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RESUMEN

La infertilidad, es un problema que afecta a una gran cantidad de parejas. Una de sus causas
es la disminucién de la calidad seminal debido, por ejemplo, al consumo de tabaco y a tratamientos
gonadotdxicos (quimioterapia y radioterapia). La criopreservacién seminal es la técnica que permite
conservar y almacenar espermatozoides durante largos periodos de tiempo sin que pierdan su
capacidad fecundante; siendo esta una herramienta fundamental en reproduccién asistida. El
objetivo de este trabajo ha sido optimizar la técnica de criopreservacion, en cuanto a viabilidad y
supervivencia de los espermatozoides a este proceso. Para ello se llevé a cabo un estudio, sobre
muestras de pacientes en estudio por problemas de fertilidad, en el que se compararon dos medios
de criopreservacion (SpermCryo™All-round y CryoSperm™) y la aplicacién o no de un bafio en
nitrégeno liquido a las muestras (previo a su almacenamiento); asi como el efecto del tiempo que
trascurre desde la eyaculacion hasta el procesado sobre la calidad de la muestra. Las posibles
variaciones fueron estudiadas con un analizador automatico, mediante la realizacién de test pre- y

post-congelacion para comprobar la movilidad espermatica.

Los resultados no muestran diferencias entre ambos medios crioprotectores, pero parece
haber una tendencia a obtener mejores resultados de movilidad post-descongelacién con uno u otro
dependiendo de caracteristicas de la muestra. Por otro lado, el bafio en nitrégeno liquido no parece
tener efecto sobre el resultado post-descongelacion. Sin embargo, hay que destacar la importancia
de la rapidez en el procesado de las muestras de semen una vez licuado, para evitar la disminucion

de la calidad espermatica.

Para mejorar los resultados post-descongelacion la clave radica en la necesidad de ajustar el
protocolo de congelacién a las caracteristicas de la muestra, asi como una correcta realizacion del
protocolo de criopreservacién (seleccién y adicién del medio crioprotector...); favoreciendo asi la

gestidn de la infertilidad y el éxito de las técnicas de reproduccién asistida.






1. INTRODUCCION

1.1 Infertilidad

La infertilidad es definida por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el estado en
el cual una pareja que desea tener hijos es incapaz de concebir tras 12 meses manteniendo
relaciones sexuales sin proteccién. Este es un fendmeno que afecta aproximadamente al 15% de las

parejas que intentan concebir (Matorras, 2011).

En 2011 existian en Espafia casi un milléon de parejas demandantes de asistencia reproductiva
y cada vez son mas las que acuden a clinicas de reproduccion asistida. También se ha incrementado
la demanda de TRA (Técnicas de Reproduccidn Asistida) por parte de nuevos modelos de familia,
como las madres solteras y las parejas de homoparentales (Gémez, 2011; Matorras, 2011; Brassesco-

Julio, 2015).

Se estima que el 10% de los ciclos de reproduccidn asistida de Europa se realizan en Espafia,
donde nacen mas de 10.000 nifios al afio por TRA superando asi los 200.000 al afio en todo el mundo

(Matorras, 2011; EFE, 2014; Nuiiez, 2015).

En la actualidad las causas mds comunes de infertilidad son la edad materna (debido a que la
probabilidad de embarazo desciende con la edad de la madre tanto en concepcion natural como en

TRA) y el fallo en la funcién espermatica (Matorras, 2011).

Infertilidad masculina

En casi la mitad de los casos de infertilidad masculina la causa radica en una hipofertilidad
exclusiva o asociada a la femenina. La hipofertilidad, o subfertilidad, es definida como la condicién en
la cual existe un estado reducido de fertilidad en uno o ambos miembros de la pareja. En
consecuencia, la exploracion de la pareja y la busqueda de causas de hipofertilidad masculina son
imperativas. El estudio del espermiograma, o seminograma, que consiste en un analisis cuantitativo y
cualitativo que permite conocer: cantidad de esperma eyaculado, concentracion o numero de
espermatozoides, viscosidad, pH o color; asi como caracteristicas especificas de los espermatozoides
como morfologia, movilidad y vitalidad, entre otros pardmetros, permite orientar hacia un origen
masculino de este problema. Por lo tanto, la buena ejecucion de los exdmenes seminales es esencial
para lograr una actuacion terapéutica adaptada y eficaz (Poirot & Cherruau, 2005; Matorras, 2011;

Lépez et al., 2012).



1.2 El esperma

El esperma es un liquido que contiene en suspension los espermatozoides, producidos en los
tubulos seminiferos de los testiculos en dos etapas (Poirot & Cherruau, 2005; Arteaga & Garcia,
2013):

1. La espermatogénesis, que es la produccidn de las espermdtidas (células gaméticas
inmaduras) a partir de las espermatogonias (células madre precursoras de los
espermatozoides).

2. La espermiogénesis, que consiste en una modificacién morfolégica de la espermatida en

espermatozoide (gameto maduro), con la formacidn del acrosoma y del flagelo.

Este proceso tiene una duracién de unos 60 dias, y en él se individualizan las diferentes
partes del espermatozoide: la cabeza, que contiene el ndcleo y el acrosoma, la pieza intermedia vy el

flagelo.
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Figura 1. Imagen de un espermatozoide y sus diferentes partes.

En los testiculos, los espermatozoides son inmdviles o moviles in situ y no fecundantes.
Desde aqui son evacuados al epididimo por los conductos espermaticos intratesticulares (tubulos
rectos, rete testis) donde se produce al mismo tiempo reabsorcién y secrecién epididimaria (que
aporta L-carnitina y a-1,4-glucosidasa neutra). Este periodo de maduracién esta asociado a cambios
en las glucoproteinas de la membrana plasmatica de la cabeza; es aqui, donde los espermatozoides
adquieren su movilidad progresiva y su aptitud para la fecundacion (Poirot & Cherruau, 2005; Lopez

etal., 2012).

En el momento de la eyaculacidn, el liquido del epididimo que contiene los espermatozoides
es expulsado por el conducto deferente que acaba en la ampolla deferente, después pasa por los
conductos eyaculadores hasta la uretra prostatica, donde se afiade la secrecidén prostatica (rica en
acido citrico, fosfatasa dacida, zinc e iones de magnesio). Al contraerse las vesiculas seminales su
secrecion (que aporta fructosa y prostaglandinas) se descarga en los conductos eyaculadores

(Carlson, 2005; Arteaga & Garcia, 2013).
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Figura 2. Esquema de las estructuras que intervienen en la produccion del semen (Modificado de: Arteaga & Garcia,
2013y SEF, 2012).

El volumen de un eyaculado después de un lapso de abstinencia sexual de 3a 5 diasesde 2 a
6 mL, los cuales normalmente estdn compuestos por entre 40 a 250 millones de espermatozoides
mezclados con liquido alcalino de las vesiculas seminales (un 65%) y secrecion acida (pH: 6.5) de la

préstata (un 30%) (Carlson, 2005; Poirot & Cherruau, 2005).

En cuanto a los caracteres fisicos (Poirot & Cherruau, 2005):

- El esperma presenta color blanquecino y consistencia viscosa.

- Coagula espontaneamente in vivo en la vagina, lo mismo que in vitro y luego se licua de
nuevo en 20-30 min a 37°C.

- El pH del esperma es neutro, entre 7.2 y 8, como resultado de la mezcla de la acidez

prostdtica y la alcalinidad vesicular.

El plasma seminal es un medio rico y complejo, sirviendo como vehiculo y como medio
nutritivo y protector de los espermatozoides. Estd compuesto por (Poirot & Cherruau, 2005; Lépez et
al., 2012):

- Constituyentes minerales: Na*, K*, CI, Ca**, Mg", Zn*% El zinc es un catién dotado de
poder bactericida. Su papel es estabilizar la condensacién de la cromatina. Es
transportado por el citrato y las proteinas.

- Glucidos: sobre 0.39 mmol/L de glucosa y entre 5.5 y 27.5 mmol/L de fructosa (fuente de
energia para los espermatozoides, producida a partir de la glucosa sanguinea).

- Acidos orgénicos, como el acido citrico (anién principal, contribuye al mantenimiento de

la presion osmdtica del esperma; existe una estrecha correlacion entre las



concentraciones de zinc y citrato) y el acido ascorbico (protector de los espermatozoides
de cara a los radicales libres).

- Lipidos, con una concentracién tres veces menor que en el plasma sanguineo, como el
colesterol o la glicerofosforilcolina.

- Esteroides, como la testosterona o la deshidroepiandrosterona.

- Prostaglandinas, proteinas y enzimas (como hidrolasas o deshidrogenasas). La a-1,4-
glucosidasa es una hidrolasa que esta en dos formas en el esperma: una forma acida de
origen prostatico y una neutra epididimaria; en el epididimo desempefiaria un papel en
la maduracién de los espermatozoides. La fosfatasa dcida es una enzima activa en la
desfosforilacion de los ésteres ortofosféricos, la isoenzima hallada en el esperma es
especifica de la préstata.

- Otros constituyentes de pequefia masa molecular: aminodcidos, L-carnitina (la cual tiene
un papel importante en el metabolismo de los espermatozoides bajo la forma de
acetilcarnitina, desempefia un papel en la adquisicion de la movilidad progresiva),

espermidina, espermina (responsable del olor del esperma).

1.3 Estrategia de la exploracion de la infertilidad masculina

Los trastornos de la espermatogénesis pueden ser de origen genético o estar ligados a
factores extrinsecos (como el consumo de tabaco). Cuando se trata de causas genéticas los pacientes
afectados producen pocos o ningln espermatozoide, o espermatozoides en nimero normal pero no
fecundantes. Los factores extrinsecos afectan a la espermatogénesis durante la vida pre- y
postpubescente, dando como resultado una produccién reducida de espermatozoides y/o de su

movilidad (Poirot & Cherruau, 2005; Lépez et al., 2012).

De manera global la estrategia durante la exploracién de la fertilidad masculina constaria de
cuatro fases: un interrogatorio que permite la investigacion de los factores de riesgo (como la
profesidn y la exposicion a diferentes toxicos: disolventes, insecticidas, etc.), un examen clinico de las
bolsas testiculares (que puede orientar hacia una azoospermia secretora o excretora, quistes
testiculares o del epididimo o la presencia de varicocele), los exdmenes biopatolégicos de primera
intencién y los exdmenes de segunda intencion (estudio de cariotipo y anomalias, anticuerpos

antiespermatozoides...) (Poirot & Cherruau, 2005; Lépez et al., 2012).

Las pruebas analitico-clinicas de primera intencidn incluyen el espermiograma. Esta es la

primera etapa biopatoldgica de la exploracion de la fertilidad masculina, este examen orienta hacia



una participacion masculina en la infertilidad de la pareja o bien la confirma; es también el punto de

partida de un proceso etiolégico (Poirot & Cherruau, 2005; Lépez et al., 2012).

Para una primera valoracién de la fertilidad de un paciente, se deben realizar dos
espermiogramas con tres meses de intervalo. La muestra debe recogerse tras un periodo de
abstinencia sexual de entre 3 y 5 dias en un recipiente estéril y de un solo uso. El recipiente tras su
recepcién, se pondrd inmediatamente en una estufa a 37°C durante unos 30 min para que se
produzca la licuefaccidén y el examen del esperma deberd realizarse inmediatamente después de la
licuefaccion o dentro de la hora siguiente a su obtencién (Poirot & Cherruau, 2005; WHO, 2010;

Lépez et al., 2012).

Las caracteristicas del plasma seminal sometidas a estudio son (WHO, 2010):

- Aspecto: un eyaculado normal tiene un aspecto opalescente, un color pardo debe hacer
pensar en una hemospermia.

- Volumen: debe ser medido.

- Viscosidad: se evalua después de la licuefaccién, mediante una aspiracion suave con
pipeta y observando el modo en que el esperma gotea por efecto de la gravedad. Esta
serd normal si el esperma cae gota a gota y estard aumentada cuando no gotea o lo hace
de forma filamentosa. Si se diera este segundo caso, la medida de la movilidad o la
concentracién pueden verse dificultadas.

- pH: se mide mediante tiras de papel de pH, normalmente entre 7.2 y 8. Valores por
debajo de 7 sugieren una insuficiencia o una agenesia vesiculo-deferente, un pH superior

a 8 puede evocar una afeccion de la préstata.

Las caracteristicas de los espermatozoides también han de ser estudiadas, tales como la
movilidad y la concentracidon. La movilidad de los espermatozoides es a la vez un estudio
cuantitativo, pues se realiza una estimacion de los espermatozoides moviles, como cualitativo, al
observar su tipo de movimiento. Esto debe realizarse a una temperatura de 37°C, ya que una
temperatura diferente modificaria el movimiento espermatico; las platinas calefactoras en el

microscopio, facilitan este andlisis (Poirot & Cherruau, 2005; WHO, 2010; Lépez et al., 2012).

Segln el manual de la OMS se clasifica el movimiento de los espermatozoides en cuatro
categorias:

- a:rapidos y progresivos.

- b: lentos y progresivos.

- c: moviles en el sitio.



- d:inmoviles.

Dichas categorias se expresan en porcentaje. Se considera normal la movilidad cuando el
porcentaje de espermatozoides progresivos (suma de tipo a y tipo b), con al menos la mitad del tipo
a, es superior al 40%. Al mismo tiempo se realiza una estima de la concentracion de
espermatozoides, esta se considera normal si el nimero de espermatozoides se encuentra entre 20y
200 millones/mL. Por debajo de 20 millones/mL se habla de oligozoospermia y si es superior a 200
millones/mL de polizoospermia (Tabla 1). Es también importante observar la existencia de

aglutinaciones de espermatozoides que pueden tener un origen inmunoldgico.

El eyaculado ademas de espermatozoides contiene otras células, las células redondas (células
epiteliales de la uretra, células de la linea germinal o leucocitos) (Poirot & Cherruau, 2005; WHO,

2010).

Limite inferior de
referencia

Caracteristica Unidades . Alteracién
(intervalos de

confianza al 95%)

i :
Volumen mL 1.5(1.4-1.7) ‘posperm a

(aspermia)
pH Unidades de pH 7.2
Concentr:':u.:ién 108 /mL 15 (12-16) Oligozoospt.ermia
espermética (Aspermia)

N2 total dl.-:' 10%/eyaculado 39 (33-36) Oligozoospt.ermia
espermatozoides (Aspermia)
% movilidad
Movilidad total progresiva + no 40 (38-42) Astenozoospermia
progresiva

Movilidad a los 60
o "
min de la AL 32 (31-34) Astenozoospermia

eyaculacion progresiva
Morfologia
g % normal 4 (3.0-4.0) Teratozoospermia
espermatica
Vitalidad % vivos > 58 (55-63) Necrozoospermia

Tabla 1. Valores minimos/rangos de referencia de la OMS (WHO, 2010) para algunas
caracteristicas del analisis de semen y sus alteraciones.

1.4 Criopreservacion seminal

La congelacién de semen, introducida sobre el afio 1960, es la técnica que nos permite
conservar espermatozoides a bajas temperaturas (-196°C) y mantenerlos durante largos periodos de

tiempo sin que pierdan su capacidad fecundante; manteniendo asi su viabilidad y funcionalidad y



frenando los procesos de envejecimiento y degeneracién celular. Esta técnica esta especialmente
indicada en varones que van a someterse a vasectomia, tratamientos con quimioterapia o
radioterapia, asi como en aquellos que por diversas razones presenten dificultades para obtener una
eyaculacion normal o con muy mala calidad espermdtica. Existen otras situaciones en las que
también es recomendable la criopreservacién espermdtica como es el caso de pacientes que se
encuentren en el programa de donacion de ovocitos y de profesionales que viajan frecuentemente.
Se trata de una herramienta fundamental en reproduccion asistida ya que permite optimizar los
tratamientos y preservar la fertilidad en pacientes que, potencialmente, pueden perderla (Di Santo

etal., 2011; Jiménez et al., 2011; Campos et al., 2012).

En general no existen criterios de seleccién de muestras para congelacion, excepto en el caso
de los donantes de semen (que deben cumplir los criterios establecidos por la OMS, Tabla 1); no hay
pardmetros espermdticos de andlisis inicial que permitan una correlacién positiva con la

supervivencia espermatica (Lopez et al., 2012).

Los espermatozoides humanos se caracterizan por presentar bajo contenido en agua por su
pequefio tamafo, una matriz viscosa con alto contenido en proteinas y azlcares, y una estructura
compartimentalizada; los movimientos de agua y de solutos a través de la membrana del
espermatozoide vienen determinadas por el tamaiio celular y su permeabilidad. Las dificultades de Ia
congelacion derivan de los procesos de enfriamiento y calentamiento, y no de la permanencia a bajas
temperaturas, puesto que a estas no existen fendmenos de difusién ni energia térmica suficiente

para llevar a cabo reacciones quimicas (Jiménez et al., 2011; Lépez et al., 2012).

El pardmetro critico en cualquier protocolo de congelacién de semen es la velocidad de
enfriamiento; el proceso de congelacion afecta a la calidad espermatica a distintos niveles
estructurales y funcionales. El descenso de la temperatura de 37°C a 0°C produce shock por frio y
dafio por enfriamiento. En esta fase se produce alteracién de la bicapa lipidica con aumento de la
permeabilidad de solutos a su través. El descenso de 0°C a temperaturas inferiores a -132°C (es decir,
por debajo de la temperatura de transicion vitrea del agua, en la cual una vez estd superenfriada

III

entra en el estado “cristal” y empieza a formar una red cristalina incluso dentro del estado
congelado; considerada por ello la temperatura critica) origina la formacidn de cristales de hielo, que
actuan como lanzas destruyendo los organulos y membranas celulares espermaticas; durante el
descenso se produce salida de agua del medio intracelular al extracelular produciendo
deshidratacién del espermatozoide. Para minimizar los efectos nocivos del choque térmico es

necesario utilizar medios de congelacién (constituidos por componentes acidos, basicos y nutrientes

que aportan energia a las células espermaticas, debiendo ser, ademas, soluciones isosméticas con el



plasma seminal, de semejante fuerza idnica, capacidad tampdn y un pH cercano a la neutralidad)
compuestos por agentes crioprotectores, tampones, siendo los mas utilizados el TRIS (tris
(hidroximetil) amino metano), el HEPES (acido 4-(2 hidroxietil)-1-piperacinil-etanosulfénico) o el TES
(acido N-tris(hidroxi-metil)metil-2-aminoetanosulfénico); agentes quelantes que disminuyen el
gradiente de concentracién de iones calcio a través de la membrana plasmdtica, como el EDTA y el
citrato; moléculas estabilizantes de la membrana plasmatica, siendo la albimina o la lecitina las mas
empleadas actualmente, y una velocidad de enfriamiento adecuada al tipo celular. Las células
poseen una velocidad de enfriamiento optima donde los dafios producidos son minimos, a
velocidades de enfriamiento lentas se produce dafio celular por deshidratacién debida a la elevada
concentracién de solutos en el medio extracelular, mientras que a velocidades de enfriamiento
elevadas el dafo es producido por la formacién de hielo intracelular. Ademas, al utilizar soluciones
de congelacidn, la existencia de solutos en el agua disminuye el punto de congelacién produciéndose
la cristalizacién del agua a temperaturas menores a la del punto de congelacion del agua pura (0°C)

(Mazur, 1984; Jiménez et al., 2011; Campos et al., 2012).

Los crioprotectores (CPA) son sustancias hidrosolubles de baja citotoxicidad que evitan o
disminuyen la formacidn de cristales de hielo al bajar la temperatura minima a la que una solucidn se
encuentra en estado liquido. Pueden ser de dos tipos: penetrantes o no penetrantes, siendo los
primeros los mds utilizados. Los penetrantes son aquellos que entran en las células y desplazan el
agua que hay en ellas ocupando su lugar, evitando asi la formacidn de cristales de hielo intracelular
durante la congelacidon lenta. Entre ellos encontramos el glicerol, el metanol, el dimetilsulféxido, el
etilenglicol, etc. Los no penetrantes son sustancias de alto peso molecular que actuan rodeando la
membrana plasmatica, inducen la formacidn de cristales alrededor de esta, protegiendo asi a la
célula, y favorecen la deshidratacidn gracias a la creacién de un gradiente osmético. En este grupo se
incluyen azucares (glucosa y sacarosa), lipoproteinas de la yema de huevo y proteinas de alto peso

molecular (Jiménez et al., 2011; Campos et al., 2012).

Los efectos beneficiosos de los CPA se deben a que diluyen la concentracién de electrolitos
en la solucién, limitando su citotoxicidad; disminuyen la concentracion de agua, evitando la
formacién de hielo intracelular; producen un aumento de la viscosidad, que disminuye la movilidad
de las moléculas y la formacidn de cristales; y descienden el punto crioscdpico de la solucidn, al
afiadir CPA se necesita una temperatura mas baja para el cambio de fase, disminuyendo el estrés

osmotico que sufren las células (Jiménez et al., 2011).

Los principales efectos adversos de los crioprotectores aparecen al ser utilizados en altas

concentraciones, como son la toxicidad y el estrés osmodtico. La osmolaridad del medio se ve



aumentada con su adicidn, los cambios en el volumen del espermatozoide (contraccién e hinchazén)
pueden causarle un dafio irreversible. Pueden resultar toxicos en las células cuando se afiaden o se
retiran de la muestra criopreservada; por variaciones bruscas en el volumen celular (al situar células
en una solucién sin crioprotector, hiposmadtica, que podria provocar su rotura) o por dafio
bioquimico directo (por ejemplo al unirse los CPA a proteinas u organulos) (Arakawa et al., 1990;

Jiménez et al., 2011).

Las muestras pueden sufrir alteraciones durante el periodo de almacenamiento, que se
pueden traducir en una supervivencia nula después de la descongelacién. Por esto las muestras
deben conservarse en recipientes adecuados para mantenerlas en las mejores condiciones posibles,

como pajuelas o criotubos (Jiménez et al., 2011; Campos et al., 2012).

El tiempo que pueden permanecer almacenados los espermatozoides a bajas temperaturas
no esta claramente definido, se sabe que los tejidos criopreservados pueden permanecer 10 afos sin
qgue su viabilidad se altere de manera significativa. Hay casos de fecundacidn in vitro con éxito
utilizando espermatozoides almacenados con mas de 20 afios, pero de manera general no se sabe
cual es el tiempo maximo que pueden estar almacenados preservando su movilidad. Los estandares
de la Asociacion Espafiola de Bancos de Tejidos (AEBT) dicen que 15 afios, o incluso mas, entre -140 y

-196°C (AEBT, 2008).

Durante la descongelacion se producen cambios osméticos inversos a los de la congelacion
gue es necesario tener en cuenta para obtener muestras en las mejores condiciones (Jiménez et al.,

2011).

Criopreservacion en pacientes oncoldgicos

En la actualidad, los nuevos tratamientos quimioterapéuticos junto con la radioterapia han
conseguido aumentar de manera considerable la supervivencia de pacientes afectados de cancer,
especialmente entre los pacientes jovenes; pero uno de los mayores inconvenientes de estos
tratamientos es la pérdida de la capacidad reproductora en el futuro. Por esto es cada vez mas
frecuente intentar conseguir una mayor calidad de vida para estas personas. No se trata ya de
conservar la vida, sino de que la calidad de ésta sea lo mas cercana posible a la normalidad, siendo
uno de los aspectos mas determinantes la preservacion de la fertilidad (Trottmann et al., 2007,

Callejo et al., 2013).
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En el caso concreto de los varones la posibilidad de que exista disfuncién gonadal depende
de varios factores:

- Si a la quimioterapia se afiade tratamiento radioterapéutico el riesgo de infertilidad
aumenta en mas de un 75%.

- Hay tratamientos quimioterapéuticos que van a tener un mayor efecto negativo sobre la
funcidn testicular que otros.

- En ciertos tumores puede existir una mayor afectacién testicular en el momento del
diagndéstico que en otros. Los cdnceres que tienen un efecto mas negativo en la
esterilidad son las leucemias mieloides, el cdncer de testiculo, y la leucemia linfoide

(Degl’Innocenti et al., 2013; Hotaling et al., 2013).

Para poder saber si hay recuperacion gonadal o no al menos hay que realizar un
espermiograma entre 6 meses y un ano tras haber finalizado el tratamiento. Hay pacientes que
tardan afios en dicha recuperacion. Una media del 15% al 30% de pacientes varones curados de la
enfermedad de Hodgkin permanecen azoospérmicos varios afios después. De manera global,
alrededor de un 70% de los pacientes con algun tipo de tumor van a recuperar total o parcialmente

dicha funcién (Trottman et al., 2007; Callejo et al., 2013).

La criopreservaciéon de semen es actualmente la Unica alternativa para preservar el potencial
reproductivo en varones que sufren tratamientos potencialmente esterilizantes. Debe ofrecerse a
todos los pacientes diagnosticados de cancer tan pronto como sea posible y antes de iniciar cualquier

tratamiento, quimioterapia o radioterapia (Trottman et al., 2007; Callejo et al., 2013).

En un primer andlisis de la muestra obtenida para conocer la cantidad de espermatozoides,
movilidad y de qué tipo, se observa ya una disminucién del nimero de espermatozoides y de su

movilidad en un porcentaje importante de pacientes (Trottmann et al., 2007).

Como ya hemos visto las bajas temperaturas son el mejor método para que los
espermatozoides almacenados mantengan su viabilidad, pero se sabe que alrededor de un 50% de
ellos no van a sobrevivir una vez descongelados. Partiendo de que la calidad de las muestras de
semen de pacientes que van a seguir tratamientos oncoldgicos suele ser baja, la mejor opcion
terapéutica es la fecundacidon in vitro con inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (FIV-
ICSI); por ello es importante realizar el llamado test post-descongelacion para valorar si la muestra

almacenada es vélida para realizar esta técnica (Trottman et al., 2007; Degl’Innocenti et al., 2013).
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Proceso de congelacion

En una primera fase de preparacion, tras la recogida de la muestra, y cuando la licuefaccion
de esta ya es completa, se realiza un andlisis basico. También existe la posibilidad de congelar
muestras testiculares/epididimarias, procedentes de la diseccién del tejido testicular o el aspirado
epididimario; y espermatozoides recuperados, previamente seleccionados (en este caso la seleccién
se realiza por técnicas de capacitacion espermatica: gradientes de densidad, swim-up) (Jiménez et

al., 2011; Campos et al., 2012).

La segunda fase se corresponde con la adicidon del medio de criopreservacion, este se afade
tras ser previamente atemperado, en la proporcién correspondiente segin su composicion y en la
cantidad requerida por el volumen de la muestra. Dicha adicidon debe ser muy cuidadosa y realizarse
muy lentamente, gota a gota y homogeneizando suavemente la mezcla, para asi evitar someter a
choque osmético a las células espermaticas. La solucion se deja equilibrar en un periodo de entre 10
minutos y 1 hora como mdaximo, antes de proceder a la congelacidn. Este tiempo de espera puede
emplearse en la identificacion de los recipientes donde se conservara la muestra de semen (Jiménez

etal., 2011; Campos et al., 2012).

Dos de los medios mas empleados son SpermCryo™All-round (Cryos International) vy
CryoSperm™ (QOrigio). El primero esta compuesto por HEPES, cloruro de potasio, sulfato de magnesio,
hidrogenofosfato de sodio, carbonato sédico, lactato de calcio, sacarosa, glucosa, glicina, cloruro de
sodio, glicerol y albiumina de suero humana (HSA); sus principales caracteristicas es que no contiene
albumina de huevo ni antibidticos, como CPA penetrante tiene el glicerol y como no penetrantes
sacarosa y glucosa. El segundo por HEPES, cloruro de potasio, sulfato de magnesio, sulfato de
gentamicina, glucosa, glutamina, cloruro de sodio, glicerol, glicina, agua Milli-RX, rafinosa,
bicarbonato sédico, L-lactato de sodio, fosfato sédico, piruvato sddico y taurina; se caracteriza por no
contener HSA y usar una mezcla de glicerol (CPA penetrante) y rafinosa (CPA no penetrante, al igual

que la glucosa) como crioprotectores (Paras et al., 2008; Origio; 2010; Cryos International, 2014).

La siguiente fase se corresponde con la congelacion de la solucién de criopreservacion,

ddnde las técnicas mds empleadas son:

- Congelacion de forma programada o congelacidon en rampa. En este caso el volumen de
la muestra es distribuido entre varios recipientes para posteriormente introducirlos en
un congelador bioldgico programable y comenzar el ciclo de congelacién. Un ejemplo de

curva genérica de congelacion seria el siguiente (Jiménez et al., 2011):
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o Etapa 1: Reduccidn de la temperatura desde la temperatura ambiente a 4°C con
una velocidad moderada de enfriamiento de -5°C/min. El esperma se deshidrata
en un tiempo muy limitado.

o Etapa 2: Reduccién de la temperatura desde 4°C a -80°C a una velocidad rapida
de -10°C/min. La solucidén de espermatozoides comienza a solidificarse.

o Etapa 3: Reduccién de la temperatura de -80°C a -160°C tan rapidamente como
permita el sistema de congelacidn. El protocolo de congelaciéon debe congelar a
una temperatura inferior a -160°C para minimizar el riesgo de dafio por
recristalizacion durante la transferencia desde el congelador al lugar de
almacenamiento.

o Etapa 4: Reducciéon de la temperatura de -160°C a -196°C sumergiendo los
recipientes en nitrégeno liquido rapidamente.

- Congelacion en perlas o pildoras. Para ello se excavan unos pequefios pocillos sobre
nieve carbénica sobre los que se van depositando pequefias cantidades de solucion de
criopreservacion. Se obtienen, mediante esta técnica, gotas de dicha solucidon

congeladas, que se depositaran dentro de un criotubo previamente enfriado.

El almacenamiento en ambos casos se realiza en tanques de nitréogeno liquido, donde se

almacenaran hasta el momento de su uso (Lim et al., 2010; Campos et al., 2012).

Proceso de descongelacion

Los métodos de descongelacién mas utilizados son la descongelacién lenta (a temperatura
ambiente: 10-20°C/min) y la rapida (a 37°C: 400°C/min), aunque la mas utilizada es la descongelacién
lenta. Una vez estd la muestra descongelada, se separa del medio de criopreservacion mediante
lavado con medio de cultivo y centrifugacion (Sanchez et al., 2009; Di Santo et al., 2011; Campos et

al., 2012).
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2. OBIJETIVOS

En vista de la importancia de optimizar la técnica de criopreservacion, en cuanto a viabilidad

y supervivencia de los espermatozoides a este proceso, y con ello obtener espermatozoides en

numero y con movilidad suficiente para poder ser utilizados en reproduccién asistida, realizamos un

experimento con el objetivo de contestar a las siguientes preguntas:

(1)

(1)

(1)

¢Existe un efecto del tiempo de espera para el procesado de la muestra sobre la
movilidad de los espermatozoides? Se espera que cuanto mayor sea el tiempo que
transcurra entre el eyaculado y el procesado de la muestra menor movilidad mostraran
los espermatozoides.

¢Existen diferencias en la movilidad tras un proceso de congelacién-descongelaciéon
entre una misma muestra tratada con dos medios de criopreservacion diferentes,
SpermCryo™All-round (Cryos International) y CryoSperm™ (Origio)? Se espera una mayor
movilidad en las muestras en las que se ha empleado CryoSperm™, en base a los mejores
resultados que se estan obteniendo en el Maternidad HM Belén en los procesos de
criopreservacién seminal.

¢Existe una mayor movilidad post-descongelacién en muestras sometidas a un bafio de
nitrégeno liquido previo a su almacenamiento en los tanques de nitrégeno liquido que
en aquellas en las que no se realiza dicho paso? Se espera una mayor movilidad en las
muestras expuestas a un bafio de nitrégeno liquido previo a su almacenamiento, en base
a los mejores resultados que se estan obteniendo en el Maternidad HM Belén en los
procesos de criopreservaciéon seminal introduciendo este paso en el protocolo de

congelacion.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Material

Se utilizaron un total de 13 muestras de semen de diferentes pacientes procedentes del
laboratorio general del CHUAC. Dichos pacientes se encontraban en estudio por problemas de la
fertilidad de la pareja (PFP), los cuales acuden a la consulta del ginecdlogo/urdlogo debido a la

incapacidad de concebir un hijo tras un periodo de un afo.

Dichas muestras son recogidas por el laboratorio general dentro del tiempo recomendado
(inferior a 1 hora entre el eyaculado y la recepcion de la muestra) y se someten a un analisis en el
Sperm Class Analyzer® (ver apartado: “Proceso de criopreservacion de las muestras”), entre otras
pruebas. Del total del volumen del eyaculado restante (tras las pruebas realizadas por el laboratorio
general) se usé para llevar a cabo este estudio un volumen superior a 1 mL en todos los casos,
ademas se nos proporciond una copia de los resultados de este SCA (al que se hara referencia como

1°" SCA).

3.2 Disefo experimental

El disefio experimental consistiéd en la congelacion de cada una de estas muestras con dos
medios de criopreservacién, SpermCryo™All-round (Cryos International, Aarhus, Dinamarca) y
CryoSperm™ (Origio, Malov, Dinamarca), y para cada solucidn de criopreservacion la mitad de los
criotubos se sometié a un bafio en nitrégeno liquido (Figura 3). El total de los criotubos fue
almacenado a bajas temperaturas en tanques de nitrégeno liquido, en la fase gas del nitrégeno (a
unos -1509C), durante al menos 1 semana. Posteriormente se verificé la criosupervivencia mediante

la valoracion de la movilidad post-descongelacion.

Dicho ensayo se llevd a cabo en el Laboratorio de Fecundacién in vitro y en la Unidad de

Criobiologia-Banco de Tejidos del Hospital Teresa Herrera (CHUAC).

CryoSperm <

SpermCryo <

Figura 3. Esquema ilustrativo de la divisidn de la muestra para su congelacién.
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3.3 Proceso de criopreservacion de las muestras

En primer lugar se llevd a cabo un analisis inicial mediante el analizador automatico Sperm
Class Analyzer® 5.2 (MICROPTIC S.L., Barcelona, Espafia) (al que se hara referencia como SCA FIV). El
Sperm Class Analyzer® (SCA®) es un sistema CASA (Computer Aided Semen Analysis), que permite
realizar un analisis automatico y objetivo de la concentracion y movilidad, entre otras, del semen

humano, siguiendo las indicaciones y criterios establecidos por la OMS.

Con la ayuda de una pipeta se mide el volumen de la muestra, a continuacién se cargan 0.2puL
de semen en un portaobjetos con recipientes de conteo de 10 micrones de profundidad (Leja®)
(Figura 4, b) y se coloca en el microscopio (Figura 4, a) para su andlisis; manteniendo la muestra en
todo momento a una temperatura de 37°C. Para aquellas muestras con un recuento de
espermatozoides moéviles igual o superior al 50%, o con un recuento de espermatozoides igual o
superior a 3 millones, se procedié a la congelacién directa del eyaculado de forma programada
(congelacion en rampa) y para aquellas con un recuento de espermatozoides moviles inferior al 50%,
0 con un numero de espermatozoides inferior a 3 millones, se capacité la muestra mediante

gradientes y la congelacion de la suspension de espermatozoides se realizé en perlas.

Cimas

Coros
Zffas =)

&8 mesunroos

Figura 4. Imagen del microscopio biolégico asociado al software SCA® (a), portaobjetos Leja® con cuatro recipientes de
10 micrones de profundidad (b) e imagen de la visualizacion de un campo de la muestra en el programa (c).
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Capacitacion mediante gradientes

La finalidad de la capacitacion de las muestras de semen es eliminar del eyaculado restos
celulares, bacterias, leucocitos, espermatozoides muertos y lentos y las secreciones seminales, y al

mismo tiempo seleccionar y concentrar la poblacidn de espermatozoides mas fértiles (Figura 5).

En un tubo de ensayo de fondo cdnico con 0.5 mL de SpermGrad™ (Vitrolife, Barcelona,
Espafia) al 90% y 0.5 mL al 45% se adiciona la muestra de semen y se somete a una centrifugacién
durante 15 min a 1100 rpm, se elimina el sobrenadante y se adiciona 1 mL de G-IVF™ PLUS (Vitrolife)
y se realiza una segunda centrifugacion a 1100 rpm durante 5 min. Tras esta Ultima centrifugacién se
elimina el sobrenadante y se adiciona 1 mL de Sequential Fert™ (Origio). Al finalizar la capacitacién se

realiza un segundo andlisis con el SCA® (SCA post-gradientes).

Figura 5. Imdgenes correspondientes a un campo del andlisis de una muestra con el SCA® antes (a) y después de la
capacitacién (b). En rojo espermatozoides tipo a, en verde tipo b, en azul tipo c y en amarillo tipo d.

Adicion del medio de criopreservacion

Se divide el volumen final de la muestra de semen o de la suspension de espermatozoides en
dos tubos. En uno de ellos se afiadira el medio de criopreservacion SpermCryo™All-round, en una
proporcién 1:3, y en el otro CryoSperm™, en una proporcién 1:1, como indica el comercial (Figura 6).
En ambos casos el medio se afiade gota a gota sobre el semen o la suspensidn de espermatozoides y

la solucidn se mezcla minuciosamente después de cada adicidn.
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Figura 6. En la parte superior de la imagen se muestran cuatro tubos de fondo cdnico, dos correspondientes a la muestra de
un paciente y dos a la de otro, a las que ya se ha adicionado el crioprotector. En la parte inferior los criotubos ya rotulados.

La mezcla se deja a temperatura ambiente durante 30 minutos, pasados estos se procede a

la congelacidn mediante una de las dos técnicas mencionadas con anterioridad.

Congelacion en rampa

Se distribuye el semen diluido en criotubos de 1.8 mL (Thermo Fisher Scientific Inc.), con un
volumen de 0.8 mL en cada uno de ellos y se procede a la congelacién de forma programada
utilizando un congelador biolégico (CM 2000). El programa de congelacidon se muestra en la Tabla 2
(en forma de grafica en la Figura 7), en ella aparecen las diferentes etapas y temperaturas a las que
se someten los criotubos y el tiempo que se mantienen en cada una de ellas. Ademas, dentro del
congelador programable se coloca una sonda de temperatura en el interior de un criotubo testigo
que contiene medio de congelacion (en este caso 3 mL del medio Sperm Wash de Vitrolife). Al
finalizar este proceso los criotubos son transportados en vapores de nitrégeno, en el interior de una

caja de porexpan con nitrégeno liquido en el fondo, para su almacenamiento en el tanque.

SEG1 SEG2 SEG3 SEG4 SEGS SEG6 SEG7 SEG8 SEG9 SEG10
Temp(°C) 10.0 100 -2.0 -2.5 -250 -34.5 -34.5 -50.0 -120.0 -120.0
Time(m) 00 100 00 29 05 09 23 19 35 100

Tabla 2. Programa de congelacién en rampa en el congelador biolégico CM 2000 para muestras de semen.
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Figura 7. Ejemplo de una gréfica de congelacion en rampa en el congelador bioldgico CM 2000 para muestras de semen.

Congelacion en perlas

Se realizan perlas de 50 o 100 pL de la suspensiéon de espermatozoides diluida con el medio
crioprotector. Para ello, con la ayuda de una pipeta, se deja caer una gota de la suspensidn sobre un
pequefio pocillo realizado sobre nieve carbdnica (Figura 8, a). Después de unos minutos se colocan
entre 2 y 4 perlas por criotubo (previamente enfriado en la nieve carbdnica) para su posterior

almacenamiento (Figura 8, b y c).

Figura 8. Proceso de congelacion en perlas: gota de suspension sobre el pocillo (a), perlas ya listas para su introduccién
en el criotubo y detalle de dos perlas en el interior de uno (b) y cinco criotubos con las perlas en su interior (c).
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Almacenamiento

Como se ha comentado anteriormente, una parte de los criotubos (la mitad correspondiente
a cada crioprotector) se somete a un bafo de nitrégeno liquido (Figura 9, a), a continuacién se
introduciran todos dentro de una caja (Figura 9, b y c) para su almacenamiento en el interior del
tanque de nitrégeno liquido, en fase gas y a una temperatura de unos -1509C durante al menos 1

semana (Figura 9, d).

Figura 9. Bafio de los criotubos seleccionados en un recipiente con nitrégeno liquido (a), caja para el
almacenamiento de los criotubos (b y c) y tanque de nitrégeno liquido (d).

3.4 Proceso de descongelacion de las muestras

Para la verificacién de la criosupervivencia mediante la valoracidon de la movilidad post-
descongelacion con el SCA® fue necesaria la descongelacién de las muestras siguiendo el siguiente
protocolo:

La muestra o alicuota se transfiere a un tubo de ensayo de fondo cdnico y se deja
descongelar a temperatura ambiente durante 10 minutos; pasado este tiempo se adiciona 1 mL de
medio G-IVF™ PLUS gota a gota y se centrifuga durante 5 min a 1100 rpm; se retira el sobrenadante y
se afiade un volumen de Sequential Fert™ igual al volumen de la muestra congelada en el criotubo.

Se deja reposar un par de minutos y se realiza la valoracidn mediante un analisis en el SCA®.
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3.5 Variables a estudio

Para cada una de las 13 muestras se recogieron, de manera individual, los siguientes datos:
hora de eyaculado, hora de recepcion de la muestra (por el laboratorio general del CHUAC), hora del
SCA del laboratorio general y edad del paciente, junto a una copia de este primer SCA. Se anoté la
hora de realizacidn del SCA de FIV junto a los resultados de este; para aquellas muestras que fueron

procesadas por perlas también los datos del SCA post-gradientes.

Por ultimo también fueron evaluados en este estudio los resultados de los test post-
descongelacion (SCA post-descongelacion), realizados sobre 12 de las 13 muestras. Para cada una de
ellas se descongelaron 4 alicuotas, en funcidn del crioprotector empleado y de si se realizé o no el
bafio en nitrégeno liquido:

- CryoSperm™:

o Alicuota no sometida a bafio de nitrégeno liquido.
o Alicuota sometida a baio de nitrégeno liquido.

- SpermCryo™All-round:

o Alicuota no sometida a bafio de nitrégeno liquido.

o Alicuota sometida a baio de nitrégeno liquido.

Los parametros obtenidos de los andlisis en el SCA® fueron la concentracidn y los porcentajes

de espermatozoides moviles, moviles progresivos, mdviles no progresivos e inmoviles.

3.6 Tratamiento estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de todas las variables recogidas. Para analizar las variaciones
en los pardmetros estudiados en los diferentes pasos del proceso experimental se utilizé el test de
los rangos con signo de Wilcoxon. Se analizé la asociacidn entre el tiempo transcurrido desde el SCA
del laboratorio general (1* SCA) al SCA de FIV (SCA FIV) y las variaciones en la movilidad de los
espermatozoides utilizando el coeficiente de correlacion Rho de Spearman. Se analizé la diferencia
en los parametros estudiados segln el medio de criopreservacion y el uso o no de nitrégeno liquido

mediante el test U de Mann-Whitney y el test de Kruskall-Wallis.

El nivel de significaciéon aceptado fue p-valor < 0.05. Los datos fueron analizados con el

programa estadistico IBM SPSS Statistic 19.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EEUU).
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4. RESULTADOS

La edad de los pacientes oscild entre los 30 y los 49 afos, con una media de 38.15+ 4.77 afios

y una mediana de 37 afos (Figura 10).
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Figura 10. Histograma de frecuencias de la edad de los pacientes.

El tiempo transcurrido entre el eyaculado y la recepcién de la muestra se encontré en todos
los casos por debajo del tiempo maximo recomendado por la OMS (60 min), con una mediana de
aproximadamente 30 min. Siendo el tiempo transcurrido desde el eyaculado hasta el SCA del

laboratorio general de unos 40 min (Tabla 3).
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Media (DT) Mediana Minimo Maximo

TIEMPO (min) DESDE EL EYACULADO HASTA SU

RECEPCION 29.2(17.8) 30.5 5.0 55.0
i er
TIEMPO (min) DESDE EL EYACULADO HASTA EL 1 39.3(17.9) a0 5o o
SCA
i A er
TIEMPO (min) DESDE LA RECEPCION HASTA EL 1 106 (19) 0.0 . o

SCA

Tabla 3. Media y desviacién tipica (DT), mediana, minimo y maximo del tiempo transcurrido entre el eyaculado y la
recepcion de la muestra, eyaculado y realizacién del 1" SCA y recepcidn de la muestray 1% SCA.

Los resultados del analisis de los datos del 1°" SCA realizado por el laboratorio general
(dentro del tiempo recomendado por la OMS como hemos visto) muestran una media y una mediana
en la concentracion de espermatozoides (en millones/mL) superior al valor limite inferior de
referencia de la OMS (14.9 millones/mL), con valores que van desde los 0.5 hasta los 94 millones/mL.
En cuanto a la concentracion de espermatozoides en el total de la muestra los valores se mueven
entre los 2.5 hasta los 469 millones/muestra, con una media y una mediana, también para este
parametro, superior al valor de referencia de la OMS (39 millones/eyaculado). Es el caso también del
porcentaje de espermatozoides moviles (tipo a, tipo b y tipo c) que varia entre el 22 y el 84% (siendo
en la mayoria de los casos inferior al 50%); pero la media de los valores, y su mediana, superan el
40% (valor de referencia de la OMS). El porcentaje de espermatozoides progresivos (resultado de la
suma del porcentaje de espermatozoides tipo a y tipo b) oscila en torno al 30%; para este parametro
los valores extremos fueron un minimo del 6% y un maximo del 84%. Por ultimo, los no progresivos

(que se corresponden a los espermatozoides tipo c) tuvieron una mediana del 18% (Tabla 4).

Media (DT) Mediana Minimo Maximo

CONCENTRACION ESPERMATOZOIDES

(millones/mL) 38.4(31.4) 314 0.5 94.0
CONCEN-?::EL?E;;?:E:::Q{OZOIDES 178.6 (148.9) 154.2 2.5 469.0
% MOVILES 47.5(16.9) 48.0 22.0 84.0

% PROGRESIVOS 29.6 (13.1) 335 6.0 49.0

% NO PROGRESIVOS 17.9(6.7) 18.0 9.0 35.0

Tabla 4. Media y desviacion tipica (DT), mediana, minimo y maximo de los resultados de los parametros medidos en los
SCA'’s realizados por el laboratorio general.
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El tiempo minimo transcurrido entre la recepcidn de la muestra por el laboratorio general y
la realizacién del SCA de FIV fue de 83 min y el maximo de 188 min, con una media de 153.2+29.6
min y una mediana de 162 min, aproximandose por lo tanto a las 3 horas y excediendo
considerablemente el tiempo recomendado por la OMS. El tiempo entre los dos SCA’s (laboratorio y
FIV) fue de 10 minutos menos, con respecto a los valores anteriores (Tiempo desde la recepcion

hasta el SCA de FIV) (Tabla 5).

Media (DT) Mediana Minimo Maximo

TIEMPO (min) DESDE LA RECEPCION DE

LA MUESTRA HASTA EL SCA DE FIV 153.2(29.6) 162.0 83.0 188.0

TIEMPO (min) DESDE EL 1°" SCA ALSCA

DE FIV 142.6 (30.3) 152.0 73.0 178.0

Tabla 5. Media y desviacién tipica (DT), mediana, minimo y maximo del tiempo transcurrido entre la recepcién de la
muestra o el 1% SCA y el SCA de FIV.

En la siguiente tabla (Tabla 6) se muestran los resultados de los parametros medidos en los
SCA’s realizados en el laboratorio de FIV (SCA’s FIV). Como se comenté el volumen de muestra
utilizado fue en todos los casos superior a 1 mL (minimo de 1.1 mL). El volumen maximo utilizado fue

de 2.9 mL; la media de 1.840.7 mLy la mediana de 1.4 mL.

Media (DT) Mediana Minimo Maximo
VOLUMEN MUESTRA (mL) 1.8(0.7) 14 11 2.9
CONCENTRAiﬁ:(i?IEnE:SPIE‘:{:_\;IATOZOIDES 39.2 (31.6) 27.4 1.2 99.0
CONCEN-I;:;ﬁLa:sI;;PE:::I:;-OZOIDES 75.0 (84.6) 48.3 1.7 287.1
% MOVILES 34.1(18.1) 344 7.2 67.6
% PROGRESIVOS 22.7 (15.5) 23.0 25 52.4
% NO PROGRESIVOS 11.5(5.2) 12.2 4.1 215

Tabla 6. Media y desviacion tipica (DT), mediana, minimo y maximo de los resultados de los parametros medidos en los
SCA’s realizados en el laboratorio de FIV.

Comparando algunos de los valores del SCA de FIV con los criterios de la OMS (Tabla 7) se
observa que el requisito que no cumplen la mayoria de las muestras es presentar un porcentaje de

espermatozoides moviles superior al 40%. En nuestro estudio el valor establecido (para decidir el
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procesado) fue un recuento de espermatozoides mdviles igual o superior al 50%, o un recuento de

espermatozoides igual o superior a 3 millones.

%
CONCENTRACIF)N ESPERMATOZOIDES 514.9 6.9
(millones/mL)
% MOVILES > 40 30.8
% PROGRESIVOS >31.9 53.8

Tabla 7. Comparacidn con los criterios de la OMS. %: porcentaje equivalente de muestras que
superan el valor limite de referencia.

Se descartaron diferencias significativas en la concentracién de espermatozoides entre el SCA
del laboratorio general y el SCA de FIV (Tabla 8; el signo “-” indica que se trata de un aumento
porcentual).

Hay cambios significativos en el porcentaje de espermatozoides mdviles, no progresivos e
inmdviles, pero no se observan cambios significativos en el porcentaje de espermatozoides
progresivos, aunque es inferior en el SCA de FIV (Tabla 9). Es un 27% inferior la cantidad de
espermatozoides moviles en el SCA de FIV con respecto al SCA inicial, los cuales se van acumulando
en los no progresivos, y los no progresivos en los inmdviles, es por esto que el porcentaje de

espermatozoides inmdviles aumenta en cerca de un 20%.

SCA LABORATORIO GRAL SCAFIV DESCENSO PORCENTUAL
Media (DT) Mediana  Media (DT) Mediana  Media (DT) Mediana P

CONCENTRACION

ESPERMATOZOIDES 38.4(31.4) 315 39.2(31.6) 27.4 -21.6 (59.5) -5.3 0.861
(millones/mL)

Tabla 8. Diferencias en la concentracién de espermatozoides entre el SCA del laboratorio general y el SCA de FIV. Las
diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el simbolo “*”.

SCA LABORATORIO GRAL SCAFIV DESCENSO PORCENTUAL
Media (DT) Mediana  Media (DT) Mediana  Media (DT) Mediana P
% MOVILES 47.5 (16.9) 48.0 34.1(18.1) 34.4 26.4(33.2) 27.0 0.012*
% PROGRESIVOS 29.6(13.1) 335 22.7 (15.5) 23.0 17.6 (41.3) 18.4 0.136
% NO PROGRESIVOS 17.9 (6.7) 18.0 11.5(5.2) 12.2 31.8(36.9) 39.9 0.023*
% INMOVILES 5.5(16.9) 52 65.87 (18.1) 65.6 -30.7 (35.0) -19.6  0.012*

Tabla 9. Diferencias en el porcentaje de espermatozoides moviles, progresivos, no progresivos e inmoviles, entre el SCA del
laboratorio general y el SCA de FIV. Las diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el simbolo “*”.
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A mayor tiempo transcurrido entre el SCA inicial, del laboratorio general, y el SCA de FIV se
observan variaciones en el porcentaje de espermatozoides méviles, no progresivos (que presenta la

asociaciéon mas alta p=0.539) e inmdviles; aunque ninguna de estas asociaciones es significativa

(Tabla 10).

% MOVILES % PROGRESIVOS % NO PROGRESIVOS % INMOVILES

TIEMPO (min) DESDE EL Rho (p) 0.238 -0.154 0.539 0.354

1°"SCA AL SCA DE FIV P 0.456 0.632 0.070 0.259

Tabla 10. Asociacién entre el tiempo transcurrido desde el SCA del laboratorio general (1*" SCA) al SCA de FIV (SCA FIV) y
las variaciones en la movilidad de los espermatozoides. Las asociaciones significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el
simbolo “*”.

Del total de las muestras, dos de ellas (15.4%) se congelaron empleando la congelacién
programada (congelacién en rampa) y las once restantes (84.6%) en perlas. En los resultados de
frecuencias del SCA de FIV para estos dos grupos (Tabla 11) se observa que las muestras que fueron
procesadas por perlas eran peores, como cabia esperar; la concentracion de espermatozoides (en
millones/mL) fue mucho menor, al igual que el porcentaje de espermatozoides moviles (32.2%
respecto al 66.4%) y progresivos. Las medianas no difieren tanto en cuanto al porcentaje de
espermatozoides no progresivos, pero si lo hacen en el porcentaje de espermatozoides inmoviles, ya

que para las muestras que se procesaron por perlas fue aproximadamente del 70% y para las de

rampa cerca de la mitad.

RAMPA (N=2) PERLAS (N=11)
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana

CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES  88.5(14.8) 88.5 30.3 (24.6) 24.1
(millones/mL)

% MOVILES 66.4 (1.6) 66.4 28.3(12.0) 32.2

% PROGRESIVOS 50.3 (3.0) 50.3 17.6 (10.3) 22.8
% NO PROGRESIVOS  16.1(1.3) 16.1 10.6 (5.2) 11.3
% INMOVILES 33.6 (1.6) 33.6 71.8 (12.0) 67.8

Tabla 11. Media con desviacién tipica (DT) y mediana de los resultados de los parametros medidos en los SCA’s realizados
en el laboratorio de FIV en funcién del proceso de congelacidn al que se sometieron posteriormente las muestras (rampa o
perlas).

El SCA post-gradientes realizado a las 11 muestras que se capacitaron, destinadas a la

congelacion en perlas, mostrd las mejoras esperadas tras la aplicacién de dicha técnica con respecto
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al SCA de FIV (Tabla 12). Las diferencias fueron significativas para la concentracion de
espermatozoides (medida en millones/mL), que mostré un descenso de un 90%; para el porcentaje
de espermatozoides mdviles, cuya cantidad aumenté en un 70%; para la cantidad de
espermatozoides progresivos que se duplicd; y para el porcentaje de inméviles que descendié en un

40% con respecto al SCA anterior.

SCA FIV SCA POST-GRADIENTES DESCENSO PORCENTUAL
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana P

CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES  30.3 (24.6) 24.1 2.7 (2.6) 1.8 87.3(10.4) 92.2 0.003*
(millones/mL)
% MOVILES 28.3(12.0) 32.2 53.5(24.4) 62.5 -106.1 (102.0) -70.4 0.003*
% PROGRESIVOS 17.6 (10.3) 22.8 42.9(23.7) 46.2 -211.8(216.4) -129.4  0.008*
% NO PROGRESIVOS  10.6(5.2) 11.3 10.6 (5.7) 11.1 -24.4 (101.7) 2.0 0.999
% INMOVILES 71.8 (12.0) 67.8 46.5 (24.4) 375 36.6 (28.4) 40.8 0.003*

Tabla 12. Diferencias en concentracion de espermatozoides, porcentaje de espermatozoides moviles, progresivos, no
progresivos e inmoviles, entre el SCA de FIV y el SCA post-gradientes para aquellas muestras que fueron congeladas en
perlas (N=11). Las diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el simbolo “*”.

El uso de un medio crioprotector u otro no mostré diferencias significativas en los resultados
de movilidad post-descongelacién (Tabla 13). Aunque las diferencias entre ambos no fueron
significativas, el porcentaje de espermatozoides méviles y progresivos fue mayor en las muestras en

las que se utilizé CryoSperm™.

CRYOSPERM (Origio)  SPERMCRYO (Cryos)
(N=24) (N=24)

Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana P

CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES 5.5 (10.1) 1.0 5.7 (11.1) 1.3 0.317
(millones/mL)

% MOVILES 26.5(15.1) 275  20.6(13.2) 19.9  0.135
% PROGRESIVOS  16.3(11.8) 17.8 10.4 (9.0) 9.7 0.086
% NO PROGRESIVOS  10.2 (5.5) 11.2 10.2 (5.8) 9.9 0.085

Tabla 13. Diferencias en los resultados de los SCA’s post-descongelacion en funcién del medio crioprotector
empleado (CryoSperm™ o SpermCryo™ All-round). Las diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el

un

simbolo “*”.

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre la aplicacion de un bafio de

nitrégeno o no a los criotubos antes de su almacenamiento (Tabla 14).

27



NO Nz, (N=24) Nz, (N=24)
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana P

CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES 6.1(11.7) 1.2 5.0 (9.4) 1.1 0.926
{millones/mL)

% MOVILES 23.0(14.0) 25.2 24.1(14.9) 25.8 0.877
% PROGRESIVOS 12.7 (11.1) 10.3 14.1(10.7) 13.2 0.591
% NO PROGRESIVOS  10.3 (5.4) 10.9 10.1(5.9) 9.9 0.726

Tabla 14. Diferencias en los resultados de los SCA’s post-descongelacion en funcidn de si las alicuotas se sometieron a un
bafio de nitrégeno liquido (N2;) o no (NO Nz,). Las diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el simbolo “*”.

Analizando los 4 grupos de forma independiente (Tabla 15) se confirman los resultados
observados en las tablas anteriores. Independientemente del medio de criopreservacién no hay
diferencias significativas entre aplicar el bafio de nitrégeno o no. Por otro lado, se observa como con
CryoSperm™ hay cierta tendencia a tener mayor cantidad de espermatozoides moviles y progresivos,

y menor cantidad de inmoviles, que con SpermCryo™ All-round.

CRYOSPERM (Origio) SPERMCRYO (Cryos)
NO Nz, Nz, NO Nz, Nz,
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana P

CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES 6.6 (11.5) 1.0 43(8.7) 1.0 5.6(12.3) 1.3 5.8(10.4) 1.6 0.735
(millones/mL)

% MOVILES 25.3(15.8) 295  27.7(15.0) 275  20.6(12.2) 215 206 (14.6) 19.9 0.509

% PROGRESIVOS ~ 15.4(12.9) 14.4 17.3(11.0) 18.9 10.1(8.6) 8.8 10.8(9.8) 9.9 0.337
% NO PROGRESIVOS 9.9 (5.2) 10.9 10.4 (6.1) 11.8 10.6 (5.9) 10.9 9.8(5.9) 9.5 0.943
% INMOVILES 74.7 (15.9) 705  72.3(15.0) 725  794(122) 785  795(146)  80.1 0.509

Tabla 15. Diferencias en los resultados de los SCA’s post-descongelacién en funcidn del crioprotector y de si las alicuotas se
sometieron a un bafio de nitrégeno liquido (N2,) o no (NO Nz). Las diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con
el simbolo “*”.

Valorando los mismos pardmetros que en la tabla anterior pero de manera independiente las
muestras congeladas en rampa (Tabla 16) de las congeladas en perlas (Tabla 17), se observa para el
caso de las congeladas en perlas la misma tendencia que en la tabla anterior (Tabla 15), en donde las
muestras congeladas empleando CryoSperm™ muestran mejores resultados de motilidad post-
descongelacion. En cuanto a las de rampa no se puede concluir nada porque solo hemos procesado
por esta técnica dos muestras, pero parece que se ven mejores resultados con SpermCryo™ All-

Round.
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CRYOSPERM (Origio) SPERMCRYO (Cryos)
NO Nz, N2, NO N2, N2,
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana

CONCENTRACION

ESPERMATOZOIDES 21.2(14.7) 21.2 21.6(10.8) 21.6 28.3(20.3) 28.3 26.5(11.8) 26.5
(millones/mL)

% MOVILES 20.5 (8.1) 20.5 21.9(6.2) 21.9 21.2 (6.9) 21.2 19.9 (0.3) 19.9
% PROGRESIVOS 10.9 (1.1) 11.0 13.1(3.7) 13.1 11.1(0.9) 11.1 10.2 (0.6) 10.2
% NO PROGRESIVOS 9.5 (7.0) 95 8.8(2.5) 8.8 10.1 (6.0) 10.1 9.7 (0.9) 9.7

Tabla 16. Diferencias en los resultados de los SCA’s post-descongelacién de las muestras congeladas en rampa (N=2) en
funcién del crioprotector y de si las alicuotas se sometieron a un bafio de nitrégeno liquido (N2,) o no (NO Nz).

CRYOSPERM (Origio) SPERMCRYO (Cryos)
NO Nz, Nz, NO Nz, Nz,
Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana Media (DT) Mediana P
CONCENTRACION
ESPERMATOZOIDES 3.7(9.1) 0.8 0.8 (0.3) 0.8 1.0(0.5) 1.1 1.6(1.6) 1.4 0.577
(millones/mL)
% MOVILES 26.3(17.1) 33.2 28.9(16.2) 30.4 20.5 (13.3) 21.5 20.7 (16.2) 19.4 0.485
% PROGRESIVOS 16.3 (14.1) 18.7 18.1(11.9) 20.7 9.9 (9.5) 7.6 10.9 (10.8) 6.8 0.406
% NO PROGRESIVOS ~ 10.0 (5.3) 10.9 10.7 (6.6) 13.1 10.6 (6.2) 10.9 9.8 (6.5) 9.5 0.938

Tabla 17. Diferencias en los resultados de los SCA’s post-descongelacién de las muestras congeladas en perlas (N=10) en
funcion del crioprotector y de si las alicuotas se sometieron a un bafio de nitrégeno liquido (N2;) o no (NO Nz). Las
diferencias significativas (p-valor < 0.05) se destacan con el simbolo “*”.

Por ultimo hay que decir que se vieron espermatozoides moéviles en todos los test post-

descongelacion.

29



5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Segln los estudios epidemioldgicos mds amplios, la esterilidad afecta al 15% de la poblacidn
en edad reproductiva de los paises occidentales y experimenta una evolucién creciente (SEF, 2012).
La criopreservacién de esperma es un componente importante de la gestidon de la fertilidad y gran
parte de su aplicacién exitosa parece afectar al resultado de las TRA (Di Santo et al., 2011). Es por
esto que optimizar las técnicas de criopreservacion, y con ello obtener espermatozoides en nimero y

con movilidad suficiente para poder ser utilizados en reproduccion asistida, es de gran importancia.

Los resultados apoyan nuestra primera hipdtesis, de que existe un efecto del transcurso del
tiempo sobre la movilidad. Hubo cambios en los parametros de movilidad entre el primer SCA
realizado por el laboratorio general y el SCA de FIV realizado sobre 152 min después. Se observaron
variaciones significativas en el porcentaje de espermatozoides moéviles y no progresivos, que
disminuyeron, y en el de inmdviles, que aumentaron; aunque la correlacién entre el tiempo y las
variaciones no fue significativa. Asi, un estudio anterior (Chomsrimek et al., 2008) vio que la
motilidad del esperma disminuye cuando el tiempo entre la eyaculaciéon y el analisis aumenta, y que
disminuyd de manera significativa a los 60 min después de la eyaculacion, aproximadamente en un
20%. Dicha disminucion de la motilidad debe ser debida al efecto de las especies reactivas de
oxigeno (ROS), y secundariamente a un sobrecrecimiento bacteriano o al agotamiento de nutrientes

por la actividad metabdlica de los espermatozoides.

Al comparar los resultados del SCA de FIV con algunos de los criterios de la OMS lo légico
seria que las muestras no cumpliesen dichos criterios, pues las muestras proceden de pacientes en
estudio por PFP. Nuestros resultados muestran que un bajo porcentaje de muestras cumple el
requisito de un porcentaje de espermatozoides moviles superior al 40%, lo que indica
astenozoospermia. Ademds en muchas de ellas se observaban aglutinaciones de espermatozoides y
un gran numero de células redondas. Las anomalias en cuanto a movilidad pueden variar en cuanto a
su gravedad, y frecuentemente se presentan asociadas con los otros dos parametros fundamentales,
cantidad o concentracidon de espermatozoides en el eyaculado y su morfologia. El grado de las
alteraciones se relaciona con la probabilidad de lograr una gestacion espontanea, aunque no todas

las alteraciones tienen el mismo significado pronéstico (SEF, 2012).

La criopreservacion espermatica es una técnica que ha permitido la conservacién, durante un
tiempo “indefinido”, de células hasta el momento en que van a ser utilizadas en los procedimientos
de reproduccién asistida. A pesar de que este procedimiento amplié las alternativas de tratamiento

de la infertilidad, aun hay una pérdida importante debida al dafo celular que ocasiona la congelacion
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(Degl’lnnocenti et al., 2013). La recuperacién de un numero Optimo, de espermatozoides
funcionalmente intactos de muestras descongeladas, siempre ha sido el objetivo principal de la
criopreservacion del semen (Bhavni Oberoi et al., 2014). En este estudio, a pesar de los dafos
ocasionados por el paso del tiempo entre eyaculado y procesamiento y la congelacion, hay que
destacar que los test post-descongelacién mostraron que habia espermatozoides en numero
suficiente para realizar TRA; con los avances producidos en las técnicas de reproduccidn asistida, la
presencia de un Unico espermatozoide en la muestra criopreservada es suficiente para realizar una

ICSI.

A pesar de que los espermatozoides, en comparacién con otros tipos celulares, parecen ser
menos sensibles a la criopreservacién esta puede conducir a cambios perjudiciales en la estructura y
funcién de los espermatozoides (Di Santo et al.,, 2011). La disminucion de la motilidad de los
espermatozoides se ha atribuido al dafio en la membrana mitocondrial (un deterioro de la actividad
mitocondrial puede explicar la reduccién de la motilidad, pues el ATP generado por la fosforilacion
oxidativa en la membrana mitocondrial interna se transfiere a los microttbulos, para llevar a cabo el
movimiento). Aunque la motilidad no estd directamente relacionada con la capacidad de
fecundacion, es uno de los factores mas importantes que afectan a la calidad del esperma (Di Santo

et al., 2011; Bhavni Oberoi et al., 2014).

En cuanto a nuestra segunda hipdtesis, de que se esperaba una mayor movilidad post-
descongelacion en las muestras en las que se emple6 como medio de criopreservacion CryoSperm™
los resultados muestran una tendencia a obtener mejores resultados con este que con
SpermCryo™All-round, pero la diferencia no fue significativa. Un uso apropiado de los medios de
criopreservacion es uno de los factores de mayor impacto en la prevencién de la fragmentacién del
ADN, mejorando asi las tasas de supervivencia espermatica (Di Santo et al., 2011). Las diferencias
encontradas pueden ser debidas a que SpermCryo™All-round es un medio mdas denso que en
pequefios volimenes (muestras destinadas a congelacion en perlas) puede tener menor éxito de
penetracion en las células, mientras que los medios que se afiaden en una proporcién 1:1, siendo
actualmente los mas utilizados, como CryoSperm™, tienen mas probabilidades de conseguir penetrar
en una mayor cantidad de células y, por tanto mostrar unos mejores resultados de movilidad post-
descongelacion (Paras et al., 2008; Oliva-Hernandez & Marcos-Gonzalez, 2010; Degl’Innocenti et al.,
2013). Aun asi SpermCryo™All-round puede tener un mejor funcionamiento en muestras congeladas
en rampa, donde se criopreserva una mayor cantidad de volumen y, proporcionalmente, se afiade un

mayor volumen de medio de criopreservacion.
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En contra de lo que preveiamos en nuestra tercera hipdtesis de que existe una mayor
movilidad post-descongelacién en muestras sometidas a un bafio de nitrégeno liquido previo a su
almacenamiento en los tanques de nitrégeno liquido, que en aquellas en las que no se realiza dicho
paso, nuestros resultados mostraron que no existian diferencias significativas para ninguno de los
parametros estudiados. Hoy en dia sélo existe la tendencia a almacenar en nitrégeno liquido
embriones vitrificados (Sansinena et al., 2014) todos los otros tejidos o células normalmente se
almacenan en fase gas debido al riesgo de contaminacién cruzada durante el almacenamiento en
fase liquida y a que no se han visto diferencias en viabilidad entre una forma de almacenamiento u

otra (Lim et al., 2010).

Por ultimo hay que afiadir que existe una gran variacién entre individuos en la susceptibilidad
de los espermatozoides a la criopreservacion; como ya se comentd no hay pardmetros espermaticos
de analisis inicial que permitan una correlacion positiva con la supervivencia espermatica (a mayor
cantidad de espermatozoides moéviles por dosis no se obtienen mejores resultados tras la

descongelacion) (Lépez et al., 2012; Bhavni Oberoi et al., 2014).

En conclusién, este trabajo refleja que los pacientes en estudio por PFP presentan, en
algunos de los parametros estudiados, valores por debajo de los recomendados por la OMS, lo que
podria explicar los problemas de fertilidad que presentan; la importancia del tiempo en Ia
disminucién de la calidad espermatica; pero sobretodo la necesidad de ajustar el protocolo de
congelacién a las caracteristicas de la muestra para asi mejorar los resultados post-descongelacién.
Aunque en el proceso de congelacidon-descongelacion se vea disminuida la viabilidad de los
espermatozoides, la criopreservacion es una valiosa herramienta de ayuda clinica en la gestidn de la

infertilidad.
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