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JUSTIFICACION

La evoluci-n de la criobiologZa ha conseguido establecer procedimientos
razonablemente eficaces para la criopreservaci-n de espermatozoides humanos,
sin embargo los efectos de la congelaci-n y la descongelaci-n siguen siendo
letales.® Son poco conocidos los eventos f2sicos y bioqu2micos que ocurren durante
la congelaci-n, almacenamiento y descongelaci-n en el espermatozoide, as? como
los m®todos para detectar los dafos criog®nicos. Es de este modo como las c®lulas
sobrevivientes pueden sufrir lesiones estructurales y cambios metab-licos que
limitan su funci-n biol-gica. Dichos efectos ocurren incluso si el periodo de

congelaci-n es muy corto, por lo que resultan inevitables.

El objetivo de cualquier protocolo de congelaci-n es prevenir la formaci-n letal de
cristales de hielo intracelular, controlar grandes fluctuaciones en su volumen y
reducir el dafo de la membrana que acompafa los cambios de fase inducidos por
las bajas temperaturas. Tambi®n es bien conocido que si un esp®cimen de semen
tiene una capacidad baja de fertilizaci-n antes de congelar, la capacidad no ser§
mejor al descongelar dicha muestra.

Intentos para maximizar la sobrevivencia de los espermatozoides frente a su
descongelaci-n, han llevado al desarrollo de crioprotectores con extensores para
controlar alteraciones en los solventes y solutos intra y extracelular; as? como

obtener muestras con mejor calidad y mayor tiempo de almacenamiento.?

Los estudios realizados desde el inicio de la conservaci-n de espermatozoides, no
muestran alteraciones cromos-micas tras la criopreservaci-n. Dada la baja
incidencia de los fen-menos que pudieran lesionar el material gen®tico, se ha
calculado que los espermatozoides podr2an conservarse durante muchos afos sin
riesgo apreciable de mutaciones.® Sin embargo esto no est§ relacionado con la

efectividad del esperma para fecundar, ello est§ 2ntimamente relacionado con la
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calidad de la muestra, es por ello que asegurar la calidad de la misma posterior a la

crio preservaci-n es fundamental en el grupo de donadores.
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MARCO TEORICO

INTRODUCCION.

La infertilidad se define como la incapacidad para lograr un embarazo en parejas
que llevan busc8ndolo por doce meses sin tener alg%n m®todo anticonceptivo.
Estad3sticamente la infertilidad es una enfermedad que aqueja al 15 a 20% de las
parejas, de este porcentaje m8s o menos el 40% de la veces la infertilidad tiene
como origen a la mujer, el 40% al var-ny el 20% restante de los casos de infertilidad
son causado por factores masculinos y femeninos mezclado y-o la infertilidad de

origen desconocido que aqueja al 15% de estas parejas.

Dentro de las causas femeninas de infertilidad alrededor de la mitad son problemas
hormonales-endocrinos de la mujer y la otra mitad es compartida por factores
anat- micos entre los que se distinguen la obstrucci- n tubaria, la endometriosis y las
adherencias p®lvicas. Alrededor de un 5% de los casos de infertilidad de origen

femenino puede tener como origen el %tero.

Del total de los casos de infertilidad de origen masculino la mayor parte de ellos se
manifiesta en un estudio de semen por alteraciones en la cantidad, la movilidad y la
forma de los espermatozoides. Estas tres variables afectadas pueden tener

or?genes anat- micos, infecciosos, endocrinos, cromos - micos y a%n desconocidos.

En el caso del manejo la infertilidad masculina y su tratamiento son el procesamiento

y preservaci-n del esperma dos puntos fundamentales a cuidar y analizar.

Bases bioldgicas.

AAE
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El espermatozoide es una c®lula de 45 a 50 em longitud, que se desplaza con una
velocidad promedio de 75 em/seg. Morfol-gicamente, se divide en cuatro partes

principales:

1. Elacrosoma o ves?cula acrosomal.

2. La cabeza, donde se encuentra el n%cleo que contiene ADN altamente
compactado.
La pieza intermedia, con gran cantidad de mitocondrias.

4. La cola, que contiene el axonema y las prote?nas motoras (dineina).

Los espermatozoides se producen en los tYbulos semineros de los test?culos. En
promedio, un hombre produce 4.4 millones de espermatozoides por gramo de

test2culo por d2a, o 125 millones de espermatozoides.

En el embri-n masculino, las c®lulas germinales primordiales migran al test?culo y
entran en un estado de hibernaci-n hasta la pubertad. Debido a la influencia de la
testosterona y otras hormonas, la espermatogonia se divide mit-ticamente y genera
dos cohortes de c®lulas hijas. Las c®lulas de una cohorte continvian dividi®endose
por mitosis y sirven de espermatogonias. La segunda cohorte de c®lulas entra en la
divisi-n mei-tica y se convierte en espermatocito primario (46 cromosomas
duplicados). El espermatocito primario procede a trav®s de la primera divisi-n
mei-tica y se convierte en espermatocito secundario (22 pares de cromosomas
autos-micos m8s un par de cromosomas X o un par de cromosomas Y). Despu®s
de la segunda divisi-n mei-tica, los espermatocitos secundarios se convierten en
esperm§8tides (n“samero haploide de cromosomas), los cuales se diferencian en

espermatozoides maduros.

El proceso de maduraci-n mei-tica de la espermatogonia ocurre dentro de los
tYibulos semin#eros, con las c®lulas precursoras localizadas en el borde externo del
tbulo y el espermatozoide maduro en la luz del tVbulo. Las c®lulas esperm§ticas

en desarrollo experimentan divisi-n nuclear, pero no completan la divisi-n

AAE
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citoplasmica hasta cerca del final de la diferenciacion espermética.
Consecuentemente, las células germinales en desarrollo estan conectadas por
puentes citoplasmicos en un sincitio. Este arreglo sincitial permite a la
espermatogonia diploide producir proteinas y materiales celulares para el
espermatozoide haploide. Entonces, el espermatozoide entra en el epididimo,
donde su superficie es reorganizada por secreciones absorbentes del epididimo y

por procesos internos. 4

El donador.

La donacion de esperma es el acto mediante el cual un varén cede voluntariamente,
en general de manera anénima y gratuita su semen para ayudar a otras personas
gue no pueden procrear por la via natural y lo necesitan para ser utilizado en un
proceso de reproduccion asistida. La donacion de esperma es utilizada tanto en la

inseminacion intrauterina con donante, como en la fecundacion in vitro con donante.

La donacion de esperma no es algo nuevo. Las primeras donaciones andnimas de
esperma en tratamientos meédicos de fertilidad se hicieron al inicio de los afios 1970.
Normalmente se realiza un contrato de donacion entre el donante y los receptores.
Para realizar la donacion se debe estar en edad fértii y demostrar ser
completamente sano. La inseminacién con esperma de donante anénimo produce
cientos de miles de nacimientos al afio desde los afios '80. Sélo en Estados Unidos
genera mas de diez mil nacimientos al afio. (Los donadores de esperma a traves de
tres décadas: motivaciones y actitudes. Bjgrn Bay, et. al Department of Obstetrics
and Gynecology, Aarhus University Hospital; 2014).

La fertilizacion.

m
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Cuando los espermatozoides entran en el aparato reproductor femenino,
experimentan el proceso de capacitacion. Durante la capacitacion, las proteinas y
lipidos de la membrana espermatica cambian, incluida la liberacion significativa de
colesterol de membrana, en preparacion para la interacciéon con el ovocito. El
espermatozoide penetra la capa de células del cumulus que rodea al ovocito
mediante su motilidad hiperactivada, como consecuencia de la capacitacion y de
hialuronidasa enlazada a la superficie del espermatozoide por un ancla de
glucosilfosfatidil-inositol. La movilidad espermatica y la actividad de la hialuronidasa
permiten al espermatozoide moverse a través de la matriz extracelular del cumulus
para alcanzar la zona pellcida. Al alcanzar esta zona, el espermatozoide capacitado

efectla la “reaccién acrosomal”, un proceso esencial para la fertilizacion. 4

El acrosoma es un gran granulo secretorio que contiene proteasas y hialuronidasas.
En la reaccion acrosomal, la membrana externa del acrosoma se fusiona con la
membrana plasmatica del espermatozoide y los contenidos del primero se vacian.
La fertilizacion incluye, al menos, dos pasos claves iniciales: la interaccion y
penetracion de la zona pellcida por el espermatozoide, y la fusiébn de las
membranas del espermatozoide y del ovocito. La zona pelicida es una capa
gelatinosa, no celular, compuesta por glicoproteinas y cuyas funciones principales
son el reconocimiento espermatico especie-especifico (evita la fertilizacion por
espermatozoides no humanos) y la prevencion de la polispermia (sélo un
espermatozoide podra fertilizar). El espermatozoide penetra la zona pellcida, en
parte, por el impulso mecéanico proporcionado por el flagelo y las enzimas
hidroliticas secretadas por el acrosoma, que causan interrupcion de la continuidad

de la zona pelulcida.

Cuando las membranas del espermatozoide y el ovocito se fusionan, ocurre la
despolarizacién de la membrana plasmatica del ovocito, que actia como el bloqueo
primario para la polispermia. Posteriormente, se activa la via de sefalamiento
celular inositol fosfolipido, que incrementa la concentracion de calcio citosolico e

induce a los granulos corticales submembrana para liberar sus contenidos. Los

m
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contenidos cambian la cubierta glucoproteica de la zona pelucida, con la finalidad

de prevenir la unién de espermatozoides. 4

Mecanismo de lesion del espermatozoide

El funcionamiento de la célula y a las alteraciones que en ella provoca el estrés
oxidativo, que esconde una de las grandes paradojas del metabolismo de los seres
vivos: mientras la gran mayoria de la vida compleja requiere del oxigeno para su
existencia, el oxigeno es, a su vez, una molécula altamente reactiva que dafia las
células. La oxidacion, un fenomeno imprescindible para la vida. La oxidacion es un
fendbmeno natural e inevitable, gracias al cual es posible la vida. Para el
funcionamiento de nuestras células se requiere oxigeno. Los organismos aerobios
extraen energia de la glucosa que obtienen de sus alrededores al oxidarla con el
oxigeno del aire que respiran. EI metabolismo —el conjunto de reacciones
bioquimicas y procesos fisicoquimicos que ocurren en una célula- esta
fundamentado en los procesos de oxidacion y de reduccion. Oxidacion es el proceso
quimico por el que un atomo pierde electrones, convirtiéndose en inestable.
Reduccion es el proceso por el que el atomo adquiere electrones, estabilizandose.

Ambos fenémenos guardan habitualmente un equilibrio. °

Es posible detectar cambios apoptéticos en las membranas plasmaticas y
mitocondriales de fracciones seminales con baja motilidad de pacientes infértiles.
Recientemente, la determinacion de radicales libres ha tomado particular interés
porque pueden estar involucrados en el mecanismo del dafio al espermatozoide en

situaciones de infeccion, traumatismo o autoinmunidad. ©

El mecanismo mas importante de producciéon del dafio en el ADN del
espermatozoide puede ser la presencia de un empaquetamiento anémalo de la
cromatina, debido a una protaminacion insuficiente, y a la produccién de radicales

libres de oxigeno (ROS) y apoptosis. La presencia de radicales libres de oxigeno ha
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merecido una atencion especial, tanto por su papel en la fisiologia como por su
implicacién en las enfermedades de la reproduccién humana. La presencia de
estrés oxidativo tiene lugar cuando hay una produccion excesiva de especies
reactivas de oxigeno por parte de los leucocitos o por los espermatozoides
anormales y/o se produce una disminucién de la capacidad antioxidante del semen.
En diversos estudios se ha descrito que la presencia de radicales libres de oxigeno

es una causa importante de lesion en el ADN del espermatozoide. °

Son muchas las posibles causas de dafio al DNA espermatico, incluyendo
apoptosis, estrés oxidativo asociado con infecciones del tracto genital, exposicion a
agentes quimicos, y/o defectos de la espermatogénesis asociada con la retencion

de citoplasma residual excesivo. ’

Las técnicas de reproduccion asistida se han transformado en el tratamiento de
eleccion en casos de infertilidad femenina y masculina, pero sin embargo las tasas
de embarazo permanecen en niveles suboptimos en los casos de factor masculino
severos. La calidad de los espermatozoides es uno de los factores que determinan
el éxito de las técnicas de reproduccion asistida. 8

La infertilidad

La infertilidad es un problema comun que afecta a una de cada seis parejas. Puede
ser definida como la incapacidad de completar un embarazo luego de un tiempo
razonable de relaciones sexuales sin tomar medidas anticonceptivas. Las causas
del incremento en la prevalencia de la infertilidad son dificiles de establecer. Este
aumento podria deberse por lo menos a cuatro factores: postergacion del momento
en que se decide tener hijos, alteraciones en la calidad del semen debido a habitos
como el tabaquismo y el alcohol, cambios en la conducta sexual y eliminacion de la
mayoria de los tables. El estudio de la pareja infértil siempre se ha enfocado
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considerando diferentes factores: el ovulatorio (presente en alrededor de 30% de
las parejas), el uUtero-tubarico-peritoneal (se observa alrededor de 20% de las
parejas), el de migracion del semen (10% de los casos) y el masculino (30% de las
parejas). Cerca de 40% de todas las parejas infértiles presentan una combinacion
de factores y aproximadamente el 15% no evidencia ninguna alteracién objetiva que

lleve a un diagnéstico definido. °

Tratamiento.

El primer informe de la utilizacion de la fertilizacion in vitro es debido a Pincus,
trabajando con conejos en 1930. En 1953 se informa el primer nacimiento de un
nifio por inseminacién con semen congelado por Bunge y Sherman. En 1955 se
llevé a cabo el Primer Congreso Mundial sobre Esterilidad y Fertilidad. En el afio
1964, en las recomendaciones del IX Congreso Internacional de Derecho Penal,
celebrado en La Haya, se planteaba que las leyes nacionales reconocieran el aborto

legal y la posibilidad de la inseminacion artificial con consentimiento de los esposos.
9

El nacimiento en Inglaterra en 1978 del primer "bebé probeta” constituyd un
momento culminante para la ciencia. A partir de ese momento, miles de parejas se
han beneficiado con el empleo de esta y otras técnicas de reproduccion asistida. En
1984 se realizo la primera transferencia de un embrion al Utero de otra mujer que

no era la madre genética en Los Angeles (EEUU) por Boston.

Todo esto ha traido como consecuencia que en los paises en los cuales
comenzaron a aplicarse tales técnicas surgieran numerosos problemas ético-
legales, que han hecho necesario modificar las legislaciones existentes, o incluso la
creacion de nuevas leyes, que regulen diversos aspectos de la filiacion, la herencia,

la paternidad, el derecho de familia e incluso, el derecho a la vida. 1°
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La inseminacion terapéutica con semen de donante.

Se utiliza mundialmente para tratar a parejas con azoospermia, o infertilidad
masculina severa, en parejas que portan enfermedades genéticas conocidas que
pueden transmitirse a través de los espermatozoides del var6n, o en mujeres
solteras. Los bancos de semen con donantes anénimos han representado un
aspecto importante de la medicina reproductiva durante décadas. En la actualidad,
y desde el advenimiento del ICSI (inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides) y de los diferentes procedimientos quirdrgicos para obtencion de
espermatozoides epididimarios y testiculares, muchos pacientes con azoospermia
o infertilidad masculina severa recurren a estos procedimientos antes de recurrir a
la inseminacion terapéutica con semen de donante. Los resultados reproductivos
para prueba de embarazo positiva con la inseminacion terapéutica con semen de
donante son de 12.3% por ciclo y 38% por paciente para un grupo de mujeres con
edad promedio de 33 afios y un promedio de 2.4 inseminaciones por paciente (Don
P. Wolf et al; 2001 University Fertility Consultants, Portland, and Women’s Care
Fertility Center, Eugene, Oregon).

Evaluacién de donantes: Las principales caracteristicas a observar en la selecciéon
del donante para ITD son 11,
1. La ausencia de enfermedades infectocontagiosas sexuales.
2. Ausencia de enfermedades hereditarias familiares conocidas por el donante.
3. El donante debe ser mayor de 18 y menor de 50 afios.
4. Estado de salud psicolégico y fisico adecuado.
5. Poseer un semen con caracteristicas suficientes para sobrevivir a la

congelacion con garantias.

Screening del semen: Se sugiere que se examinen varias muestras (abstinencia de

2 a 3 dias) antes de proceder con una evaluacion mas amplia. La muestra debe ser
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examinada dentro del periodo de 30 minutos a una hora posteriores a la eyaculacién
en un recipiente estéril. Los criterios utilizados para juzgar la normalidad de la
muestra varian de laboratorio a laboratorio, pero en general se utilizan los

establecidos por la OMS*?;

Mayor volumen: > 1.5 ml.

Mayor motilidad espermatica: 32% con movimiento activo en direccion
progresiva.

Mayor concentracion espermatica: 15 x 10° de espermatozoides méviles/ml.
Mayor morfologia espermatica: > 4 % morfologia normal.

Mayor crio-sobrevida: 50% de movilidad inicial.

Los criterios de seleccion de donadores de esperma en el banco de semen del

Centro de Fertilidad IECH se comentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios de seleccion de donadores, en base a parametros espermaticos.

Volumen >2 ml

Cuenta total motil pre capacitacion > 100 millones
Cuenta total motil post capacitacion >70 MILLONES

Vitalidad >80 %
Ph 8.0-85
Morfologia kruger > 4%
Fragmentacion de DNA <12 %

La prueba de descongelacion se realiza a una dilucion 1:3 (para obtener minimo
tres viales, siguiendo las especificaciones del protocolo Crioprotect || Nidacon), cada
1 ml (1 vial) debe contener 40 millones totales, para que posterior a realizar el lavado

se obtenga una muestra con una CTM de 20 millones.

En la primera entrevista se recomienda que el donante se someta a un examen
fisico que incluya la evaluacion de flujo uretral y se descarte la presencia de

verrugas o Ulceras genitales, asi como realizar el screening de laboratorio de rutina,
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antes de reclutarlo en el programa!®'3, También se recomienda realizar el escrutinio

completo de enfermedades infecciosas, tal como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Pruebas de laboratorio recomendadas en la seleccion de donadores de esperma.

Obtener inicialmente en sangre; no repetir el estudio a menos que exista una

VDRL
indicacion clinica.
Virus
hepatitis B, y
hepatitis C.  Obtener inicialmente y repetir cada seis meses.
Antigenos de
superficie
Neisseria
gonorrhoeae Cultivos en semen, orina o uretra para obtener inicialmente y repetir cada 6
Chlamydia  meses o mas frecuentemente si existe indicacién clinica.

trachomatis

Citomegalovi
rus (CMV)
Anticuerpos

séricos

Anticuerpos
séricos para
HIV

Si son positivos (IgG) se sugiere utilizar solamente con receptoras que sean
positivas para CMV. Repetir cada 6 meses y no utilizar muestras con
cuarentena si el donante desarrolla un titulo de anticuerpos sugerentes de

enfermedad reciente con CMV (IgM).

Un resultado positivo debera confirmarse con la técnica Western Blot antes de
notificarselo al donante. Si el estudio es negativo se pueden obtener muestras
de semen para criopreservacion. El donante debe ser testeado nuevamente en
180 dias para HIV, y las muestras se liberan para uso, solo si los resultados son

negativos.

Criopreservacion

La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y

funcionabilidad celular a temperaturas bajas. La criobiologia se refiere a entender

los efectos de las temperaturas bajas sobre los sistemas celulares ya que el tiempo

biolégico es una consecuencia de determinadas reacciones bioquimicas y el frio

prolonga el tiempo bioldgico puesto que enlentece estas reacciones. Sin embargo,
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este no es un proceso exento de problemas ya que puede inducir variaciones
extremas en las propiedades quimicas, térmicas y eléctricas las cuales pueden
alterar las membranas celulares, los organelos y la delicada interaccion célula-célula

inherente en las células y tejidos a criopreservar.'?

La estructura y composicion de las membranas plasmaticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de
criopreservacion, su comportamiento durante la congelacién y descongelacion
definira los indices de supervivencia de la célula congelada. Los periodos criticos
para la sobrevida celular durante la criopreservacion son la fase inicial del

congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisioldgicas.*®

Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor dafio en los
procesos de congelacion en general debido a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos, la transicion de lipidos fluidos a solidos se da a una
temperatura de 10°C - 16°C alterando de esta manera las funciones de la membrana
y dandole un alto grado de fragilidad, durante la deshidratacion celular que tiene
lugar en el proceso de congelacion se puede presentar una pérdida de lipidos lo
cual afectaria la integridad de la membrana plasmatica por pérdida de su capacidad

de expansion durante la rehidratacién al volver a condiciones isoténicas.®

Transporte a traves de las membranas durante la congelacion y

descongelacion

La bajas temperaturas (asociadas al aumento de la rigidez de la membrana) y la
rapidez (décimas de segundo) con la que suceden los cambios osmaticos en los
procesos de congelacion y descongelacion hacen muy dificil el movimiento de
moléculas a través de la membrana mediante procesos de transporte activo
(dependientes de ATP), la disminucién de temperatura desde 25°C a 10°C reduce
en un 60% la actividad de las bombas dependientes de ATP y la difusién facilitada
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0 como transporte (transporte concomitante de dos moléculas a través de la mem-
brana dependiente una de ellas de ATP y/o iones H+), en consecuencia, los
procesos de difusion y 6smosis son los que predominan en los momentos de estrés

osmatico.18

La difusion es un proceso mediante el cual las moléculas de una sustancia tienden
a alcanzar una distribucion homogénea en todo el espacio que les es accesible. La
O0smosis es un caso especial de difusion en el que es el movimiento del disolvente
el que se estudia, y se define en funcidn de los solutos. La 6smosis es el movimiento
del agua desde soluciones con baja concentracién de soluto hasta soluciones con
alta concentracion de soluto y la presion osmdética es la presion hidrostatica que se
genera a través de una membrana semipermeable con un gradiente de

concentracion al lado y lado, depende del nimero de particulas de la solucién.’

La lesion celular crio inducida se explica en funcion de la formacién de hielo
intracelular y el estrés osmotico al que se ven sometidas las membranas celulares
durante la congelacién, Merryman propone la hipétesis del volumen celular minimo
gue relaciona el efecto de la deshidratacién producida durante la concentracién de
solutos y la muerte celular con la vuelta a las condiciones isotonicas después de la
congelacion (chogue osmdtico), el volumen celular minimo se basa en que el
volumen se reduce en relacion al aumento de la osmolaridad extracelular, a medida
qgue la célula pierde volumen por la pérdida de agua, la compresion del contenido
citoplasmatico aumenta la resistencia de la célula a seguir perdiendo volumen, y al
excederse la resistencia fisica de la membrana se produciran cambios irreversibles
en su permeabilidad, en este caso los crioprotectores actuarian reduciendo por sus
propiedades coligativas la cantidad de hielo formado a una temperatura

determinada.t®

Congelacion de espermatozoides
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A pesar de que los espermatozoides fueron los primeros tipos de células crio
preservadas, ?° intentos de mejoramiento para su criopreservacion son objeto de
investigacion, principalmente por la pobre sobrevida de estas células en pacientes
con infertilidad y problemas oncolégicos. No hubo avances significativos hasta el
descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del glicerol en espermatozoides
de toro, abriendo asi una opcion viable para campos como la reproduccion asistida
en humanos. El éxito relativo de la criopreservacion del semen ha mostrado avances
significativos en el intercambio internacional de animales genéticamente superiores,
biotecnologia, conservacion de especies en extincion y medicina reproductiva

humana.

La criopreservacion de espermatozoides humanos ha evolucionado empiricamente,
usando tasas de congelamiento de hasta 100-200°C/min y medios basados en
glicerol con citrato de yema de huevo, sin embargo otros estudios sugieren tasas de
sobrevida exitosa utilizando etilenglicol.?* Sin embargo, estos protocolos deben ser

re-examinados con estrecha atencion al dafio causado por la criopreservacion.

La caracterizacion de la criobiologia del espermatozoide se empez6é hace
aproximadamente veinte afios, determinando diferentes parametros de los
espermatozoides, entre ellos los cambios bioquimicos, estatus energético,
integridad de la membrana, temperatura de transicion de fase de la membrana
lipidica, integridad de elementos subcelulares y morfologia de acrosoma.??

Los principales problemas incluyen tasas de enfriamiento no uniformes entre
alicuotas del mimo eyaculado y dificultades en mantener reproducibles las
condiciones de congelacion. Congeladores programables en los cuales circulan los
vapores de nitrégeno liquido en una tasa controlada permiten curvas de
enfriamiento mas reproducibles, permitiendo mantener las temperaturas para hacer

el seeding manual.?®
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Estudios mas recientes han sugerido que la permeabilidad de la membrana
espermatica a temperaturas supracero es mas alta que la de otros espermatozoides
de mamiferos. Esta alta permeabilidad puede ser por la presencia de proteinas que
forman canales selectivos para el agua; se ha sugerido que las células con alta
permeabilidad al agua y baja energia de activacion (< 6-7 kcal/mol) tienen canales
especificos para el agua o aquaporinas (AQP), siendo esta una explicacién teorica
para los espermatozoides.?* Se ha reportado abundante expresién de AQP7 vy
AQPS8 en testiculos. Estudios indican que AQP7 aparece solamente en estados
tardios de la espermatogénesis y estd presente en pequefias cantidades en

espermatozoides maduros.

Técnicas de congelacion de semen

La congelacion de semen es una técnica que permite conservar y mantener
espermatozoides a bajas temperaturas (196 grados centigrados), sin pérdida de su
capacidad fértil, durante largos periodos de tiempo. Hay que tener en cuenta que el
proceso de congelacién afecta la calidad espermaética, en especial a la movilidad.
En principio, no hay parametros espermaticos especificos que podamos relacionar
con la supervivencia espermatica. Las técnicas de congelacion para muestras de
donadores son: congelacion en viales, congelacién en pajillas, congelacion en

perlas. 2°
Es preciso sefialar también que durante el periodo de almacenamiento las muestras

pueden sufrir alteraciones que se pueden traducir en una supervivencia nula

después de la descongelacion.

Medios crioprotectores
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Los medios crioprotectores deben ser soluciones isoosmoticas con el plasma
seminal, de semejante forma idnica, capacidad tampén y un pH cercano a la
neutralidad. Existen dos tipos:
Permeables Aquellos que entran en las células y desplazan el agua para
ocupar su lugar, evitando asi la formacion de cristales de hielo intracelular
durante la congelacion lenta (metanol, glicerol, dimetilsulfoxido, etilenglicol,
etc.).
No permeables Sustancias incapaces de difundir al citoplasma. Actian como
tampon osmotico favoreciendo la deshidratacion celular (azucares,

lipoproteinas de la yema de huevo y proteinas de alto peso molecular). 2°

Proceso de congelacion.

* Preparaciéon de la muestra.
* Adicion del crioprotector.
» Congelacién en viales.

« Envasado y almacenamiento a bajas temperaturas.

Actualmente no hay ningun articulo realcionado donde mencione el impacto de la
criopreservacion en la calidad de la muestra espermatica exclusivamente en un

grupo de donadores.

AAE
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Constantemente se modifican los procedimientos de congelamiento a fin de obtener
mejores resultados en los indicadores de funcionalidad espermética, para lograr de
esta forma mayores porcentajes de embarazos (Stornelli et al., 2005).

Las causas mas frecuentes de pérdida de la funcion celular producidas por
congelamiento, son alteraciones de la membrana plasmatica, dafio mitocondrial,
deterioro en la integridad del ADN y aumento en la produccion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS), todas con un efecto negativo sobre los indicadores
esenciales para la fecundacién (Desrosiers et al.; 2006; Ngmwuttiwong &
Kunathikom, 2007; Yildiz et al., 2007).

Las objeciones a este proceder son las mismas que las expresadas para la
inseminacion con semen fresco. A estas se afiade el riesgo por los efectos de la
congelacion-descongelaciéon sobre el futuro embrién. Su principal ventaja esta en
gue como medio un periodo de latencia antes de que el semen sea utilizado, es
posible realizar las pruebas necesarias para el diagnostico de enfermedades como
el SIDA y la hepatitis B.

Es el objetivo del presente estudio el de evaluar el impacto de la criopreservacion
del semen de donador en la calidad del mismo, tomando como base el estado inicial
y considerando que en ese estado de temporalidad basal, el semen se encontraba
en O6ptimas condiciones, cumpliendo en conformidad con los criterios internaciones

de seleccién como donante.
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HIPOTESIS

La criopreservacion del esperma afecta la calidad de la muestra, disminuyendo
significativamente la cuenta por ml, la motilidad, y la cuenta total motil en un grupo

de donadores.

AAE
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar el impacto de la criopreservacion en el esperma, de la poblacion de

donadores del Instituto para el Estudio de la Concepcion Humana (IECH) en el

periodo comprendido entre noviembre del 2011 a diciembre del 2013.

Objetivos Especificos

Determinar las variables sociodemograficas y clinicas fundamentales de los
donadores.

Determinar la calidad pre criopreservacion de las muestras de semen.
Establecer el estado de la calidad de las muestras posteriormente a la
criopreservacion de las muestras.

Contrastar los anteriores resultados y determinar el impacto de la
criopreservacion en la calidad de las muestras espermaticas.

Determinar las caracteristicas de las muestras criopreservadas en donadores
tomando como referencia el espermograma basal y la prueba de
descongelacion.

Determinar el valor que de la cuenta total motil pre congelacién para obtener
un minimo de 20 millones de espermas en la cuenta total motil post-

congelacion en las muestras de los donadores.

AAE
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MATERIALES Y METODOS

Disefo del Estudio

Se realizara un estudio observacional, trasversal, retrospectivo, analitico
comparativo en la poblacion de donadores del Instituto para el Estudio de la
Concepcién Humana (IECH) en el periodo comprendido entre noviembre del 2011
a diciembre del 2013.

Al acudir el donador a la primera entrevista personal, en la que se proporciona una
informacion general del banco de semen y sobre los apartados relacionado con la
donacién, asi como el proceso de seleccion. Se le entrega un test psicolégico en
presencia de un especialista. Acude a una 22 cita donde se lleva a cabo un primer

estudio de la muestra de semen. La muestra se considerara valida si esta tiene:

Un minimo de espermatozoides maviles progresivos en fresco = 80-90 X 106,

Morfologia normal segun el criterio estricto de Kruger (mayor al 4%).

En caso de aceptar la prueba acudira a una 3er cita, en la que ademas de repetir la
valoracion del espermograma completo, se analizara la capacidad del semen de
sobrevivir al proceso de congelacién-descongelacion, se realiza también la prueba
de fragmentacion del DNA y se realizard un cultivo microbiologico de la muestra,
para descartar Candida albicans, Ureaplasma urealyticum, Micoplasma hominis,
Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, entre otro. Para superar esta
prueba, el semen debe mostrar, tras la descongelacion un recuento de 20 X 109, de
espermatozoides moviles progresivos por mililitro y estar libre de gérmenes y
patégenos. Ademas de descartar las enfermedades infectocontagiosas (VIH, VHB,
VHC, VHZ, CMV, VDRL).
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Comprobados negativos los andlisis anteriores, el candidato debera firmar los
consentimientos informados pertinentes para utilizar las muestras, con la finalidad

de lograr gestaciones.

Congelacién de semen:

La congelacion de semen es una técnica que permite conservar y mantener
espermatozoides a bajas temperaturas (196 grados centigrados), sin pérdida de su
capacidad fértil, durante largos periodos de tiempo. Hay que tener en cuenta que el
proceso de congelacion afecta la calidad espermatica, en especial a la movilidad.
En principio, no hay pardmetros espermaticos especificos que podamos relacionar
con la supervivencia espermatica. Las técnicas de congelacién para muestras de
donadores son: congelacién en viales, congelaciéon en pajillas, congelacion en
perlas.

Es preciso sefalar también que durante el periodo de almacenamiento las muestras
pueden sufrir alteraciones que se pueden traducir en una supervivencia nula

después de la descongelacion.

Crioprotectores:

Los medios crioprotectores deben ser soluciones iso-osmaticas con el plasma
seminal, de semejante forma ionica, capacidad tampon y un pH cercano a la
neutralidad. Existen dos tipos:
Permeables Aquellos que entran en las células y desplazan el agua para
ocupar su lugar, evitando asi la formacion de cristales de hielo intracelular
durante la congelacion lenta (metanol, glicerol, dimetilsulfoxido, etilenglicol,
etc.).
No permeables Sustancias incapaces de difundir al citoplasma. Actian como
tampon osmotico favoreciendo la deshidratacion celular (azucares,

lipoproteinas de la yema de huevo y proteinas de alto peso molecular).

Proceso de congelacion:

* Preparacién de la muestra.
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* Adicién del crioprotector.
» Congelacién en viales.

* Envasado y almacenamiento a bajas temperaturas.

Preparacion de la muestra:

Después de recabar la muestra, se deja 30-45 minutos para su completa
licuefaccion. Se realiza un andlisis basico de la muestra. Posteriormente se
concentra mediante centrifugacion a 400 g, durante 5 minutos. Se elimina el
sobrenadante hasta el dejar el pellet diluido en un volumen de plasma de
aproximadamente 1 ml. El volumen varia, si la muestra es mayor a 3 ml se diluye a
1.5 ml.

Adicién del crioprotector:

Anadir el crioprotector (Nidacon ®) previamente atemperado, en proporcion 1:3.
Debe ser cuidadosa y realizarse lentamente (gota a gota) de manera que evitemos

un choque osmatico a las células espermaticas.

Congelacién en vial:

Se utilizan viales de 1 ml y los 0.3 ml sobrantes se utilizan para llevar a cabo las

pruebas de descongelacion.

Envasado y almacenamiento a bajas temperaturas:

Posterior a colocar la muestra en viales se deja equilibrar de 30 a 60 minutos en el
refrigerador, luego se deja de 30 a 60 minutos en vapor de nitrdgeno; posteriormente
se pone en contacto directo con nitrogeno liquido en su bastdén correspondiente
previamente identificado, donde permanecera almacenado hasta el momento de su

utilizacion.

Descongelacion:

El proceso de descongelacion consiste en sumergir el vial en agua a 37° C durante

4 minutos, finalizando con la preparacion, segun el tratamiento que vayamos a
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realizar. Si la muestra se encuentra previamente capacitada solo se lavara y
concentrard la muestra, de lo contrario se realizara capacitacion espermatica post

descongelacion.

Poblacion y Muestra

El presente estudio sera llevado a cabo en el Instituto para el Estudio de la
Concepcién Humana (IECH) en el periodo comprendido entre noviembre del 2011
a diciembre del 2013.

En el estudio se incluiran a todos los donadores que cumplan en conformidad con
los criterios establecidos en el presente estudio, por lo que al ser de caracter

poblacional no se determin6 tamafio de muestra.

Grupos de Estudio

El presente estudio incluye a todos los donadores que cumplan los criterios de
seleccidn, siendo este el grupo base unico, sin embargo los datos se evaluaran y
contrastaran como correlacionados, segmentado el grupo de manera pre o post

criopreservacion.

Posteriormente se dividieron los 36 donadores en dos grupos evaluando los mismos
datos tomando como referencia la cuenta total motil normal (cuenta, movilidad, y
morfologia) del espermograma basal. En el primer grupo se encontraban los
donadores con una cuenta total motil normal (CTMN) por debajo de 40 millones en
el espermograma basal, y el segundo grupo aquellos que se encontraban por arriba

de esa cifra (CTMN arriba de 40 millones).

AAE
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Se realizé una segunda divisibn de los 36 donadores para formar otros dos

diferentes grupos evaluando los mismos datos ahora tomando como referencia la

cuenta total motil normal x ml. en la prueba de descongelacion. En el primer grupo

se encontraban los donadores con una cuenta total motil normal (CTMN) por debajo

de 7.5 millones x ml. en el espermograma de la prueba de descongelacién, y el

segundo grupo aquellos que se encontraban por arriba de esa cifra (CTMN x ml.

en la prueba de descongelacion arriba de 7.5 millones).

Criterios de seleccion.

Criterios de Inclusién:

Donadores que acudan al Instituto para el Estudio de la Concepciéon Humana
(IECH) en el periodo comprendido entre noviembre del 2011 a diciembre del
2013.

Donadores con edad entre los 18 y los 25 afios.

Donadores con una muestra con un Volumen mayor a 2 ml.

Donadores con una muestra que presente cuenta total motil pre capacitacion
> 100 millones.

Donadores con una muestra que presente una cuenta total motil post
capacitacién >70 millones.

Donadores con una muestra seminal que presente una Vitalidad >80 %.
Donadores con una muestra seminal que presente un pH entre 8.0 y 8.5.
Donadores con una muestra seminal que presente una Morfologia (OMS) >
30%.

Donadores con una muestra seminal que presente una Fragmentacion de
DNA <12 %.

Donadores con una muestra seminal negativa a los patdgeneos Virus
hepatitis B, y hepatitis C., Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis,

Citomegalovirus (CMV) y Anticuerpos séricos para HIV.
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Criterios de Exclusion:

Muestras incorrectamente manejadas.

Muestra que por decision posterior del donador deba ser retirada.

Criterios de Eliminacion.

Muestras incorrectamente preservadas.
Muestras incorrectamente descriopreservadas.

Muestras incorrectamente manejadas.

Instrumentos y Procedimientos

Se elaboré un instrumento estandarizado en donde se capturaron todas las
variables en estudio, relacionados con la calidad del esperma y los datos clinicos y
sociodemogréficos basicos; los datos seran vaciados a una base de datos
desarrollada en Excel 2013 y analizados en el programa IBM SPSS Statistics 21.
Se obtendran, de todas las variables evaluadas, los estadisticos descriptivos
tradicionales, tales como las medidas de tendencia central (media, mediana y
moda), medidas de dispersion (varianza, desviacion estandar y coeficiente de
variacion) y medidas de posicidén (cuartiles, quintiles y deciles) en el caso de las
variables cuantitativas, asi como las frecuencias observadas en las variables de tipo

cualitativas.

Los valores de estudio seran contrastados segun de manera pre y post intervencion
mediante pruebas de hipotesis para medias y proporciones, segun sea el caso para
cada tipo de variable (cuantitativas y cualitativas respectivamente) a una
confiabilidad del 95%. La presencia 0 ausencia de asociacion y correlacion en
variables cuantitativas o cualitativas se realizara mediante las pruebas de Ji2 y
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Correlacion de Pearson o Sperman respectivamente; todo lo anterior a una
confiabilidad del 95%.
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RESULTADOS

Durante el presente estudio, se logro contar con un total de 36 donadores (N) con
un total de 2012 muestras (N) analizadas pre y post congelacion. A continuacién en
la tabla 1, se muestran los datos demogréficos (Edad, peso, talla, indice de masa
corporal, el nimero de hijos, la cantidad de cigarros que fuman al dia y la
fragmentacion de DNA del espermograma basal) de los 36 donadores.

Tabla 1

Hijos | Cantida| Fragmenta

4 8 30
1.7756 24.6765 1.75 3.25 7.733
23.00 75.000 1.7500 23.6292 2.00 3.00 7.000
232 70,02 1.72 23,392 2 22 6,02

2.236 13.202 .07109 3.08473 .500 1.832 2.3332

-118 1.720 .536 1550 -2.00 1.184 450
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En la siguiente tabla (Tabla 2), se grafica el porcentaje del total de muestras que

corresponden a cada uno de los 36 donadores.
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Tabla 2
A
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A continuacién en la tabla 3, se muestran los siguientes resultados (nimero de
viales, concentracion de espermas pre congelacion en millones/mililitro, porcentaje
de movilidad pre congelacion, cuenta total motil pre congelacion, concentracion de

espermas post congelacion en millones/mililitro, porcentaje de movilidad pos
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congelaciéon, y por ultimo cuenta total motil post congelacion) del total de las
muestras entregadas de los 36 donadores. (N2012)
Tabla 3

POST
CONC
(Mill/ml)

T de Student

Desviacion Media de error

estandar estandar

Lo rojo es estadisticamente significativo

mediante la prueba de T de Student a un 95% de confianza I
en negrita lo que es estadisticamente superior a lo subrayado I

A continuacion (tabla 4) se muestran todas las muestras recogidas de un primer

grupo donde se encontraban los donadores con una cuenta total motil normal

(CTMN) por debajo de 40 millones en el espermograma basal, se analizaron los
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siguientes resultados (concentracion de espermas pre congelacion en
millones/mililitro, porcentaje de movilidad pre congelacion, cuenta total motil pre
congelacion, concentracion de espermas post congelacion en millones/mililitro,
porcentaje de movilidad pos congelacién, y por dltimo cuenta total motil post

congelacion).

Tabla 4. Grupo con CTMN - / 40 millones en el espermograma basal

88.80 595.00

48.54 595.00 22.07 0.90
49.66 597.00 8.03 0.33 0.000
46.98 597.00 14.63 0.60
45.77 592.00 32.39 1.33 0.000
23.21 592.00 12.79 0.53

Lo rojo es estadisticamente significativo

mediante la prueba de T de Student a un 95%

de confianza

A continuacion (tabla 5) se muestran todas las muestras recogidas de un segundo
grupo donde se encontraban los donadores con una cuenta total motil normal
(CTMN) por arriba de 40 millones en el espermograma basal, se analizaron los

siguientes resultados (concentracion de espermas pre congelacion en
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millones/mililitro, porcentaje de movilidad pre congelacion, cuenta total motil pre
congelacién, concentracion de espermas post congelacion en millones/mililitro,
porcentaje de movilidad pos congelacién, y por ultimo cuenta total motil post

congelacion).

Tabla 5. Grupo con CTMN = 40 millones en el espermograma basal

Desviacion Media de error

estandar estandar

Lo rojo es estadisticamente significativo

mediante la prueba de T de Student a un 95%

de confianza

A continuacion (tabla 6) se muestran todas las muestras recogidas de un tercer
grupo donde se encontraban los donadores con una cuenta total motil normal
(CTMN) post prueba de descongelacion por debajo de 7.5 millones x ml. en el
espermograma basal, se analizaron los siguientes resultados (concentracion de
espermas pre congelacion en millones/mililitro, porcentaje de movilidad pre
congelacion, cuenta total motil pre congelacion, concentracion de espermas post

AAE
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congelacién en millones/mililitro, porcentaje de movilidad pos congelacion, y por
ualtimo cuenta total motil post congelacion).

Tabla 6. Grupo con CTMN x\!,,r-?.S millones x ml prueba de descongelacion

Desviacion Media de error

estandar estandar

Lo rojo es estadisticamente significativo

mediante la prueba de T de Student a un 95%

de confianza

A continuacion (tabla 7) se muestran todas las muestras recogidas de un cuarto
grupo donde se encontraban los donadores con una cuenta total motil normal
(CTMN) post prueba de descongelacion por arriba de 7.5 millones x ml. en el
espermograma basal, se analizaron los siguientes resultados (concentracion de
espermas pre congelacion en millones/mililitro, porcentaje de movilidad pre

congelacion, cuenta total motil pre congelacion, concentracién de espermas post

AAE



IMPACTO DE LA CRIOPRESERVACION SOBRE LA CALIDAD
ESPERMATICA EN UN GRUPO DE DONADORES IECH - 2014

congelacion en millones/mililitro, porcentaje de movilidad pos congelacion, y por

ualtimo cuenta total motil post congelacion).

Tabla 7. Grupo con CTMN !|-7.5 millones x ml prueba de descongelacion

Desviacion Media de error

estandar estandar

Lo rojo es estadisticamente significativo

mediante la prueba de T de Student a un 95%

de confianza

A continuacion (tabla 8) se muestran los cuatro grupos con sus respectivos niameros
de muestras comparando la concentracion de espermas pre congelacion en
millones/mililitro, porcentaje de movilidad pre congelacion, cuenta total motil pre
congelacion, concentracion de espermas post congelacion en millones/mililitro,
porcentaje de movilidad pos congelacion, y por ultimo cuenta total motil post
congelacion, en la dltima columna se muestra el porcentaje que se pierde entre la

pre y la post congelacion en cada uno de los grupos.
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Tabla 8

Grupo 3 % que se
(<40 mill) (<40 mill) (<7.5 mill) (>7.5 mill) pierde entre

N=625 pre y post en

cada grupo

1(48), 2(46)

50.49 50.55 48.71 50.49 3(43), 4(48)
53.01 53.27 50.21 53.01 1(6), 2(6)
51.93 51.62 46.79 51.93 3(8), 4(6)
51.94 50.01 43.28 51.94 1(49), 2(48)
26.29 26.32 23.40 26.29 3(47), 4(49)

Por dltimo (tabla 9) se muestra el nuevo valor que proponemos en la CTM (38.88
millones de espermas) pre congelacion x ml. para poder asegurar un minimo de 20
millones de espermas en la CTM post congelacion. Estos resultados son en 1 ml.
(1 vial)

Si la muestra total pre congelacion tiene mas de un ml. se debe de multiplicar esta
cantidad (38.88 millones) x el nimero de viales que deseamos obtener (Ejemplo:
para congelar 2 viales necesitamos una CTM pre congelacion de 77.76 millones en
la muestra total pre congelacion)
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Tabla 9

Cuenta Total Motil Pre congelacion 38.88 millones x ml.

Cuanta Total Motil Pos congelacion 20.00 millones x ml.

DISCUSION

La criopreservacion de semen ha sido durante mucho tiempo una herramienta
importante para preservacion de la fertilidad masculina mediante el uso de TRA.
Hoy en dia este método es ampliamente utilizado por muchas razones, entre ellas
destacan: La conservacion antes de la quimioterapia citotdxica, la radioterapia o
ciertos tratamientos quirargicos que pueden conducir a insuficiencia testicular o
disfuncién eyaculatoria, para el almacenamiento del semen de donante, y el
almacenamiento de los espermatozoides recuperados de pacientes con
azoospermia que han sido sometidos a cualquiera de las diferentes técnicas de

AAE
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recuperacion espermatica ya sea del testiculo o del epididimo, etc. (25

Durante el proceso de la criopreservacion, los efectos osmoticos de congelacion y
descongelacion reducen ademas de la concentracion, la capacidad de fertilizacion
de los espermatozoides al sufrir dafio en las membranas celulares, la motilidad
espermatica, dafios al acrosoma, y todo esto finalmente afectan la integridad

estructural y funcional del esperma. ?¢7

En un estudio publicado por Punyatanasakchai, se encontré diferencias
estadisticamente significativas en las muestras pre y post-congelamiento en la
motilidad, sin encontrar diferencias post-congelamiento en el porcentaje de formas

normales segun criterios de Kruger. (8

En nuestro estudio se encontrd que al contrastar los promedios mediante la prueba
de T de Student a una confiabilidad del 95%, se observo diferencia estadisticamente
significativa, en los siguientes parametros seminales: Concentracion de espermas
pre congelacion en millones/mililitro 90.77 vs 49.75 post congelacion
respectivamente (al 95% IC, p=0.000), porcentaje de movilidad pre congelacién
51.83% vs 49.78% post congelacion respectivamente (al 95% IC, p=0.000), cuenta
total motil pre congelacion 48.33 vs 25.08 post congelacion respectivamente (al 95%
IC, p=0.000)

Aln no existe un criterio estrictamente definido para todos los bancos de semen,
como se demuestra en el articulo publicado por Douglas T. Carrel de la escuela de
medicina de la Universidad de Utah 0, en el cual se evalué la calidad del semen
de donadores de siete bancos de esperma comerciales. Los resultados que arrojo,
fueron los siguientes: se observo una gran variabilidad entre los bancos, con
respecto al porcentaje de motilidad progresiva (rango de 8.8+5.8 a 42.445.5) y la
morfologia en base al criterio estricto de Kruger (rango de 10.1+3.3 a 26.6%4.7);
concluyendo entonces que existe una variabilidad en la calidad del semen de
donadores, ya sea entre bancos o en los donadores de un mismo banco;
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demostrando la falta de uniformidad en los criterios usados para la seleccién de

donadores potenciales.

En el presente estudio se proponen 2 nuevos criterios de inclusioén para evaluar a
los candidatos a donadores de semen en el centro de fertilidad IECH con el
espermograma basal y de este modo tratar de predecir el comportamiento de las
muestras de los donadores (no basarnos solo en los criterios establecidos por la
OMS para la seleccién de un donador) y de este modo evitar esta variabilidad

anteriormente mencionada.

El primer criterio que utilizamos para formar los grupos fue la cuenta total motil
normal (CTMN) del espermograma basal, el primer grupo (debajo de 40 millones) y
el segundo grupo (arriba de 40 millones) de espermas obteniendo los siguientes
resultados: Concentraciéon de espermas pre congelacion en millones/mililitro de
(88.80 bajo vs 92.08 alto), porcentaje de movilidad pre congelacion de (49% bajo vs
53% alto), cuenta total motil pre congelacion de (45.77 bajo vs 50.01 alto),
concentracion de espermas post congelacion en millones/mililitro de (48.54 bajo vs
50.55 alto), porcentaje de movilidad pos congelacion de (46.98% bajo vs 51.62%
alto), y por ultimo cuenta total motil post congelacion de (23.21 bajo vs 26.32 alto)
respectivamente. Como observamos todos los valores son supriores en las seis
variables en el que el grupo donde el espermograma de tamizaje tenian arriba de
40 millones de CTMN en la muestra basal.

El segundo criterio que utilizamos para formar los grupos fue la cuenta total motil
normal (CTMN) x ml. en la prueba de descongelacion del espermograma basal, el
primer grupo (debajo de 7.5 millones x ml.) y el segundo grupo (arriba de 7.5
millones x ml.) de espermas obteniendo los siguientes resultados: Concentracion de
espermas pre congelacion en millones/mililitro de (83.57 bajo vs 95.95 alto),
porcentaje de movilidad pre congelacion de (50.21 bajo % vs 53.01 % alto), cuenta
total motil pre congelacion de (43.28 bajo vs 51.94 alto), concentracion de espermas
post congelacién en millones/mililitro de (48.71 bajo vs 50.49 alto), porcentaje de
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movilidad pos congelacion de (46.79% bajo vs 51.93% alto), y por ultimo cuenta
total motil post congelacion de (23.40 bajo vs 26.29 alto) respectivamente. Como
observamos todos los valores son supriores en las seis variables que analizamos
en el grupo donde el espermograma de tamizaje tenian arriba de 7.5 millones x ml.

de CTMN en la prueba de descongelacion.

Aungue como mencionamos anteriormente en los dos grupos superiores todos los
valores fueron superiores (grupo 2 y grupo 4) en las seis variables que analizamos,
sin embargo al momento de sacar el porcentaje en la cuenta, movilidad, y CTM que
decencia entre la pre y post congelacion, este porcentaje permanecié constante
entre cada uno de los 4 grupos; Cuenta: grupo 1 (48%), grupo 2 (46%), grupo 3
(43%), y grupo 4 (48%). Motilidad: grupo 1 (6%), grupo 2 (6%), grupo 3 (8%), vy
grupo 4 (6%). CTM: grupo 1 (49%), grupo 2 (48%), grupo 3 (47%), y grupo 4 (49%)
respectivamente. Dicho en otras palabras la congelacion de esperma afecta por
igual a los cuatro grupos. Las muestras que tienen mas células pre congelacion
pierden mas células, y la muestras que tienen menos légicamente pierden menos,
sin embargo el porcentaje de perdida en todas las muestras permanece constante,
y no importa el valor ni las caracteristicas que las muestras tengan en la pre

congelacion.

Los resultados del presente estudio fueron hechos en donadores sanos, en
contraste con el articulo publicado en el 2013 por Selene Degl Innocenti en el
departamento de andrologia de la Universidad de Florencia titulado “Prediccion de
los resultados post descongelacion utilizando la calidad en el espermograma basal
para la crio preservacion de semen en pacientes con oligospermia, cancer, y otras
patologias”®?, donde el objetivo de este estudio era tratar de predecir como el
espermograma basal pronosticaba la recuperacion de espermas después de la
descongelacion, este articulo como lo mencionabamos anteriormente fue hecho en
pacientes que tenian alguna patologia y no en donadores sanos. Las conclusiones
de este estudio fueron que independientemente de la razon por la que la

criopreservacion se requeria, si uno de los parametros del semen basal caia por
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debajo del quinto percentil de los valores de referencia de la Organizacién Mundial
de la Salud, la recuperacion de espermatozoides maviles y viables después de la
descongelacién era baja, también concluyo que el analisis basal del semen podia
predecir la recuperacion de la tasa de espermatozoides moéviles después de la
descongelacién con una alta precision, sensibilidad y especificidad. Usando esta
informacion el medico podria realizar un asesoramiento adecuado sobre las

posibilidades futuras de fecundidad para el paciente.

Después de que algun donador es aceptado, el valor limite que se tiene actualmente
en el banco de semen del centro de fertilidad IECH para poder congelar la muestra
es arriba de 30 millones de espermas moviles (CTM) pre congelacion en el total de
la muestra. En el presente estudio se analizaron mas de dos mil muestras
congeladas provenientes de 36 diferentes donadores, después de realizar el
andlisis de cada una de estas muestras, el nuevo valor que se propone en este
estudio es arriba de 38.88 millones de espermas en la CTM pre congelaciéon x ml.
(vial), para que de este modo aseguremos un minimo de 20 millones de espermas

en la cuenta total motil (CTM) x vial una vez que descongelemos la muestra.
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CONCLUSION

Se ha demostrado el impacto negativo que tiene la crio preservacion en la cuenta 'y
la motilidad del semen. Esta es un area de oportunidad en la que, como hemos
observado con el paso del tiempo, hemos tenido avances significativos en las
técnicas de congelacion, sin embargo todavia encontramos una area de
oportunidad donde esperamos mejorar mas las técnicas de crio preservacion, con
el objetivo de que en algunos afios se pierda una minima cantidad de células al

momento de realizar la crio preservacion de los espermatozoides.

Actualmente existe también una falta de uniformidad en los criterios usados para la
seleccion de donadores potenciales en los bancos de semen, por lo tanto existe una
gran variabilidad en la calidad del semen de donadores de los diferentes bancos,
asi como del mismo banco. Por este motivo, este estudio trata de introducir nuevos
criterios de seleccion de los donadores, con el objetivo que estos nuevos criterios
puedan predecir mediante el espermograma basal y la prueba de descongelacion,
como serd el comportamiento en la calidad de las muestras a lo largo del todo el
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proceso que atraviesan los donadores, y de esta manera tratar de reducir la

variabilidad que actualmente existe.

Proponemos utilizar nuevos criterios para la seleccion de los donadores como lo
son la cuenta total motil normal arriba de 40 millones en el espermograma basal y
la cuenta total motil normal arriba de 7.5 millones de espermatozoides x ml en la
prueba de descongelacion como nuevos criterios de seleccion para los candidatos
a ser donadores del banco de semen en el centro de fertilidad IECH, ya que como
lo demostroé el presente estudio el utilizar estos valores de cohorte predice una mejor
calidad en las futuras muestras de los donadores

En el presente estudio se analizaron mas de dos mil muestras congeladas
provenientes de 36 diferentes donadores de la zona metropolitana de Monterrey,
esto nos permitioé observar las fluctuaciones en el comportamiento de las muestras
en base a nuestra poblacion de estudio y después de realizar el analisis de cada
una de ellas, podemos concluir que una vez que los donadores son seccionados
con los nuevos criterios que se proponen en este estudio (anteriormente
mencionados), sugerimos también un nuevo valor de cohorte para aceptar la
muestra de algun donador antes de congelarla (38.88 millones de espermas méviles
en la CTM pre congelacion), todo esto con el objetivo de que después de
descongelar la muestra y que esta sufra todo el proceso de cambios en la cuenta y
la motilidad antes mencionados, nos permita a nosotros asegurar una muestra post
congelacion donde obtengamos como minimo 20 millones de espermas en la cuenta
total motil (CTM) x vial, lo que es el producto final que sale a la venta en el banco

de semen.
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