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ARTICULO ORIGINAL

Criopreservacion espermatica, impacto sobre la tasa de
sobrevivenciay su repercusion al futuro

Alfredo Gongora,* Gabriela Capilla,** Patricia Trejo**

Resumen Summary

Objetivo: Comparar las tasas de sobrevivencia en pa-
cientes que criopreservaron muestras espermaticas con
menos de cinco afios contra muestras de pacientes con
mas de 5 afios de congelacion, y determinar si habia
dafios aparentes.

Material y métodos: Se evaluaron 100 muestras al azar
de semen humano que fueron obtenidas para analisis y
proceso de congelacién. Posterior a la descongelacion
la evaluacion se llevo de acuerdo con los criterios de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El liquido se-
minal permanecié en bafio Maria a 37°C £ 1°C por un
tiempo no mayor de 20 minutos; a continuacion se llevo
la evaluacién microscépica y se determind la sobreviven-
cia espermatica de las muestras con menos y mas de
cinco afios de almacenamiento.

Resultados: Se encontré que una muestra espermatica
sumergida en nitrégeno liquido, sufre un deterioro de su
movilidad. No todos los individuos poseen espermato-
zoides que puedan ser crioconservados efectivamente.

Se llevé a cabo la estimacion puntual de la diferencia
entre las proporciones de las poblaciones con un inter-
valo de confianza del 95% encontrando una diferencia
no significativa entre p = 0.2 y 0.12. Puede esperarse
que la mayoria de las muestras de semen tengan una
reduccién en la movilidad durante el proceso de criopre-
servacion, aunque la mayoria de esta pérdida esta basa-

Introduction: The present work consisted of comparisons
of the ratio of survival for two cryopreservation pool
samples: a pool with < 5 years of cryopreservation and a
pool with > 5 years of cryopreservation, to evaluate
whether there was any apparent damage in the spermatic
cells.

Methods: We analyzed 100 samples of human seminal
liquid obtained for cryopreservation. Evaluation was car-
ried out according to World Organization Health criteria
(WHO). Samples were thawed in a water bath at 37°C +
1°C for 20 min; subsequently, we carried out a microscopic
evaluation for the two types of samples.

Results: We found that the more time that a spermatic
sample is maintained under liquid nitrogen, the more
damage and less motility of sperm cells occurs. We made
an estimation of the difference between the two popula-
tions with a 95% confidence intervals and found a true
but not significant difference (p = 0.2-0.12). We can as-
sume that the majority of cryopreserved sperm samples
will have a reduction in mobility during the cryopreser-
vation process, even though the majority is based on
individual differences.

This has led to development and use of cryoprotectors
with extenders to control alterations in cells and solvents
to obtain samples with better quality and longer storage
time. The difference is minimum in moatility; however the
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da en diferencias individuales. Esto ha llevado a desarro-
llar uso de crioprotectores con extensores para controlar
alteraciones en los solventes y solutos, intra y extracelu-
lar, y asi obtener muestras con mejor calidad y mayor
tiempo de almacenamiento. La diferencia es aparente-
mente minima en cuanto a movilidad se refiere, ya que
siguen siendo muestras con caracteristicas aptas para
ser utilizadas en técnicas de reproduccion asistida. Asi
mismo, la cantidad de espermatozoides méviles recupe-
rados sugieren buenos resultados: muestras con conteos
de espermatozoides arriba de 10 millones/mL.

Palabras clave: Criopreservacion, crioprotectores.

OBIETIVO

Demostrar como en los pacientes que criopreservan mues-
tras de espermatozoides, conservan tasas de sobreviven-
cia del 50% en periodos por arriba de los cinco afios de
almacenamiento sin riesgos apreciables de dafio esper-
maético.

INTRODUCCION

La evolucién de la criobiologia ha conseguido establecer
procedimientos razonablemente eficaces para la criopre-
servacion de espermatozoides humanos, sin embargo los
efectos de la congelacion y la descongelacion siguen sien-
do letales.!

Son poco conocidos los eventos fisicos y bioquimicos
gue ocurren durante la congelacion, almacenamiento y
descongelacion en el espermatozoide, asi como los mé-
todos para detectar los dafios criogénicos. Es de este modo
como las células sobrevivientes pueden sufrir lesiones es-
tructurales y cambios metabdlicos que limitan su fun-
cion bioldgica. Dichos efectos ocurren incluso si el pe-
riodo de congelacion es muy corto, por lo que resultan
inevitables.

El objetivo de cualquier protocolo de congelacion es
prevenir la formacién letal de cristales de hielo intracelu-
lar, controlar grandes fluctuaciones en su volumen y redu-
cir el dafio de la membrana que acompafia los cambios
de fase inducidos por las bajas temperaturas. También es
bien conocido que si un espécimen de semen tiene una
capacidad baja de fertilizacién antes de congelar, la capa-
cidad no serd mejor al descongelar dicha muestra.

Intentos para maximizar la sobrevivencia de los esper-
matozoides frente a su descongelacién, han llevado al
desarrollo de crioprotectores con extensores para contro-
lar alteraciones en los solventes y solutos intra y extracelu-

amount of motile sperms suggests good results, i.e, sam-
ples with sperm counts above 10 millions/mL.

Key words: Cryopreservation, cryoprotectors.

lar; asi como obtener muestras con mejor calidad y mayor
tiempo de almacenamiento.?

Existen diversas legislaciones como deben citarse la es-
pafiola (articulo 11 de la Ley 35/1988) y la inglesa (1990),
gue contemplan limitaciones temporales para la conser-
vacion del semen a cinco afios. Los estudios realizados
desde el inicio de la conservacién de espermatozoides,
no muestran alteraciones cromosémicas tras la criopre-
servacion. Dada la baja incidencia de los fendémenos que
pudieran lesionar el material genético, se ha calculado que
los espermatozoides podrian conservarse durante muchos
afios sin riesgo apreciable de mutaciones.® Por otra parte,
es importante mencionar que existe un porcentaje eleva-
do de personas menores de 20 afios o sin pareja, que
tienen depositado su semen en Bancos y no es posible
plantear su descendencia en este periodo de vida.*

Asi mismo, se pretende demostrar que en centros de
reproducciéon humana, un porcentaje alto de pacientes
con muestras normales de espermatozoides obtendran
altas posibilidades de almacenamiento exitoso con mas
de 5 afios de conservacidn, protegiendo asi su fertilidad
futura.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron al azar 100 alicuotas de semen humano en
pacientes con edades entre 20 y 35 afios que fueron ob-
tenidas para andlisis y proceso de congelacion. Mediante
el método de recoleccion convencional (masturbacion)
fueron obtenidas las muestras de esperma en un frasco
estéril de plastico previa abstinencia sexual de 3 a 5 dias.
Posteriormente se llevo a cabo el anélisis macroscopico y
microscépico fundamentado en los criterios de la Organi-
zacion Mundial de la Salud (OMS) (Cuadro 1).5

A los espermatozoides previa eliminacién del plasma
seminal, fueron expuestos al crioprotector (Irvine Scienti-
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Volumen

PH

Concentracion espermatica
Numero total de espermatozoides
Motilidad

Morfologia

2.0 mL o mas

7.2 0 mas

20 x 10% espermatozoides/mL o mas

40 x 10° espermatozoides por eyaculado o mas

50% o mas con progresion anterdgrada (categorias a y b), o 25%, o mas con
progresion lineal rapida (categoria a) dentro de los 60 minutos de la eyaculacion
Actualmente se estan desarrollando estudios multicéntricos de poblaciones para
proponer una mejor evaluacion de este parametro. Datos obtenidos de Progra-
mas de Reproduccion Asistida sugieren que cuando la morfologia baja del 15%
de formas normales la tasa de fertilizacion in vitro disminuye.

Viabilidad

Leucocitos

Prueba de Immunobeads
Prueba MAR

Menos de 1 x 108

50% vivos o mas, por ejemplo excluyendo el colorante

Menos del 50% de espermatozoides moviles con particulas adheridas
Menos del 50% de espermatozoides con particulas adheridas

(Datos de espermatobioscopia inicial de la poblacién)

fic, Santa Ana, CA; TEST Yolk Buffer con 7.4% de glicerol,
fructuosa o glucosa y lipidos adicionado con sulfato de
gentamicina).

La seleccion de un crioprotector para conservar en las
mejores condiciones posibles al esperma, que estara bajo
esta terapia, estuvo basado en las habilidades para man-
tener la integridad celular y funcional durante el proceso
de congelacién y descongelacion.

TECNICA DE CRIOPRESERVACION ESPERMATICA

Posterior a la eliminacién del plasma seminal es adicionado
gota a gota el crioprotector (Irvine Scientific, Santa Ana, CA;
TEST Yolk suplementado con glicerol 7.4 %). Periddicamen-
te, y cada 10 minutos, se repitié la misma técnica combinan-
do la muestra seminal hasta obtener el efecto deseado. Una
vez obtenido el volumen, las muestras espermaticas analiza-
das se dejan a temperatura ambiente por un lapso de 10 a
15 minutos; a continuacion son expuestas a vapor en nitro-
geno liquido por un tiempo de 30 minutos, llevandose a
continuacion la inmersién en este gas.

PROCEDIMIENTO DE DESCONGELACION
DE LAS MUESTRAS

Las muestras espermaticas permanecieron en un tanque
seco con nitrégeno liquido a una temperatura de-196°C.
Las muestras seleccionadas fueron expuestas durante 10
segundos a temperatura ambiente (25 = 2°C); posterior-
mente se sumergieron en un bafio Maria a temperatura
de 37°C = 1°C por un lapso de 15 a 20 minutos.

Cada muestra fue mezclada perfectamente con una
pipeta estéril y se colocaron 10 uL en la camara Makler.

Se esperd de 2 a 3 minutos para estabilizar la temperatura
y poder realizar la lectura del conteo espermatico, asi como
para valorar la movilidad.

RESULTADOS

Se llevo a cabo la evaluacion de las alicuotas al azar de
semen para sus correspondientes tasas de sobrevivencia
desde 1989 al 2003. Todos los pacientes que se conside-
raron para el estudio fueron muestras con conteos de
espermatozoides, porcentaje de movilidad y progresiones
normales (basados en el Manual de la OMS);® descartan-
dose las muestras con presencia de oligozoospermia y
astenozoospermia. La media de edad (25 afios) que se
abarc6 fue determinado por la afluencia de pacientes que
acudieron a la clinica.

Se realizé la diferencia entre las proporciones de dos
poblaciones aplicando el teorema del limite central con
un intervalo de confianza del 95%.% De cada grupo (me-
nor y mayor de cinco afios de criopreservacion) se tomd
el porcentaje de tasa de sobrevivencia de personas mayor
a 50% de movilidad. De las 50 muestras analizadas con
arriba de 5 afios de criopreservacion resulté un 76% de
tasa de supervivencia que tuvieron mas del 50% de movi-
lidad. Mientras que en las siguientes 50, por debajo de 5
afios de criopreservacién, el porcentaje resultdé del 80%
gue tuvieron una movilidad mayor al 50%.

La estimacién puntual de la diferencia entre las propor-
ciones de las poblaciones por el teorema del limite central,
fue de 0.76-0.80 = -0.04 con el 95% de confianza de que
la diferencia verdadera estd entre p = 0.2y 0.12.

Finalmente, de las 100 alicuotas, se determinaron sus
valores promedio para dar a conocer los rangos de cali-
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dad de muestras que se seleccionaron para el analisis (va-
lor promedio de espermatozoides maviles de 53 millo-
nes/mL) (Cuadros Il y 11).

DISCUSION

El éxito de la sobrevivencia a la descongelacion de una
muestra espermatica esta ligada a la calidad de la misma.”
Muestras espermaticas en nimero normal, en cuanto a
movilidad y porcentaje de movilidad (> 50%), tuvieron
buenos resultados quedando muestras con arriba de 10
millones de espermatozoides por mililitro (Cuadro 11).

Al llevar a cabo la diferencia entre las proporciones de
las dos poblaciones encontramos que los valores refleja-
ron que el andlisis comparativo fue el siguiente.

El valor que disminuyé fue la movilidad espermatica,
bajando una escala de progresién a b. A pesar de la apa-
rente diferencia de movilidades, las muestras post-des-
congeladas lograron mantener valores permisibles que
permiten ser manejadas para técnicas de reproduccion

Muestras con
menos de
5 afios de
criopreservacion

Muestras con mas
de 5 afios de

Parametros (x) criopreservacion

Concentracién 67 64
(millén/mL)
Espermas mdviles 49 39
(millén/mL)
% de movilidad 60 61

a, b

Muestras con
menos de
5 afios de
criopreservacion

Nivel de movilidad

Muestras con mas
de 5 afios de

Parametros (x) criopreservacion

Numero de 50 50
pacientes

Concentracion 71 76
(millén/mL)

Espermas moviles 36 26
(millén/mL)

% de movilidad 51 34

Nivel de movilidad

asistida dando un valor real no significativo; ya que el 76%
de los pacientes con méas de cinco afios de criopreserva-
ciébn mantuvieron una tasa igual o por arriba del 50% de
sobrevivencia. Una movilidad de tipo b, sugieren que al
llevar a cabo una técnica de seleccion y lavado como po-
dria ser un swim-up la muestra podria alcanzar un mejor
estado, o en su defecto se considera una muestra apta
(Cuadro I). La congelacion es un proceso complejo en el
gue intervienen muchos factores como son la velocidad
de enfriamiento, la presion, la composicién, entre otros.
Los mecanismos por los cuales actla el crioprotector no
han sido completamente conocidos.

Es importante manejar una temperatura homogénea
para la recuperacion de la célula que lleva aparejado el
paso inverso de la congelacién. En funcién de la veloci-
dad a la que se realiza la congelacion, el material esta
expuesto a ciertos riesgos durante la descongelacion y por
lo tanto a las caracteristicas finales de funcionalidad de la
célula.®

A pesar de las ventajas de la criobiologia en el area
androldgica, no todos los individuos poseen espermato-
zoides que pueden ser crioconservados efectivamente. La
observacién y trabajo de los investigadores han demostra-
do una baja movilidad en el descongelamiento de la mues-
tra en algunos pacientes; el andlisis total de descongela-
miento debe ser realizado a todas las muestras
espermaticas para determinar si son o no adecuadas para
un almacenamiento a largo plazo.® Puede esperarse que
la mayoria de las muestras de semen tengan una reduc-
cion en la movilidad durante el proceso de crioconserva-
cion, aunque la mayoria de esta pérdida esta basada en
diferencias individuales.

Finalmente, los datos indican que las células esperma-
ticas almacenadas durante largo tiempo no reducen su
capacidad fertilizante;° teniendo asi un porcentaje peque-
filo de posible pérdida de criosobrevivencia después de
25 afios de almacenamiento a —196°C.

En resumen, la aplicacién clinica de la criopreserva-
cion del semen ha demostrado ser un método probado y
efectivo en el tratamiento de aquellos individuos preocu-
pados por el impedimento de la fertilidad.1°

A pesar del importante uso de los crioprotectores en
el semen humano, son poco conocidos los eventos fisi-
cos y bioquimicos que ocurren durante la congelacién,
almacenamiento y descongelacion del esperma huma-
no, o bien acerca de los métodos para detectar los dafios
criogénicos.1!

Las muestras espermaticas y su relacion con la sobrevi-
vencia es baja con respecto a protocolos actuales de crio-
preservacion, ya que dado los esfuerzos para obtener
mejores resultados se siguen obteniendo muestras des-
congeladas con disminucién de la movilidad de las que
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son obtenidas en fresco. Podemos mencionar que hay cri-
terios que sugieren una pérdida anual del 2% en la movi-
lidad espermatica, sin embargo nosotros no estamos con-
vencidos.
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