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RESUMEN

Por diferentes motivos el uso del semen congelado ha ido aumentado, cada vez mas se van
modificando o implementado nuevos protocolos para aumentar la efectividad del proceso de
congelacién-descongelacién. Uno de los objetivos principales a mejorar en este proceso es
disminuir la magnitud en los dafios estructurales y moleculares de los espermatozoides. La
criopreservacion provoca una reduccion en la motilidad y vitalidad espermatica debido
principalmente a cambios osmaticos y lesiones causadas por los cambios drésticos de temperatura.
Todavia existen muchos mecanismos que aun no han sido estudiados a profundidad y que pudiera
tener cierta repercusion en las tasas de implantacién, tasas de recién nacidos vivos, tasas de

fecundacion, etcétera.

En los resultados obtenidos de los estudios de Borger, De Croo y Kuczynski se observaron mejores
tasas de fecundacion, implantacion, embarazos en curso y recién nacidos vivos utilizando muestras
frescas en lugar de muestras congeladas. Huang evidencié que los diferentes periodos de
almacenamiento no influian en la tasa de éxito reproductivo. Mohamed establecié que no habia
una distincion importante entre utilizar la congelacion lenta y la vitrificacion ya que las tasas de
motilidad progresiva, vitalidad y potencial de membrana mitocondrial eran parecidas. Por otra
parte, Aizpurua reportd que la vitrificacion libre de crioprotectores permeables daba mejores
resultados en la motilidad, morfologia, vitalidad y fragmentacion de ADN comparado con la

congelacion convencional.

El proceso de congelacion-descongelacion espermatica es una herramienta con multiples ventajas
que brinda la posibilidad de tener un recién nacido vivo en casa. A pesar de ser un procedimiento
realizado de manera rutinaria en las TRAs faltan muchos estudios para optimizar el protocolo,
reducir el dafio estructural a nivel celular y a nivel del ADN y aumentar el éxito reproductivo.
Todo esto con la finalidad de que en un futuro las muestras frescas y congeladas presenten una

capacidad fecundante similar.

Palabras clave: semen congelado, semen fresco, éxito reproductivo, tasa de fecundacion, tasa de

recién nacido vivo, capacidad fecundante, congelacion lenta, vitrificacion.



INTRODUCCION

Hoy en dia se le esta dando mayor importancia al papel que cumple el factor masculino en los
problemas de infertilidad ya que se ha demostrado en multiples ocasiones que hay problemas en
la calidad seminal en aproximadamente el 50% de los casos de infertilidad. Hay una gran cantidad
de marcadores diagnosticos que pueden ser Utiles al momento de evaluar la infertilidad masculina,
entre muchas se habla del dafio al ADN. Este parametro predictor muchas veces nos puede ser de
utilidad para saber qué tan exitoso sera el tratamiento reproductivo, ya que ademas es un indicador
fiable de deterioro celular. La principal causa del dafio al ADN en el espermatozoide es el estrés
oxidativo (Lewis, 2013).

El estrés oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre la capacidad del sistema
antioxidante del espermatozoide para neutralizar las especies reactivas de oxigeno y la produccion
de éstas mismas. El espermatozoide tiene pocos mecanismos de reparacion, por lo que es comun
encontrar dafio en el ADN incluso en muestras con gran calidad seminal como las de los donantes.
Se ha observado que el estrés oxidativo puede disminuir la tasa de éxito en los tratamientos de
fecundacién in vitro (Agarwal, 2014). Lo que es clinicamente relevante es valorar cuél es el grado

de dafio en el que ya existe un impacto negativo en el resultado final del tratamiento.

La introduccion de la criopreservacion al campo de la reproduccion humana asistida representd un
avance significativo hacia la obtencion de un mayor nimero de recién nacidos vivos en casa. La
preservacion de semen desempefia un papel importante en el manejo de la fertilidad, por lo que su

Optima ejecucidén parece influir en el éxito reproductivo de los tratamientos de FIV.

El proceso de congelacion-descongelacion ha sufrido muchas modificaciones a lo largo del
tiempo. Algunos ejemplos serian la aplicacion de la yema de huevo como medio para evitar que
la membrana sufra dafios debido al shock por frio o la implementacién del glicerol como agente
crioprotector para evitar lesiones crioinducidas como la formacion de hielo intracelular (Fernandez
et al., 2009).

Actualmente existen dos métodos principales que se utilizan para criopreservar el semen
proveniente del humano: la congelacion convencional y la vitrificacion. La primera también
Ilamada congelacion lenta es la técnica mas empleada hoy en dia, en ésta se reduce gradualmente

la temperatura utilizando crioprotectores. Este tipo de criopreservacién afecta la calidad seminal a



nivel funcional y estructural debido al efecto de los crioprotectores y la formacion de cristales de

hielo causando dafios osméticos y toxicos en el espermatozoide.

La vitrificacion cada vez se estd utilizando mas al ser un procedimiento rapido, simple y
econdémico. El fundamento de esta técnica basicamente es la disminucion ultra répida de la
temperatura ya sea con la presencia o ausencia de crioprotectores, lo que ocurre es que se evita la
formacion de cristales de hielo porque el agua al enfriarse tan rapido adquiere un estado vitreo. En
2019 se reporto el nacimiento de un bebé sano utilizando ICSI con una muestra seminal vitrificada
utilizando un nuevo protocolo de vitrificacion libre de crioprotectores permeables (Medrano et al.,
2019).

Ha sido demostrado por Le y colaboradores que la congelacion convencional da como resultado
una mayor tasa de movilidad y viabilidad espermética, mientras que existe mejor morfologia y
menos defectos espermaticos en muestras que han pasado por el método de vitrificacion (Le et al.,
2019).

La criopreservacion presenta la ventaja de que al culminar en una temperatura de -196°C, las
reacciones quimicas dejan de llevarse a cabo deteniendo por completo el metabolismo celular
haciendo posible su almacenamiento por tiempos indefinidos y al mismo tiempo manteniendo la
viabilidad y capacidad fecundante. En la parte desfavorable se habla de que podria tener un
impacto negativo en la estructura y funcionalidad del espermatozoide a pesar de que éste presenta
menor sensibilidad al dafio producido por el proceso. Esta propiedad puede derivarse de dos
caracteristicas importantes del espermatozoide: su bajo contenido de agua y su gran fluidez de

membrana.

Algunos de los procesos que pudieran dafiar al espermatozoide serian el shock térmico con la
formacion de hielo tanto de forma extracelular como intracelular, la deshidratacion celular y el
shock osmético (Di Santo et al., 2012). Siendo la formacion de cristales y la generacion de ROS

las principales causas de dafio celular.

Las velocidades de enfriamiento tienen un rol muy importante en el tipo de dafio que puede ser
causado en la célula. Por ejemplo, si la velocidad de enfriamiento es rapida ocurrira la formacion
de hielo intracelular provocando la ruptura de las membranas y afectando la funcién de las

organelas. En cambio, si la velocidad de enfriamiento es lenta la célula se deshidratara haciendo



que la concentracion de solutos sea tan elevada que llegue a producir un efecto téxico en la célula.
Cabe recalcar que no solamente ocurren dafios en la etapa de la congelacion, sino que en la
descongelacion puede suceder la recristalizacion o que los cristales de hielo se derritan (Di Santo
etal., 2012).

Es bien conocido que la motilidad y la tasa de fecundacion disminuyen en los espermatozoides
que presentan alteraciones y que son sometidos a la congelacion. De hecho, la tasa de recuperacion
de la motilidad espermatica post-descongelacion no es mayor al 60% (Tongdee et al., 2015). Esto
debido al simple hecho de que congelar a temperaturas bajo cero causa dafios irreversibles en el
espermatozoide, principalmente en las membranas, en la estructura acrosomica y en la actividad
de la acrosina, una enzima que en pocas cantidades se asocia con la subfertilidad o infertilidad
(Kennedy et al., 1989).

Las mitocondrias juegan un papel muy importante en la generacion de energia en forma de ATP,
lo cual ayuda consecuentemente al movimiento del espermatozoide. Entonces la baja motilidad
espermatica también puede ser consecuencia de que la estructura y funcionalidad de las
mitocondrias puede verse comprometida por el proceso de criopreservacion. (Tamburrino et al.,
2023). Por estas razones es fundamental tener establecido un buen protocolo de criopreservacion
para asi garantizar la funcionalidad y viabilidad 6ptima de los espermatozoides al ser sometidos a
temperaturas cada vez mas bajas por un tiempo prolongado.

A pesar de que el semen congelado se utiliza de forma rutinaria en los tratamientos de FIV, no
existe un protocolo universal, Unico y funcional para el proceso de congelacion-descongelacion.
Una de las principales razones por las que no se ha llegado a un acuerdo en comun es porque hay
una gran variabilidad entre pacientes y muchas veces existen grandes oscilaciones en el mismo

paciente en un determinado periodo de tiempo.

El aumento de demanda de semen donado por parte de la poblacién de madres solteras y la
comunidad LGBTQ+ con deseos de gestacion han exponenciado la utilizacion de semen
proveniente de donantes. Por lo que muchas técnicas de reproduccion asistida, ya sea una
inseminacidn artificial heterdloga (IAD) o una fecundacion in vitro (FIV/ICSI), se estan llevando
a cabo con semen congelado en lugar de semen fresco. Las muestras de donantes se congelan con

la finalidad de asegurar que el semen esté libre de agentes infecciosos como el VIH, VHB o HVC.



De ahi la importancia de tener un excelente protocolo de congelacién-descongelacién que nos
asegure una buena tasa de éxito en las técnicas de reproduccion asistida (TRAS) utilizando semen
congelado.

Por otra parte, la preservacion de semen es el Unico método que se ha comprobado que puede
ofrecer la posibilidad de que un sector especifico pueda tener hijos en un futuro: pacientes que
cursaran algun tratamiento que pueda causar fallo testicular o una disfuncion eyaculatoria
comprometiendo asi su fertilidad, pacientes con problemas al momento de eyacular y pacientes a
los cuales se les realizard una biopsia testicular o aspirado de epididimo. La principal ventaja de
tener criopreservado el semen de este tipo de pacientes es que tenemos un stock disponible de
espermatozoides que podremos utilizar en un determinado momento ayudando a cumplir su suefio

reproductivo (Martinez, 2013).

Una vez que comprendamos todas estas implicaciones que conlleva el proceso de la
criopreservacion podremos trabajar para reducir el impacto de los dafios en la estructura y en la
integridad del ADN en el espermatozoide, optimizando los protocolos y aumentando el éxito
reproductivo. Es crucial que el resultado final de la congelacion-descongelacion sea la obtencion
de una buena tasa de recuperacion de espermatozoides funcionalmente competentes, cuya

capacidad fecundante no haya sido modificada en el proceso.

OBJETIVOS

e Valorar la tasa de éxito reportada en los tratamientos de Reproduccidn Asistida utilizando

muestras congeladas y muestras frescas basandonos en la literatura.

e Determinar si el periodo de almacenamiento de las muestras criopreservadas influye en el éxito

reproductivo.

e Comparar los resultados obtenidos tras utilizar el protocolo de congelacion lenta versus el

protocolo de vitrificacion.



MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una busqueda bibliogréafica en diferentes bases de datos multidisciplinares como Google
Académico, Scopus y Web Of Science, y también bases de datos en el ambito de la salud como
Pubmed. Se hizo uso del operador booleano AND para adquirir mayor precision utilizando
descriptores o palabras adecuadas para conseguir resultados de busqueda en donde ambos términos

se encontraran presentes.

La busqueda de articulos se realiz6 en el idioma de inglés entre los afios de 1997 al 2023 utilizando
las siguientes palabras claves: frozen human semen, fresh human semen, clinical outcome, slow
freezing, conventional freezing, vitrification, pregnancy rate, live birth rates, cryostorage of
semen. Una vez obtenidos los articulos se hizo una lectura critica de cada uno de ellos para decidir
si aportarian informacion valiosa una vez incorporados al trabajo de investigacion. El articulo
cientifico se incluyd si reportaba al menos uno de estos aspectos: tasa de embarazo, tasa de aborto,
tasa de recién nacido vivo, tasa de implantacion, tasa de fecundacion, porcentaje de motilidad, o
porcentaje de vitalidad. Un total de 6 articulos fueron incluidos.

RESULTADOS

Si analizamos el deterioro de la calidad seminal que conlleva el proceso de criopreservacion
espermatica y que podria llegar a explicar una disminucion en el éxito de los tratamientos de

reproduccion asistida podemos analizar diversos estudios.

En el estudio retrospectivo de Huang y colaboradores, donde se analizaba la influencia de un
almacenamiento prolongado de muestras criopreservadas de donantes en la motilidad espermatica
y en el éxito de los tratamientos, no se evidenciaron diferencias significativas en la motilidad
espermatica durante el proceso de criopreservacion en diferentes muestras con distintos tiempos
de almacenamientos. Ambos grupos de 6 a 10 afios y de 11 a 15 afios de almacenamiento se
compararon con el grupo de 0.5 a 5 afios, obteniéndose en ambos casos una P = > 0.05 (Tabla 1).
Por otra parte, si se observo una diferencia significativa en cuanto a la tasa de supervivencia entre
distintos periodos de almacenamiento. En el mismo estudio se realizaron las mismas
comparaciones entre grupos, pero ahora teniendo en cuenta las tasas de nacidos vivos, embarazos

y abortos en inseminaciones artificiales con donantes (IAD) y en procedimientos de fecundacion



in vitro (FIV). En IAD y en FIV las diferencias respecto al grupo de 0.5 - 5 afios no fueron
significativas (Tabla 2, 3y 4).

Long-term cryostorage of semen
in a human sperm bank does not
affect clinical outcomes

Ph.D.,” Lin Lei, M.S.,” Hui-Lan Wu, B.S.,” Run-Xin Gan, M.5.,* Xiao-Bo Yuan, M.5.,"
Li-Qing Fan, Ph.D.,”" and Wen-Bing Zhu, Ph.D.

Motilidad espermatica (%)

d.

Almacenamiento i (o

ot d i Tasa de
(afios) (321 ! (;] VG [ supervivencia (%) VLD [
05 - 5.0 52.7 + 2.8 46.78 = 3.1 -— 85.73 + 8.8 -
6-10 53.32 = 3.6 4417 £ 4.7 > 0.05 82.1 £ 9.2 < 0.01
n-15 55.30 £ 4.6 41.60 = 5.2 > 0.05 73.98 £ 10.7 < 0.01

Tabla 1. Relacion del periodo de almacenamiento y la motilidad espermatica durante la criopreservacion.

Long-term cryostorage of semen
in a human sperm bank does not
affect clinical outcomes

Chuan Huang, Ph.D.” Lin Lei, M.S.,” Hui-Lan Wu, B.S.,” Run-Xin Gan, M.5.,” Xiao-Bo Yuan, M.5.."
Li-Qing Fan, Ph.D.,*" and Wen-Bing Zhu, Ph.D.

Tasa de nacidos vivos (%)

Almacenamiento (afios) IAD Valor P FIV Valor P
82.7 --- 81.63 ---
0.5 - 5.0
80.21 0.334 79.1 0.124
6-10
8z2.1n 0.777 73.91 0.340
mn-1s

Tabla 2. Relacion del periodo de almacenamiento y la tasa de nacidos vivos en IAD y FIV.



Long-term cryostorage of semen
In @ human sperm bank does not
affect clinical outcomes

Chuan Huang, Ph.D.,” Lin Lei, M.5.,” Hui-Lan Wy, B.S.,” Run-Xin Gan, M.5.,” Xiao-Bo Yuan, M.5."
Li-Qing Fan, Ph.D., and Wen-Bing Zhu, Ph.D.

Tasa de embarazos (%)
Almacenamiento (afios) IAD Valor P FIV Valor P
23.09 -—- 64.29 —-—-
0.5 - 5.0
22.36 0.485 64.94 0.690
6-10
22,32 0.845 53.48 0.140
nm-15

Tabla 3. Relacién del periodo de almacenamiento y la tasa de embarazos en la IAD y FIV.

Long-term cryostorage of semen
in a human sperm bank does not
affect clinical outcomes

Chuan Huang, Ph.D.,” Lin Lei, M.5.,” Hui-Lan Wu, B.S..” Run-Xin Gan, M.5..” Xiao-Bo Yuan, M.S.
Li-Qing Fan, Ph.D.,*" and Wen-Bing Zhu, Ph.D.

Tasa de abortos (%)

Almacenamiento (afios) IAD Valor P FIV Valor P
10.06 - 12.26 —-——
0.5 - 5.0
10.02 0.808 1.38 0.522
6 -10
12.00 0.796 17.39 0.555
nm-1s

Tabla 4. Relacion del periodo de almacenamiento y la tasa de abortos en la IAD y FIV.

Por otra parte, en el estudio conducido por De Croo et al. se observaron diferencias significativas
entre la utilizacion de espermatozoides extraidos del testiculo (TESE) en fresco y TESE
criopreservado. En la tasa de fecundacion post-ICSI se obtuvo una diferencia estadisticamente
significativa en la tasa de implantacion por embrion transferido y en la tasa de nacidos vivos por

embrion transferido a favor de la utilizacion de muestra en fresco (Tabla 5).



Fertilization, pregnancy and embryo implantation rates
after ICSI with fresh or frozen—thawed testicular

spermatozoa
I.De Croo'?, J.Van der Elst!, K.Everaert?,
P.De Sutter! and M.Dhont'
Parémetro TESE Fresco TESE Congelado Valor P
Tasa de fecundacién después del 79.3 711 < 0.008
Icsl (%)
Tasa de implantacién por embrién 24.6 9. 0.001
transferido (%)
18.8 7.9 0.043

Tasa de nacidos vivos por
embrién transferido (%)

Tabla 5. Tasa de fecundacion, implantacién y recién nacidos vivos en TESE fresco vs. TESE congelado.

Los resultados de la investigacion de Borger y colaboradores acerca del éxito reproductivo después
de microinyectar espermatozoides provenientes de muestras frescas y congeladas de hombres con
diferentes diagndstico se observan en la tabla 6, Se encuentra una diferencia significativa en la tasa
de fecundacion cuando se microinyectaron las muestras en fresco en comparacion con las

congeladas en pacientes asteno y oligoastenozoospermicos.

Fertilization and pregnancy outcome after
intracytoplasmic injection with fresh or cryopreserved
ejaculated spermatozoa

Edson Borges Jr., M.D., Ph.D.,* Lia Mara Rossi, Ms.C.,*

Christiany Victor Locambo de Freitas, Ms.C.," Patricia Guilherme, Ms.C.,*
Tatiana Carvalho S. Bonetti, Ms.C.," Assumpto laconelli, M.D..*

and Fabio Firmbach Pasqualotto, M.D., Ph.D.*"

Tasas
Pardmetros Fecundacién Implantacién = Embarazo
Normozoospermia Fresco (%) 74.9 16.3 39.3
Criopreservado (%) 79.6 16 25
Valor P 0.284 0.977 0.484
Oligozoospermia Fresco (%) 735 26.6 60
Criopreservado (%) 73.6 25.9 50
Valor P 0.991 0.964 0.714
Astenozoospermia Fresco (%) 75.3 12.5 60
Criopreservado (%) 50.5 15.5 50
Valor P 0.001 0.702 0.741
Oligoastenozoospermia Fresco (%) 72.7 15.1 45
Criopreservado (%) 57.9 13.5 45.5
Valor P 0.004 0.702 0.741

Tabla 6. Tasas de fecundacion, implantacion y embarazo en muestras con diferentes patologias.



Kuczynski et al. reportd una diferencia estadisticamente significativa en los embarazos en curso

provenientes del grupo A (se realizo el ICSI con muestra en fresco) y grupo B (se utilizd muestra

congelada para hacer el ICSI) (Tabla 7).

The outcome of intracytoplasmic injection of fresh and
cryopreserved ejaculated spermatozoa—a prospective

randomized study

W.Kuczyniski'*%, M.Dhont?, C.Grygoruk'?, D.Grochowski®, S.Wolczyriski* and

M.Szamatowicz'

Parametro En fresco

29.7
Embarazos clinicos por ciclo (%)

23.7
Embarazos en progreso (%)

18.9
Tasa de implantacién (%)

Congelada

38.5

35.2

26.0

Valor P

> 0.05

< 0.05

> 0.05

Tabla 7. Embarazos clinicos, en progreso y tasa de implantacién en muestras en fresco y congeladas.

Los resultados de Aizpurua et at. revelan una serie de hallazgos significativos sobre la eficacia del

protocolo de vitrificacion espermatica libre de crioprotectores permeables en contraste con la

congelacion lenta utilizada de forma convencional. En la tabla 8 se pueden observar los parametros

mas comunes que evallan la calidad espermatica en donde se vieron diferencias significativas a

favor de la vitrificacion y la congelacion lenta en diferentes parametros seminales.

New permeable cryoprotectant-free
vitrification method for native human

sperm

). Aizpurua'?, L. Medrano''**, M. Enciso’, . Sarasa’, A. Romero®,

M.A. Fernandez', and M.). Gomez-Torres™

Parémetro Congelacién lenta
Motilidad progresiva (%) 1.33 £ 2.70
Morfologia normal (%) 16.35 + 1.77
Dafio en flagelo (%) 51.62 = 3.38
vitalidad (%) 55.13 + 4.79
Fragmentacién del ADN (%) 27.43
Espermatozoides con 58.19

acromosoma reaccionado (%)

Vitrificacién

18.17 = 2.70

22.24 + 114

36.88 £ 3.1

76.38 = 1.53

20.04

4427

Valor P

< 0.05

< 0.05

< 0.05

< 0.05

< 0.05

< 0.05

Tabla 8. Influencia de la criopreservacion en diferentes parametros seminales.

10



Mohamed y su equipo de trabajo no encontraron ninguna reduccion significativa de diferentes
pardmetros seminales entre las muestras congeladas por protocolo tradicional vs las vitrificadas
(Tabla 9).

Slow cryopreservation is not superior to vitrification in
human spermatozoa; an experimental controlled study

Mohamed Shehata Ali Mohamed, M.B.B.Ch., M.Sc., M.D.
Pardmetro Congelacién lenta Vitrificacion Valor P
3231 £+ 7.91 35.88 + 10.63 > 0.05
Vitalidad (%)
36.31 + 5.30 39.69 + 5.61 > 0.05
Motilidad progresiva (%)
53.25 + 9.77 58.44 = 11.93 > 0.05
Alto PMM* (%)
32.44 + 6.54 26.81 + 9.49 > 0.05

Bajo PMM* (%)
*PMM: Potencial de membrana mitocondrial

Tabla 9. Efecto de la congelacion lenta vs. vitrificacion

DISCUSION

Sigue en debate el hecho de si ocurre algun tipo de dafio en la integridad del ADN después del
proceso de congelacion-descongelacion. Se habla de que podria existir algun riesgo de que el
nucleo del espermatozoide sufra una descondensacion después de microinyectarlo en el ovocito
dando como resultado una tasa méas baja de fecundacion. Segun los resultados de sus
investigaciones algunos autores defienden que el proceso efectivamente induce dafio en el ADN
espermatico (de Paula et al., 2006), mientras que otros argumentan que la integridad del ADN no

se ve comprometida (Isachenko et al., 2004).

Existe una linea de pensamiento intermedia que sefiala que el proceso sélo causara dafo si se
encuentran presentes ciertas condiciones. La hipotesis es que el semen de hombres fértiles es
mucho mas resistente al dafio causado por la criopreservacion que el de hombres infértiles, esto
teniendo en cuenta los parametros establecidos por la OMS (Di Santo et al., 2012). Borger et al.

apoyan la postura de que no existe diferencia significativa clinicamente entre utilizar
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espermatozoides frescos o criopreservados, al menos en muestras normozoospérmicas Yy
oligozoospérmicas, pero en muestras astenozoospermicas y oligoastenozoospérmicas Si
visualizaron tasas de fecundacion mayores utilizando muestras frescas. Las tasas de implantacion
y embarazo fueron bastante similares entre los dos grupos de pacientes con estas patologias. Esto
apoya la suposicion de que el semen con parametros anormales es mas susceptible al dafio causado

por el proceso de congelacion-descongelacion.

La criopreservacion por largos periodos de tiempo de espermatozoides obtenidos directamente del
eyaculado parece no tener impacto en los resultados clinicos ya que en los resultados de Huang et
al. se observaron tasas de recién nacidos vivos similares en muestras que tenian menos de 5 afios
almacenadas que muestras que ya llevaban 15 afios congeladas. Lo anterior confirma el nivel de
eficacia que presenta la criopreservacion. No obstante, se ha observado un cierto efecto negativo
en la calidad del semen que ha pasado por este proceso de congelacién-descongelacion, pero no

llega a ser estadisticamente significativo.

De Croo y colaboradores establecen que las tasas de implantacion, de recién nacidos vivos y de
fecundacion post-ICSI  son significativamente menores utilizando espermatozoides
criopreservados provenientes del testiculo en comparacion con espermatozoides frescos también
provenientes del testiculo (De Croo et al., 1998). Un punto que es importante recalcar es que aun
utilizando espermatozoides que han sido criopreservados es posible alcanzar tasas de fecundacion
post-ICSI altas, sin embargo, éstas seran significativamente menores que las que se obtendrian
utilizando espermatozoides en fresco. También se menciona que los resultados obtenidos difieren

dependiendo del origen de los espermatozoides, ya sea del testiculo, epididimo o del eyaculado.

Resultan sumamente interesantes los resultados reportados por Kuczynski y colegas donde se
observaron valores de embarazos evolutivos o en progreso significativamente mayores cuando se
utilizaba ICSI con espermatozoides descongelados. Se cuestiona si el proceso de congelacion-
descongelacion ayuda en cierta medida a seleccionar de forma indirecta los espermatozoides con
mayor capacidad fecundante, ofreciendo asi mejores resultados reproductivos (Kuczynski et al.,
2001). También se expone que la criopreservacion genera ciertos cambios parecidos a los que
existen en una capacitacion fisiolégicamente natural produciendo una activacién ovocitaria y

formacion de prondcleos mas eficiente (Gamzu et al., 1992).
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Existen muchas posturas que defienden si hay o no repercusiones reproductivas al utilizar semen
congelado en el ICSI, por lo que tocaria valorar que tiene mas peso al final del dia. Ya sea utilizar
semen congelado que presentara una menor tasa de recuperacion de espermatozoides moviles pero
que supuestamente han atravesado un filtro de seleccion entre espermatozoides deficientes y
espermatozoides competentes. O emplear semen fresco con espermatozoides que no presentan
dafio alguno ya que no fueron sometidos al proceso de congelacion-descongelacién, y que
aparentemente tienen integro su ADN.

El impacto de la criopreservacion en el espermatozoide se puede observar en distintos parametros
seminales, Aizpurua y colaboradores hablan de que la calidad seminal se conserva en mejores
condiciones en la vitrificacion que en la congelacion lenta y lo asocian a varias causas. La
diferencia en motilidad se relaciona a que puede ser que la vitrificacion preserve mejor la
integridad de la funcidn y estructura mitocondrial evitando que la produccion de ATP se vea
comprometida y que los microtibulos que participan en la motilidad funcionen adecuadamente.
En cuanto a la vitalidad, los cambios de temperatura, las microlesiones por cristales de hielo, los
cambios osméticos, la deshidratacion y la rehidratacion que se experimenta en la congelacion lenta
pueden provocar dafios celulares irreparables, observandose un mejor porcentaje de vitalidad en

la vitrificacion donde no existen estos factores.

La formacion de cristales de hielo extracelular es el principal factor fisico al que se le atribuyen
las alteraciones morfoldgicas que ocurren durante la criopreservacion. La vitrificacion al ser una
técnica que impide la formacién tanto de cristales intracelulares como extracelulares presenta un
menor porcentaje de alteraciones en la morfologia comparado con la congelacion lenta donde si
hay formacion de cristales, los resultados de Aizpurua et al. coinciden con lo antes mencionado.
Ademas, se habla de otra posible explicacién que puede justificar el por qué existe menor
porcentaje de dafio en la vitrificacion, y es porque no existe un efecto negativo en la célula a falta
de que no hay un cambio rapido de osmolaridad provocado por la adicion y eliminacion de

crioprotectores junto con la entrada y salida de agua.

Para asegurar una correcta y adecuada transmision del material genético paterno al embrion es
necesaria la Optima conservacion de la integridad del ADN durante todo el proceso de
criopreservacion. La presencia de fragmentacion del ADN puede tener un efecto negativo de gran

magnitud no solamente en las etapas de desarrollo embrionario, sino que también durante la
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infancia y vida adulta. La diferencia obtenida en el porcentaje de fragmentacion del ADN entre la
vitrificacion y la congelacion lenta en la investigacion de Aizpurua y colaboradores se puede
atribuir a que la congelacion lenta emplea glicerol, una sustancia que participa en la activacion de

las caspasas que eventualmente provocara fragmentacion en el material genético.

El estrés oxidativo también juega un papel muy importante en la fragmentacién de ADN,
basandose en los resultados se propone que después de la vitrificacion existe una menor generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) a diferencia de la congelacion lenta (Aizpuruaet al., 2017).
En los estudios de Meseguer et al. se correlaciono un incremento del dafio oxidativo en el ADN
espermatico con una baja tasa de formacién de blastocistos (Meseguer et al. 2008). Por esto es
importante tratar de reducir el dafio al ADN al realizar técnicas de criopreservacion para asi

mejorar los resultados finales del ciclo.

En la investigacion de Zibri et al. se obtuvo como resultado que la criopreservacion tiene efectos
deletéreos en el ADN espermatico incluyendo la fragmentacion del ADN y la oxidacion. Son
necesarios mas estudios que permitan conocer el mecanismo por el cual el método de

congelacion/descongelacion afecte la integridad del ADN espermatico (Zibri et al. 2010).

Asi como existen estudios que apoyan que si existen diferencias entre utilizar espermatozoides
criopreservados utilizando la congelacion lenta y espermatozoides vitrificados, existen otros
estudios que establecen lo contrario. Segun los resultados arrojados por los estudios de Mohamed
y colaboradores se concluye que ninguna técnica es superior a la otra, sino que dan resultados
similares en cuanto a vitalidad, motilidad y el potencial de membrana mitocondrial. La Unica
ventaja en la que hacen hincapié es que la vitrificacion es una técnica mas rapida, sencilla, barata
y que al no utilizar criprotectores permeables no existe peligro por la toxicidad de estos. Aun no
habiendo encontrado diferencias significativas entre estas dos técnicas, concluyen que en un futuro

se espera que la vitrificacion ofrezca cierta ventaja en el resultado final del tratamiento.

La discordancia entre los diferentes estudios se puede atribuir a diferentes factores, algunos de
ellos son que el tamafio muestral no es el ideal, la utilizacién de diferentes protocolos de
congelacién, diferentes pruebas para evaluar la integridad del ADN vy diferentes formas de
preparacion previa del semen para la congelacion (Di Santo et al., 2012). Una de las limitaciones
de la mayoria de los estudios que se discutieron en el trabajo es que solamente utilizaron muestras

que presentaban parametros considerados normales, seria interesante evaluar si existe 0 no
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diferencia entre muestras con algun diagnoéstico clinico importante. Ademas, es conveniente
mencionar la limitada literatura que existe acerca de la valoracion del éxito reproductivo tomando
en cuenta tasas de implantacion, tasas de recién nacidos vivos, etcétera, en cuanto a la vitrificacion

vs. la congelacion lenta.

CONCLUSIONES

La congelacion espermatica es una herramienta con multiples beneficios entre ellas preservar la
fertilidad cuando esta puede verse comprometida en un futuro. Una de las ventajas que se logro
observar en el trabajo es que las muestras pueden criopreservarse por un tiempo indefinido ya que
los diferentes periodos de almacenamiento no son un factor influyente en el éxito reproductivo. A
pesar de ser un procedimiento realizado de manera rutinaria en las TRAs hay aspectos en los que
falta profundizar mas para valorar si realmente el proceso provoca un dafio significativo en la

morfologia espermética, la fragmentacion de ADN vy la integridad de membranas.

Actualmente existe mucha literatura que respalda que el proceso de congelacion-descongelacion
tiene efectos negativos en la movilidad y vitalidad espermatica al disminuirlas. Se espera que en
un futuro la vitrificacion, una técnica mas rapida, sencilla y barata, se optimice para disminuir el

impacto de este proceso y ofrecer ciertas ventajas en el resultado final del tratamiento.

En conclusidn, se ha demostrado que el semen fresco presenta un mayor éxito reproductivo que el
semen congelado, por lo que adin falta mucho camino por adelante para que en un futuro sea

indiferente que tipo de muestra utilizar, fresca o congelada.
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