulas de interés basado en el tamafio o FSC-

A (forward scatter — Area o dispersion frontal - Area) y la complejidad celular o SSC-A (side

81



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

scatter — Area o dispersion lateral- Area), para excluir particulas contaminantes mediante la
creacion de un “gate” o ventana. (Figura 30-A). Se realizo6 el segundo filtro y se purgé la
poblacion de dobletes o agregados que pasaron al mismo tiempo por el laser. Para ello se
grafico FSC-A contra FSC-H (forward scatter — height o dispersion frontal — Altura) (Figura
30-B). Esto permite visualizar las células localizadas por debajo de la recta gracias a que los
dobletes tienen el mismo FSC-H pero el doble FSC-A, y analizar Gnicamente las células

localizadas sobre la recta.
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Figura 30. Experimento representativo de la interpretacion de los resultados, previa al
analisis de fluorescencia. Trazo azul representa el gate o ventana creado para extraer la
poblacion celular de interés.

1.2.5. Evaluacion del estado del acrosoma
Se probo en el primer ensayo el colorante FITC-PSA con las siguientes
concentraciones: 2.5, 1 y 0.5 (ng/ml). Ademas, se dispuso de otra curva de titulacion para
yoduro de propidio: 500, 250, 100, 50 y 25 (nM), con el fin de identificar la concentracion
minima y apta para reconocer entre las células vivas de las muertas. Ambas curvas de
titulacion se hicieron con base en trabajos previos realizados en el laboratorio.
Como resultado de este primer ensayo se encontr6 para FITC-PSA (Figura 31) que

2.5 pg/ml emitia alejado del trazo control (células sin teiiir), y, por tanto, daba lugar a un
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margen de error. Ambas concentraciones de 1y 0.5 (ug/ml) parecian certeras, sin embargo,

se decidio repetir el experimento con concentraciones por debajo a estas concentraciones.

Para PI (Figura 32) se encontr6 que 50 nM era la dosis correcta que permitia

distinguir claramente y sin margen de error entre las células vivas y muertas, al generar el

trazo mas cercano al control (células sin tefir).
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Figura 31. Experimento representativo de medicion por
citometria de flujo de la reaccion acrosomal en
espermatozoides capacitados e inducidos tehidos con
diferente concentracion de FITC PSA.

Histograma del porcentaje normalizado de células (% Max)
contra la fluorescencia de FITC-A en espermatozoides
capacitados e inducidos con A23187 (10uM) tefidos con
distintas concentraciones de FITC-PSA. ElI trazo rojo
corresponde a células vivas sin tefiir que sirvi6 como control.
Trazo azul corresponde a células vivas refidas con 2.5 ug de
FITC PSA. Trazo verde corresponde a células vivas tefidas con
1 ug de FITC PSA. Trazo naranja corresponde a células vivas
tefiidas con 0.5 ng de FITC PSA. Se observa el desplazamiento

progresivo a la derecha conforme aumenta la concentracién del
colorante.
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Figura 32. Experimento representativo de medicion
por citometria de flujo de Ila vitalidad de
espermatozoides teiidos con PI.

Histograma del porcentaje normalizado de células (%
Max) contra la fluorescencia de PI-A en
espermatozoides muertos por calor tefidos con
distintas concentraciones de Pl. El trazo rojo
corresponde a células muertas sin tefir que como
control. Trazo azul claro corresponde a células muertas
tefiidas con 25 nM de Pl. Trazo verde corresponde a
células muertas tefiidas con 100 nM de PI. Trazo azul
fuerte corresponde a células muertas tefiidas con 250
nM de PI. Trazo naranja corresponde a 50nM de Pl y se
observa inmediatamente después del trazo control.
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En el segundo ensayo para la curva de FITC-PSA (Figura 33) se utilizé las
concentraciones: 1, 0.5, 0.25, 0.1, 0.05 y 0.025 (ug/ml). Ademas, se combin6 con PI (50 nM)
para discernir entre las células muertas reaccionadas. Se encontr6 que 1 pg/ml concentraba
un mayor porcentaje de espermatozoides positivos en la fluorescencia de FITC-PSA que las
demas concentraciones favoreciendo esta concentracion como la adecuada para la medicion

de este parametro en espermatozoides (Figura 34).
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Figura 33. Grafica de puntos de la medicion por citometria de flujo de la reacciéon acrosomal
en espermatozoides capacitados e inducidos con A23187 y tehidos con distintas
concentraciones de FITC PSA. Se muestran cuatro cuadrantes: A) superior izquierdo (células
muertas, positivas para Pl), B) superior derecho (células positivas para FITC-PSA y PI), C) inferior
izquierdo (células sin tefiir) y D) el inferior derecho (células vivas positivas para FITC-PSA). Se
observa que a bajas concentraciones de colorante la poblacion de células se localiza en el
cuadrante inferior izquierdo. Puntos rojos corresponden a células vivas sin tefir. Puntos verdes
corresponde a células vivas tefiidas con 1 pug de FITC PSA. Puntos naranjas corresponde a
células tefiidas con 0.025 pg de FITC PSA. Puntos azules corresponden a células tefiidas con
0.25 ug de FITC PSA. Puntos magenta corresponden a células tefiidas con 0.05 ug de FITC PSA.
Puntos marrones corresponden a células tefiidas con 0.5 ug de FITC PSA. Puntos marrones
oscuro corresponden a células vivas tefiidas con 0.1 pg de FITC PSA.
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Figura 34. Experimento representativo de medicién por citometria de flujo de la reaccion acrosomal
en espermatozoides capacitados e inducidos con A23187 y tenidos 1 ug de FITC PSA. A) Gréfica de
puntos de la medicién por citometria de flujo de la reaccidn acrosomal en espermatozoides capacitados e
inducidos con A23187 (10 uM) tefidos con 1 ug de FITC PSA y células sin tefir en rojo. Se muestran cuatro
cuadrantes: superior izquierdo (células muertas, positivas para PI), superior derecho (células positivas para
FITC-PSA y PI), inferior izquierdo (células sin tefiir) y el inferior derecho (células vivas positivas para FITC-
PSA). Se observa que casi el 90% de la poblacion de células se localiza en el cuadrante inferior derecho.
B) Histograma del porcentaje normalizado de células (% Max) contra la fluorescencia de FITC-A en

espermatozoides capacitados e inducidos con A23187 (10 uM) tefiidos con 1ug de FITC-PSA positivos para
FITC-PSA y negativos para Pl localizados en el cuadrante inferior derecho.

Como ultimo ensayo se prob6 lug/ml de FITC-PSA en combinacion con 50 nM de
yoduro de propidio usando distintos inductores de la reaccion acrosomal, puntualmente
progesterona (4 uM) e ionomicina (10 pM). Como se ha reportado, espermatozoides
tratados con iondforos de Ca?*, ya sea ionomicina o A23187, provocan la RA de forma rapida
y en mayor cantidad de células (Harper et al., 2006; Sanchez-Cardenas et al., 2014), en
comparacion a la progesterona. Se encontr6 que la ionomicina es el inductor idéneo al

permitir la clara distincion entre las células reaccionadas de las no reaccionadas (Figura 35).
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Figura 35. Experimento representativo de medicion por citometria de flujo de la reaccion
acrosomal en espermatozoides capacitados e inducidos con progesterona e ionomicina
tefidos con 1ug de FITC-PSA. A) Grafica de puntos donde se muestran cuatro cuadrantes:
superior izquierdo (células muertas, positivas para Pl), superior derecho (células positivas para
FITC-PSA vy PI), inferior izquierdo (células sin tefir) y el inferior derecho (células vivas positivas
para FITC-PSA). B) Histograma del porcentaje normalizado de células (% Max) contra la
fluorescencia de FITC-A del total de células en los cuatro cuadrantes. C) Histograma del
porcentaje normalizado de células (% Max) contra la fluorescencia de FITC-A de las células en el
cuadrante inferior derecho. Se observa que una clara distincién entre las células sin inducir (azul)
y las células con ionomicina (verde), ademas de dos picos de distinta fluorescencia que
representan a las células no reaccionadas (pico de menor fluorescencia) y a las células
reaccionadas (pico de mayor fluorescencia). Trazo y puntos rojos corresponden a células vivas
sin tefiir. Trazo y puntos azules corresponden a células vivas capacitadas sin inducir tefiidas con1
ug de FITC PSA. Trazo y puntos verdes corresponden a células vivas capacitadas e inducias con
ionomicina (10 uM) y tedidas con 1 ug de FITC PSA. Trazo y puntos naranjas corresponden a
células vivas capacitadas e inducidas con progesterona (4 uM) y tefiidas con 1 pug de FITC PSA.
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1.3. Potencial de membrana mitocondrial

1.3.1. Tincion con JC-1

Los espermatozoides se separaron por swim-up como se muestra en la seccion 4.1.1.1.
Se retiraron los tubos de la incubadora y se hicieron alicuotas de 300 pl en tubos diferentes.
Se probaron las siguientes condiciones experimentales: 1) espermatozoides sin tediir, 2) 0.5
uM de BCECEF, 3) espermatozoides muertos tefiidos con yoduro de propidio y 4) otro para
tefiir con JC-1.

La muestra para la condicién 4) se tifi6 con la concentracién deseada de JC-1 y
después se dejo incubar 30 minutos a 37°C y a una atmdsfera 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo se centrifugd durante 5 minutos a 2400 rpm y se retir6 el sobrenadante. Por ultimo,
se resuspendid en 1 ml de medio celular HTF No-Capacitante.

1.3.2. Evaluacion del potencial de membrana mitocondrial

La interpretacion de los datos recabados por el citometro se realizé de la misma forma
que en el apartado 3.5.4.2. Para medir el potencial de membrana mitocondrial de los
espermatozoides se evalu6 el colorante JC-1 en los rangos de concentraciones: 1,2,3,4y 5
(uM). Se eligid esta curva con base en trabajos reportados donde utilizan concentraciones
cercanas (Troiano et al, 1998; Kotwicka er al, 2016;). Dicho colorante emite en dos
longitudes de onda, verde (registrada con el filtro para FITC-A 520nm) y rojo (registrada con
PI 596nm) acorde al estado del potencial de 6xido reduccion en la mitocondria. Se encontrd
que 3 uM es la dosis adecuada y minima necesaria para visualizar cambios en ambas

fluorescencias (Figura 36).
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Figura 36. Experimento representativo de medicion por citometria de flujo del potencial de membrana
mitocondrial de espermatozoides tefidos con JC-1. Histogramas del porcentaje normalizado de células (%
Max) contra la fluorescencia en FITC (A) y PI (B). Trazo azul corresponde a células sin tefir. Trazo rosa
corresponde a células tefidas con 1 uM de JC-1. Trazo negro corresponde a células tefiidas con 2 uM de JC1.
Trazo naranja corresponde a células tefiidas con 3 uM. Trazo amarillo corresponde a células tehidas con 4 uM de
JC1. Trazo morado corresponde a células tehidas con 4uM. A) Espermatozoides tefidos con distintas
concentraciones de JC-1. Se puede observar que el trazo 3uM de JC-1 (naranja) se encuentra lo suficientemente
lejos del trazo azul, permitiendo discernir un aumento o disminucion de la fluorescencia. B) El trazo naranja
muestra un bajo nimero de células normalizadas a diferencia de los demés trazos permitiendo asi distinguir
cambios en la fluorescencia.

Para comprobar que 3 uM de JC-1 en efecto, permite observar cambios en el potencial
de membrana mitocondrial, se utiliz6 cianuro de carbonilo 3-clorofenilhidracona (CCCP),
desacomplante conocido de la mitocondria que disminuye el potencial de membrana (Zhang
et al., 2018), y nicotinamida, precursor de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD™) quien

se ha reportado tiene la capacidad de aumentar el potencial (Song et al., 2017). Aunque en el
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ensayo realizado la nicotinamida no aument?6 el potencial como se esperaba, y en su lugar lo

disminuyd, se pudo detectar el cambio con ambos compuestos (Figura 37).
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Figura 37. Experimento representativo de mediciéon por citometria de flujo del potencial de
membrana mitocondrial de espermatozoides tefiidos con JC-1, CCCP y nicotinamida como
controles negativos y positivos respectivamente. Histograma del porcentaje normalizado de
células (% Max) contra la fluorescencia en FITC-A (A) y Pl (A) en espermatozoides tefidos con 3uM
de JC-1, CCCP y nicotinamida. Trazo naranja corresponde a células sin tefiir. Trazo rojo corresponde
a la fluorescencia registrada con 3 uM. Trazo azul corresponde a células tefidas con 3 uM de JC-1
mas CCCP. Trazo verde corresponde a células tenidas con 3 uM de JC-1 y nicotinamida. Se observa
ante esta concentracion se puede distinguir claramente cambio en el potencial de membrana por CCCP
0 nicotinamida sin invadir sobre el trazo control.
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2. Apéndice de tablas

Tabla 4. Reactivos utilizados para el ensayo de vitalidad

Tabla 5. Reactivos para ensayo de reaccion acrosomal en citometria
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Tabla 6. Reactivos para ensayo de potencial de membrana mitocondrial

Tabla 7. Medios utilizados
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3. Imagenes suplementarias

3.1. Controles para reaccion acrosomal.

Figura 38. Porcentaje de reaccion acrosomal
espontanea inducida por ionomicina en
espermatozoides después de la
criopreservacion. El porcentaje de
espermatozoides reaccionados en el tratamiento
con ionomicina fue superior en todos los
tratamientos y significativo en comparacion al
porcentaje de reaccion acrosomal espontanea y
con DMSO. ElI control negativo de DMSO no fue
estadisticamente significativo con el porcentaje
de reaccidn espontanea para la vitrificacion en
presencia de antioxidante y congelacion lenta,
pero si fue significativo en la vitrificacion sola. El
andlisis se hizo en citometria (n = 13). Se realizd
un ANOVA de una via para cada tratamiento con
sus respectivos controles. Estos reportaron lo
siguiente: V+E p <0.011, Vy C p<0.001.

Tratamiento

m Sin CCCP m CCCP

Figura 39. Disminucion del PMM en
espermatozoides después de la
criopreservacion ante la adicion de CCCP. El
PMM disminuyé de forma significativa ante la
adicion del desacoplante de la mitocondria
CCCP en los tratamientos V y C. A diferencia del
tratamiento V+E donde no hubo diferencia
significativa.

El andlisis se hizo en citometria (n = 13). El
andlisis se hizo en Citometria (n = 13) Se realizd
una prueba T-student para cada tratamiento y se
obtuvo lo siguiente: V+E p = 0.1458, Vy C p <
0.001.
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