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Evaluacion de los parametros
seminales en muestras
criopreservadas por mas de 10 anos'

Kably-Ambe A, Carballo-Mondragon E, Roque-Sanchez AM, Duran-Monte-
rosas L, Amaro-Hernandez EA

las muestras espermaticas en criopreservacién son
susceptibles de dafio que se refleja en alteraciones en la movilidad,
integridad de la membrana, acrosomales en el ADN.

evaluar el indice de fragmentacién del ADN, la recupera-
cién de la movilidad y la viabilidad espermatica de muestras seminales
capacitadas en criopreservacion por mas de 10 afios.

estudio longitudinal, prospectivo y observa-
cional efectuado en muestras seminales criopreservadas a largo plazo
(mas de 10 afios) en un centro mexicano de fertilidad. Las muestras
se dividieron segiin el diagnéstico: con cirugia, fertilizacién in vitro,
oligo-asteno-teratozoospermia y quimioterapia. Se compararon las
variables: recuperacion en movilidad, indice de fragmentacion del
ADN y viabilidad espermatica. Las variables continuas se designaron
como media + DE y las categéricas como frecuencias y porcentajes.
Se utilizo6 el programa JMP-V9.

se estudiaron 19 muestras seminales criopreservadas
a largo plazo y no se encontraron diferencias por tiempo de alma-
cenamiento o volumen inicial. La concentracion, movilidad total,
nimero de células méviles y morfologia del grupo con oligo-asteno-
teratozoospermia fueron diferentes al resto. Hubo diferencia en la
morfologia inicial del flagelo, los grupos mas alterados fueron los de
cirugia y fertilizacién in vitro. En los grupos de cirugia, fertilizacion
in vitro y oligo-asteno-teratozoospermia se logré la recuperacién de
la movilidad en 27.34, 30.02 y 55.24%, respectivamente. El grupo
de quimioterapia no experimenté cambio. En el analisis de viabilidad
solo el grupo de oligo-asteno-teratozoospermia tuvo menos de 50%
de espermatozoides integros. En cuanto a fragmentacién de ADN los
grupos de cirugia y fertilizacion in vitro tuvieron menor indice (3.5
+ 2.5y 3.5 £ 3.01, respectivamente) en comparacion con los grupos
de oligo-asteno-teratozoospermia y quimioterapia (9.8 + .2 y 12.17
+ 3.9).

es posible almacenar a largo plazo muestras seminales
y recuperar espermatozoides Utiles para su uso en reproduccion asistida.

infertilidad masculina, criopreservacion, movilidad
espermatica, fragmentacion de ADN.
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Evaluation of semen parameters in long
term cryopreserved samples for over 10
years

Kably-Ambe A, Carballo-Mondragdn E, Roque-Sanchez AM, Duran-Monte-
rosas L, Amaro-Hernandez EA

Sperm samples subjected to cryopreservation are vul-
nerable, reflecting changes in membrane integrity, mobility and DNA.

To assess the rate of DNA fragmentation, sperm mobility
and recovery viability in capacitated semen samples after cryopreserva-
tion for over 10 years.

Longitudinal, prospective, observational
study of 19 seminal samples cryopreserved for more than 10 years, in
a mexican fertility center. The sample was divided into 4 groups: Group
CX (Surgery), Group IVF (in vitro fertilization), OAT Group (Oligo-
astheno-teratozoospermia) and QX Group (Chemotherapy), in order
to compare variables such as: recovery in mobility, DNA fragmentation
index and sperm viability. Continuous variables were designated as
means = SD, and categorical variables as frequencies and percentages.
JMP-V9 program was used.

There is no difference in storage time and initial volume. The
concentration, total mobility, total motile cells and morphology in OAT
group are different from the rest. There is difference in initial morphol-
ogy of the tail, showing more altered parameters in CX and IVF groups.
In the CX, FIV and OAT Groups was achieving a mobility recovery of
27.34%, 30.02% and 55.24% respectively. The QX group presented
no change. By analyzing the viability only OAT group presented <50%
intact sperm. For DNA fragmentation CX Groups and IVF showed the
lowest rate (3.5 + 2.5 and 3.5 + 3.01 respectively) compared with OAT
Groups and QX (9.8 £ 0.2 and 12, 17 + 3.9).

It is possible to store semen samples for a long period
of time, retrieving suitable viability sperm useful for assisted reproduc-
tion techniques.

Infertility; male; cryopreservation; sperm motility; DNA
fragmentation
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métodos de manipulacién celular, como la
criopreservacion espermatica, decisiva y po-
Los avances en las técnicas de reproduccién  tencialmente benéfica, sobre todo para tratar la
asistida han permitido el desarrollo de nuevos infertilidad por factor masculino.* Algunas de
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sus indicaciones rutinarias son en individuos
con: azoospermia obstructiva, oligozoospermia,
radio-quimioterapia y donacién. Si bien se consi-
dera una herramienta (til, es importante analizar
que la técnica per se puede causar cierto grado
de dafo celular.

Existen ciertos parametros que deben evaluarse
en las muestras descongeladas, porque sus valo-
res pueden predecir un adecuado potencial fértil,
como: movilidad, integridad de la membrana,
acrosoma y del ADN, que son reflejo de afecta-
cién en distintos sitios: mitocondria, membrana
celular, acrosoma y flagelo.>®

La disminucién en la movilidad espermética
es el principal marcador de dafo posterior a la
criopreservacion, que puede explicarse como
resultado de dafio osmético directo, choque tér-
mico y, sobre todo, hacia un dafio mitocondrial
que afectaria su funcién. En la bibliografia se ha
reportado una disminucién en la recuperacion de
la movilidad con valores entre 24 y 64%, mientras
que otros autores mencionan incluso 84%.”

La integridad de la membrana celular debe de-
mostrarse mediante estudios ultraestructurales
como la microscopia electrénica o fisiolégicos
como la prueba hipoosmética. Se ha observado
que las membranas se desestabilizan y muestran
cambios en las concentraciones moleculares,
en la interaccion lipido-proteina que altera la
permeabilidad. La prueba hipoosmética puede in-
dicar, ademds de integridad o no de la membrana
celular, criorresistencia, que se valora midiendo
la capacidad de enrollamiento espontaneo del
flagelo, que alcanza valores, en estudios previos,
significativos comparados con la técnica de tin-
cion vital. Diversos autores han encontrado mayor
dafo a la membrana de 20 a 70%. %°

Otro parametro que se ve afectado es la morfo-
logia, que depende de la calidad espermatica
previa a la criopreservacion.

Existen alteraciones espermaticas que no son
susceptibles de analisis mediante técnicas tra-
dicionales, como el estudio de la estabilidad
de la cromatina; sus anormalidades se han aso-
ciado con falla en las técnicas de reproduccién
asistida debido a que puede modificarse con la
criopreservacion y causar alteraciones en la in-
tegridad del ADNy, por lo tanto, en el desarrollo
embrionario.'

Es importante considerar a los pacientes con pa-
decimientos oncolégicos, en donde el porcentaje
de fragmentacion del ADN es mayor. En estos
pacientes se recomienda criopreservar muestras
seminales previo a los tratamientos necesarios
para la enfermedad de base.

A la fecha son pocos los estudios que docu-
mentan el dafo que podrian sufrir las muestras
seminales debido al tiempo de almacenamiento;
en las guias de donacién no se ha estandarizado
un limite de tiempo, razén por la que se decidi6
efectuar este estudio con el propésito de evaluar
la fragmentacion del ADN, recuperacion de la
movilidad y viabilidad espermatica de muestras
seminales capacitadas que permanecieron en
criopreservacién por mas de 10 afios.

Estudio longitudinal, prospectivo y observacional
efectuado con muestras seminales criopreser-
vadas en un centro mexicano de fertilidad;
se incluyeron las que tenian 10 a 18 afos de
almacenamiento que serian inactivadas por
consentimiento de los pacientes.

El analisis de las muestras se dividi6é en cuatro
grupos: 1) Con cirugia; muestras seminales de
varones que deseaban criopreservacion antes de
una intervencion quirdrgica que pudiera afectar
su fertilidad. 2) Fertilizacién in vitro; muestras
de varones aptos para fertilizacién in vitro, con
parametros seminales normales que no podrian



estar el dia de la captura folicular. 3) Con oligo-
asteno-teratozoospermia; muestras seminales de
individuos con esta afeccién aptos para alguna
técnica de reproduccién asistida. 4) De pacien-
tes con quimioterapia o radioterapia por cancer.

La criopreservacion se efectué con una dilu-
cion 1:1 de semen y medio TYB (Irvine, Sci); la
muestra se homogeneiz6 y colocé a 4°C durante
30 minutos, enseguida se coloc6 en vapores
de nitrégeno por espacio de 35 minutos y se
sumergi6 en nitrogeno liquido para su almace-
namiento. Para su descongelacion la muestra se
colocé 5 minutos en bafio marfa a 37°C y se
procedi6é de acuerdo con el protocolo. Se mi-
dieron los pardmetros de movilidad, densidad
y morfologia inicial. Después de evaluarlas se
procedié a la capacitacién espermatica por
gradientes (Isolate®) y se analizaron las variables
de: movilidad espermatica, prueba hipoosméti-
ca y fragmentacién del ADN mediante prueba
de HALO.

Las variables continuas se designaron como me-
dias y desviaciones estandar, y para determinar
la significacion estadistica se realizé regresion
logistica univariada. Las variables categoricas
se evaluaron en frecuencias y porcentajes. Los
calculos se realizaron con el programa de com-
puto JMP versién 9.

Se analizaron 19 muestras; los datos de-
mograficos se sefialan en el Cuadro 1. No
hubo diferencia significativa en el tiempo
de almacenamiento ni en el volumen ini-
cial. Como era de esperarse, los parametros
de concentracion, movilidad total, total de
células méviles y morfologia del grupo con
oligo-asteno-teratozoospermia fueron dife-
rentes al resto de los grupos. Se observé una
diferencia en la morfologia del flagelo en
los grupos con cirugia, fertilizacion in vitro,
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oligo-asteno-teratozoospermia y quimiotera-
piade: 28, 24, 19y 17%, respectivamente. La
edad del grupo de individuos que recibieron
quimioterapia fue menor en comparacién con
la de los grupos con cirugia, fertilizacion in
vitro y oligo-asteno-teratozoospermia.

Luego de la descongelacion se observé disminu-
cién en la movilidad espermatica en los grupos:
con cirugfa, fertilizacion in vitro y oligo-asteno-
teratozoospermia; el porcentaje de recuperacién
fue de: 27.34, 30.02 y 55.24%, respectivamente.
El grupo con quimioterapia no mostré cambios
en la movilidad. (Figura 1)

Las muestras de los grupos inicialmente clasifi-
cados como normales (con cirugia y fertilizacion
in vitro) tuvieron la menor tasa de recuperacion
de la movilidad. (Figura 1)

Al analizar los resultados de la prueba hipoosmati-
ca, solo el grupo de oligo-asteno-teratozoospermia
tuvo menos de 50% de espermatozoides con
membranas integras. (Figura 2)

Por lo que se refiere a la fragmentacién de ADN
en los grupos con cirugia y fertilizacion in vitro
hubo menor indice (3.5 £ 2.5 y 3.5 + 3.01,
respectivamente) que en los grupos de oligo-
asteno-teratozoospermia y con quimioterapia
(9.8+ .2y 12.17 +£3.9). (Figura 3)

Este estudio se efectud para evaluar los efectos a
largo plazo de la criopreservaciéon espermatica
en los parametros de movilidad, integridad de
membrana y fragmentacion del ADN analiza-
dos con base en el diagndstico con el que se
almacenaron.

La criopreservacion tuvo un efecto negativo en
los pardmetros de movilidad, resultado seme-
jante a lo reportado en la bibliografia. Durante



Kably-Ambe A y col. Evaluacién de los parametros seminales en muestras criopreservadas

Datos demograficos de los pacientes antes de la criopreservacion

Con cirugia
n 4.00
Edad (anos) 35.75 + 6.02
Tiempo de almacenamiento (afios) 15.50
Volumen total (mL) 3.95
Concentracién espermatica 514.80
Movilidad total (%) 59.50
Total células méviles (TCM) (millones) 69.13
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CX: cirugia; FIV: fertilizacién in vitro; OAT: oligo-asteno-
teratozoospermia; QX: quimioterapia

Porcentaje de recuperacién de la movilidad
post-descongelacién.
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Resultados de la prueba HOS por grupos.

la maduracién, el espermatozoide pierde gran
parte del citoplasma y sus mecanismos de re-

Fertilizacion in vitro
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4.00 5.00 6.00
35 +4.69 36.4 £10.16 18.33 £ 10.16
13.50 14.00 18.10
3.08 2.76 1.58
336.35 21.80 104.42
51.00 17.80 54.50
60.03 2.48 20.47
40+
304
= 204
104 ﬁ\
i ¥ T
0 - i» .
CX T FIV T OAT = QUM
indice de fragmentacién del ADN por
grupos.

paracién y defensas enzimaticas disminuyen en
comparacion con otras células, circunstancia
que puede dafar la cromatina debido a la crio-
preservacion. En este estudio se encontr6 que el
efecto en [a movilidad fue mayor en las muestras
catalogadas normales antes de almacenarlas
(grupos criopreservacion y fertilizacién in vitro).
Sin embargo, en el grupo de quimioterapia se
observé mejor recuperacion en la movilidad,
quiza debido al efecto de la edad porque eran
muestras de varones mas jovenes, lo que coin-
cide con las observaciones de la bibliografia.™
Otra posible explicacion es que inicialmente
en los grupos cirugia y fertilizacion in vitro se
encontré mayor alteracion en la morfologia del
flagelo en comparacién con el grupo cirugia y
oligo-asteno-teratozoospermia.



También esta descrito que el proceso de con-
gelacién-descongelacion puede incrementar la
lipoperoxidacién de la membrana, afectar la mo-
vilidad y condensacién de la cromatina. Como
era de esperarse, el porcentaje de espermatozoi-
des con menor valor en la prueba hipoosmética
se encontré en el grupo que inicialmente estaba
mas alterado (oligo-asteno-teratozoospermia:
35.4%), en el resto de los grupos el indice se
encontr6 por arriba de 50%, un valor superior
a 40% es un buen predictor de integridad de la
membrana.

Las muestras seminales de pacientes con
cancer testicular, linfoma y leucemia tuvie-
ron deterioro en la integridad del ADN, que
se incrementé después de los tratamientos
de quimio-radioterapia. En este estudio se
encontré este efecto, los pacientes del grupo
con quimioterapia tuvieron mayor grado de
fragmentacion del ADN, aun asi los resultados
no alcanzan 15%, limite mencionado como
punto de corte para que la fertilidad se vea
afectada.'>"

Existen estudios a corto plazo de almacena-
miento durante 3 meses de muestras en vapores
de nitrégeno que no reportan afectacion de los
parametros generales de movilidad, morfologia
e indice de fragmentacién del ADN. En nuestra
busqueda este es el primer estudio que compara
el efecto a largo plazo de la criopreservacion
espermdtica en la fragmentacion del ADN; sin
embargo, hacen falta mas estudios para definir
la relacion causal entre criopreservacion a largo
plazo y calidad espermatica.

Las muestras seminales pueden almacenarse a
largo plazo y recuperar los espermatozoides con
viabilidad adecuada para su uso en técnicas de
reproduccion asistida.
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