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Vivir no es solo existir,
sino existir y crear,
saber gozar y sufrir

y no dormir sin sofiar.

Descansar, es empezar a morir.

Gregorio Marafion
(1887-1960) Médico y escritor espariol.
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Resumen

Los avances producidos en las técnicas de reproduccion asistida unidos a la posibilidad de
preservar la funcionalidad espermatica han llevado a que la congelacién de espermatozoides sea
una opcidn terapéutica comunmente utilizada en la clinica reproductiva. Sin embargo, pese a las
mejoras logradas en los protocolos de congelacién-descongelacién, los resultados hasta ahora
obtenidos en términos de calidad espermatica tras la descongelacion no son del todo ni en todos
los casos satisfactorios.

Diversos estudios cifran la disminucion provocada en la viabilidad espermatica tras el
proceso de congelacién-descongelacion en valores préoximos al 50%, siendo estas cifras incluso
mayores en aquellos varones que presentan problemas de infertilidad. Por otra parte, la gran
variabilidad entre individuos y la ausencia de marcadores bioldgicos fiables que permitan predecir
qué tipo de muestras seminales son mas resistentes a la criopreservacién, hacen necesario el
desarrollo de nuevas investigaciones con objeto de optimizar los resultados del proceso.

En la presente tesis doctoral se aborda el estudio de diversos factores que influyen en el
resultado de proceso de congelacidn-descongelacion de espermatozoides. Por un lado,
estudiamos factores que no dependen directamente de las caracteristicas propias de la muestra,
es decir, son factores extrinsecos. Los factores estudiados en la presente tesis doctoral son el
protocolo de descongelacion (estudio 1) y la adicidon de sustancias antioxidantes a los medios
(estudio 2). En el tercer estudio que completa esta tesis hemos analizado una serie de factores
que podemos clasificar de intrinsecos de la muestra, como son la composicién en acidos grasos o
la capacidad antioxidante del plasma seminal y que determinan en parte el éxito de la
congelacion.

En el primer estudio analizamos si la modificacion en el protocolo de descongelacién
habitualmente empleado resultaba en una mejora en los pardmetros espermaticos. Para ello
evaluamos un protocolo en el que se produce una rdpida dilucién de la muestra congelada asi

como un aumento en la velocidad de descongelacion.

Al descongelar las muestras seminales mediante inmersién en medio a 372C observamos
una mejora estadisticamente significativa en determinados parametros cinéticos como el
porcentaje de espermatozoides con movilidad rapida y progresiva, asi como se detecta una menor
proporcién de espermatozoides con alteracién en el acrosoma y una menor condensacion en su
cromatina. Igualmente, con este método de descongelacion se detecta un incremento en el
porcentaje de espermatozoides viables que presentaban un bajo desorden lipidico.

En el segundo trabajo se evaluaron los efectos que provocd en los espermatozoides
descongelados, la adicion de genisteina al medio de congelacion y al de descongelacidon. La
genisteina es una isoflavona que presenta propiedades antioxidantes a la vez que inhibidoras de
la protein tirosin quinasa. Del estudio realizado podemos destacar que esta sustancia (10 umol L-1)
tiene efectos antioxidantes que limitan o contrarrestan la generacién de agentes reactivos de



oxigeno (ROS). Por lo que la adicidon de esta sustancia va a originar una ligera mejora en la
motilidad espermatica asi como una reduccién en la fragmentacion del ADN. Por otra parte se
observa un menor desorden lipidico en los espermatozoides descongelados mediante la adicidn
de esta sustancia.

En el tercer trabajo estudiamos la posible relacion existente entre la composicién de los
acidos grasos de los espermatozoides y del plasma seminal con la calidad espermatica de la
muestra, tanto antes como después de la congelacién-descongelaciéon. La influencia de la
capacidad antioxidante total del plasma seminal en el proceso también fue analizada.

Encontramos que la composicion de los &acidos grasos en la membrana de los
espermatozoides esta estrechamente relacionada con la calidad seminal tanto antes como tras la
congelacion-descongelacion. Observando una correlacion positiva entre 4acidos grasos
Poliinsaturados (PUFAs), en especial los acidos omega 3, con la motilidad y viabilidad de los
espermatozoides. De igual manera encontramos una relacién entre la composicién de acido
docosahexanoico (DHA) y de acido estearico (C18:0) en plasma seminal con la motilidad de los
espermatozoides antes y después de congelar. La capacidad antioxidante total (TAC) en plasma
seminal se relaciona directamente con las concentraciones de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA). También observamos una estrecha relacion de este parametro con la motilidad de la
muestra descongelada.

Conocer la composicion de acidos grasos de la muestra a congelar nos puede ayudar a
predecir el comportamiento de dicha muestra al proceso de criopreservacion, asi como para
establecer estrategias encaminadas a modificar la composicién lipidica y capacidad antioxidante
de las muestras que favorezcan los resultados de la congelacién.

Como en todas las ramas de la ciencia, los avances en el campo de la criobiologia no
suelen ser espectaculares, se necesitan pequefias, pero continlas mejoras para ir logrando un
avance significativo en la optimizacion del proceso. Con estos trabajos hemos demostrado que la
modificacidén de ciertos factores extrinsecos ocasiona mejoras estadisticamente significativas en la
congelacion — descongelacién de espermatozoides. A la vez hemos puesto de manifiesto la
existencia de factores intrinsecos de la muestra que determinan el resultado de la
criopreservacion. Como complemento de los estudios realizados en la presente tesis doctoral en
el futuro se deberian realizar estudios clinicos aleatorizados y controlados, con la finalidad de
comprobar si estas modificaciones en los protocolos ademas de significacion estadistica
presentan significacion clinica, medida en términos de mejora de los resultados reproductivos tras
su empleo en tratamientos de inseminacion artificial y/o fecundacién in vitro. Otro aspecto
interesante a desarrollar seria la modificacién de los perfiles lipidicos de los espermatozoides

mediante terapias nutricionales y su repercusion en la criotolerancia de la muestra.



Summary

The advances in assisted reproductive techniques and the ability to freeze human
spermatozoa have led that sperm cryopreservation is a commonly used treatment option in the
reproductive clinic. However, despite improvements in the freeze-thawing protocol results in
terms of sperm quality after thawing not been entirely satisfactory. Several studies suggest that
the decrease in sperm viability after freezing-thawing process is about to 50%, and these figures
are even higher in those men with infertility problems. Moreover, the large variability between
individuals and the lack biomarkers to predict what type of semen samples is more resistant to
cryopreservation require the development of new research in order to optimize the results of the
process. In the current study, we have analyzed several factors and its influence the result of
freeze-thawing spermatozoa. We study factors that are not directly dependent on the
characteristics of the sample, extrinsic factors. These factors studied are thawing protocol (study
1) and the addition of antioxidants to the media (study 2). In the third study we have analyzed
intrinsic factors to the sample, such as fatty acid composition and antioxidant capacity of seminal
plasma that could predict the success of the freeze.

In the first study, we evaluated the effects of a novel thawing methodology on sperm
function after cryopreservation versus traditional protocols. Pellets were immersed directly in
thawing medium at 379C for 20 minutes versus 10 minutes in air at room temperature and
subsequently 10 minutes at 372C. This procedure leads to a higher rate of temperature increase
and a dilution of the glycerol present in the freezing medium. Sperm thawing with this alternative
method present higher viability, an improved in motility parameter and less acrosome damage.
We also detected an increase in the percentage of viable spermatozoa with low membrane lipid
disorder and a reduction in chromatin condensation.

In the second study, we evaluated the effects of genistein supplementation in freezing
and thawing extender on frozen and thawed human semen parameters. Genistein is an isoflavone
with antioxidant properties and inhibits protein tyrosine Kinases. We have confirmed that the
isoflavone genistein (10 umol L-1) has antioxidant effects and decrease the membrane lipid
disorder and DNA damage caused by cryopreservation. Reduction in ROS production as well as a
slight improvement in motility parameters is other effects caused by the use of this isoflavone.

In the third study, we analyzed the relationships between the fatty acid composition of
human spermatozoa or seminal fluid before freezing and sperm quality, measured in terms of
viability and motility, before and after freezing-thawing. The influence of the total antioxidant
capacity (TAC) of seminal plasma in the process was also analyzed.

We found a significantly positively correlated between polyunsaturated fatty acids
(PUFAs), w3 PUFAs in special Docosahexaenoic acid (DHA) in sperm with sperm viability and
motility parameters before and after freezing.



Motility parameters before and after freezing were related to stearic acid (C18:0) and
DHA in seminal plasma. Total antioxidant capacity in seminal plasma was directly related to PUFAs
and motion parameters after thawing. Fatty acids compositions could be used as predictor of the
capacity of cryopreservation. On the other hand, we could design further procedures to modify
the lipid composition or/and antioxidant capacity of ejaculate to make it more resistant to the
cryopreservation.

As in all fields of science, advances in cryobiology are not usually spectacular; we need
small but continuous improvements for process optimation. In this doctoral thesis we have found
that modification of extrinsic factors could improve sperm functionality in cryopreservation
process. Also, we have shown that intrinsic factors could be able to predict the outcome of
cryopreservation. New studies should be included randomized and controlled trials, in order to
test whether these changes in addition to statistical significance have clinical significance. Another
interesting study is for modifying lipid profiles of sperm by nutritional therapies and the
measurement of their impact on the cold tolerance of the sample.



1. Introduccion General



1.1. Importancia de la congelacion espermatica en el tratamiento de la infertilidad humana.

En la actualidad se estima que aproximadamente entre el 17 y el 25% de las parejas en
edad reproductiva presentan problemas de infertilidad (De Kretser, 1997; Dunson et al., 2004;
Ledger, 2009). Esta situacion supone que entre 70 y 80 millones de personas en todo el mundo
presentan alguna patologia que les impide tener descendencia y que para conseguir la gestacién
deseada necesitan del uso de técnicas de reproduccidn asistida (Boivin et al., 2007; Ombelet et
al., 2008). En aproximadamente el 50% de las parejas se puede apreciar que la causa de este
problema de infertilidad estd asociado a un factor masculino bien de forma aislada o en
combinacidn con un factor femenino (Rowe y Comhaire, 2000). Por otra parte, en los Ultimos afos
se ha detectado a nivel mundial la disminuciéon de la calidad seminal de la poblacién humana que
estaria provocando un aumento en la prevalencia de la sub-fertilidad masculina (Carlsen et al.,
1992; Irvine et al., 1996; Jouannet et al., 2001; Lépez Teijén et al., 2007; Merzenich et al., 2010;
Jorgensen et al., 2012). Distintos factores podrian explicar la disminucién de la calidad seminal
como son los problemas nutricionales (Wong et al., 2000), los altos niveles de estrés emocional
(Seibel y Taymor, 1982; McGrady, 1984), el consumo de tabaco, alcohol y drogas ilegales (Saleh et
al., 2002; Pasqualotto et al., 2004) o los factores medioambientales (Sinclair, 2000; Oliva et al.,

2001; Sharpe y Irvine, 2004).

El aumento en la prevalencia de la sub-fertilidad e infertilidad masculina, unido a cambios
sociales en relacion a la reproduccion, como son el retraso en la edad de la mujer a la hora de
buscar un embarazo o el aumento del numero de mujeres sin pareja masculina con deseo
maternal, ha provocado un incremento en el nimero de tratamientos de reproduccion asistida
(de Mouzon et al., 2012). En muchos de estos tratamientos se utilizan muestras de semen
congelado, que en numerosas ocasiones proceden de donantes de semen, mientras que en otras
ocasiones proceden del propio paciente (Mortimer, 2004). En los ultimos afios se ha ido
incrementado el numero de inseminaciones intrauterinas realizadas utilizando muestras
seminales congeladas de donantes (IAD). Segun los datos que ofrece la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE) en el conjunto de los paises europeos, éstas han
pasado de aproximadamente 14.000 inseminaciones en el afio 2001 (Nygren, 2005) a realizar algo
mas 26.000 en el ano 2007 (de Mouzon et al.,, 2012). A estas cifras deberiamos afiadir los
tratamientos de reproduccion asistida diferentes de la inseminacion intrauterina (IAD) en los
cuales se utilizan espermatozoides congelados y de los que no existen registros oficiales. Segun

los datos recopilados por las clinicas del grupo Instituto Valenciano de Infertilidad durante el



periodo comprendido entre 1998 a 2009, se habrian utilizado muestras seminales congeladas en
un tercio del total de las inseminaciones intrauterinas realizadas y en aproximadamente el 7% de
los ciclos de fecundacion in vitro y/o inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

(Garrido et al., 2010).

Todos estos datos tomados en su conjunto ponen en evidencia la gran importancia que la

criopreservacion espermatica tiene hoy en dia en el campo de la reproduccién asistida humana.

1.2. Antecedentes histdricos de la criopreservacion de espermatozoides humanos.

Los primeras referencias sobre la congelacion de espermatozoides de animales se
remontan a la segunda mitad del siglo XVIIl, cuando Spallanzani observa que la motilidad
espermatica decrece como consecuencia de la reduccion de la temperatura que se produce al
mantener la muestra seminal en la nieve (Spallanzani, 1776). Ya desde el inicio de estos primeros
estudios se vieron claras las aplicaciones practicas que el desarrollo de esta técnica podria
conllevar. Asi, en 1866 Paolo Montegazza, tras observar la supervivencia de espermatozoides
congelados a -159C, fue el primer investigador en sugerir la creaciéon de bancos de semen con

objeto de preservar la fertilidad de los soldados que acudian a las contiendas (Mantegazza, 1886).

En la primera mitad del siglo XX se realizaron numerosas investigaciones con objeto de
conocer la fisiologia de los espermatozoides en condiciones de baja temperatura (Shettles, 1940).
Esto permitié mejorar los métodos iniciales de criopreservacién de espermatozoides mediante la
utilizacion de nuevos medios basados en yema de huevo (Salisbury et al., 1941) o la aplicacion de
nuevos métodos para recuperar el mayor nimero de espermatozoides viables (Hoagland and
Pincus, 1942). Pero, sin duda, el mayor avance producido en esta época en la criobiologia del
espermatozoide fue conseguido con el descubrimiento del glicerol como crioprotector (Polge et
al.,, 1949). La aplicacion de este crioprotector permitiria mejorar la calidad de las muestras
descongeladas al disminuir la concentracidon de agua intracelular y minimizar el efecto deletéreo

producido por la formacion de cristales durante la congelacién (Mazur, 1970).

A partir de este punto y debido al creciente interés en las posibilidades de la
criopreservacion espermatica se sucedieron de manera continuada los estudios que culminan en
1951 con el nacimiento del primer ternero resultante de la aplicacién de semen congelado (Polge

y Rowson, 1952). Poco después se consigue el primer embarazo humano tras realizar una



inseminacién con espermatozoides congelados en hielo seco a -782C (Bunge y Sherman, 1953) y
continla con otras especies de animales domésticos como los equinos y porcinos (revisado por

Curry, 2000).

El uso de los vapores de nitrdgeno para facilitar el proceso de congelaciéon (Sherman,
1963) y la posibilidad de almacenar las muestras congeladas en nitrégeno liquido a temperaturas
de -1969C permitieron el rapido desarrollo de esta técnica y ampliar las aplicaciones clinicas
(Perloff et al., 1964). A principios de los afios 70, los continuos avances en los métodos de
congelacién llevaron a la creaciéon de los primeros bancos de semen con un caracter
eminentemente comercial (Mortimer, 2004). Pero la proliferacidon y establecimiento de una red
de bancos de semen no se produjo realmente hasta mediados de los afios 80 cuando se establecié
la necesidad de congelar las muestras seminales de los donantes con objeto de poder
diagnosticar, y descartar en su caso, las infecciones de enfermedades de transmision sexual como
el virus de inmunodeficiencia adquirida (virus HIV) (Englert et al., 2001; Agboghoroma y Giwa-

Osagie, 2012).

En la década de los 80 se realizaron estudios bdsicos sobre los procesos fisico-quimicos
que se producen en la congelacion de diferentes células animales y que determinan la alteraciéon
de las misma (Mazur, 1984; Leibo, 1986). Durante esta época se analizaron y optimizaron los
factores que pueden determinar el éxito de la congelacidn, entre los que se encuentran las curvas
de congelacién y descongelacién (Henry et al., 1993; Verheyen et al., 1993) o la concentraciéon de
glicerol (Critser et al., 1988; Alvarez and Storey, 1993; Gao et al., 1993). Estos estudios fueron la

base de la mejora sustancial que se produjo en los sistemas de congelacién.

En cuanto a los protocolos de congelacién se refiere, el sistema de congelacién en
pildoras o pellet fue desarrollado en primer lugar en animales domésticos, concretamente fue
aplicado inicialmente para congelar espermatozoides de toro (Nagase and Niwa, 1964), para ser
posteriormente utilizado en humanos (Glander y Luppa, 1979; Jeyendran et al., 1984; Weidel y
Prins, 1987). Pese a que pueda ser considerado por algunos autores un protocolo en desuso, es
una alternativa vigente a dia de hoy (Kaneko et al., 1990; Garrido et al., 2002b; Meseguer et al.,
2004) que presenta evidentes ventajas a la horas de optimizar la utilizacién de muestras valiosas,
como son las procedentes de aspirado de epididimo, de biopsia de testiculo o de pacientes
oncoldgicos (Gil Salom et al., 1996). En estudios desarrollados con espermatozoides tanto de
animales domésticos como de humanos se observd que los espermatozoides congelados en pellet

o pildoras presentaban una mayor motilidad tras la descongelaciéon que los espermatozoides



congelados en pajuelas y expuestos a vapores de nitrégeno (Maxwell et al., 1995; Garrido et al.,
2002b). Esta ventaja podria estar basada en que el pequefio volumen de la muestra y el contacto
directo con el hielo seco favorece la transmisién rapida de temperatura, favoreciendo la velocidad
tanto de congelaciéon como de descongelacién. Sin embargo, otros autores al realizar estudios
comparativos no encuentran diferencias en los parametros de motilidad, en el test de penetracion
de mucus cervical (Weidel y Prins, 1987) ni en el nivel de acrosina (Jeyendran et al., 1984). Estos
datos tomados en su conjunto podrian sugerir que otros factores que afectan a la congelacion,
como el medio utilizado, son mas decisivos en los resultados de la congelacion que el

procedimiento empleado.

A lo largo del tiempo se han utilizado diversos tipos de envase en la criopreservacion de
espermatozoides. Asi, se ha pasado de utilizar los iniciales envases o ampollas de cristal, con el
peligro de rotura que ello conllevaba, a utilizar criotubos de polipropileno (PP) o pajuelas de
politereftalato de etileno (PTEG) que facilitan la manipulacidon y almacenaje de las muestras
congeladas (revisado por Mortimer, 2004). En los ultimos afos se han desarrollado pajuelas
termosellables fabricadas con resinas ianoméricas, capaces de dotar al envase de una alta
seguridad (Mortimer, 2004; Bielanski y Vajta, 2009), minimizando asi el bajo riesgo de
contaminacidn cruzada entre muestras seminales congeladas (Clarke, 1999; Bielanski y Vajta,

2009).

La congelacion en pajuelas o criotubos por el método lento fue propuesta inicialmente
por (Behrman y Sawada, 1966) y conlleva una disminucion progresiva de la temperatura de la
suspension de espermatozoides antes de realizar la congelacion. El procedimiento consiste en
afadir, lentamente y en continua agitacién, el crioprotector a la muestra seminal a congelar.
Seguidamente se reduce de forma progresiva la temperatura de la suspensién hasta 52C, para
posteriormente realizar la congelacion de la muestra de forma lenta hasta alcanzar Ia
temperatura de -802C, para terminar con el almacenaje en nitrégeno liquido a -1962C. Los indices
6ptimos de disminuciéon de la temperatura desde la temperatura ambiente hasta los 52C son 0.5-
12C/min (Mahadevan y Trounson, 1984) y los de congelaciéon (de 5 a -802C) de 1-10°C/min
(Thachil y Jewett, 1981). Debido a los problemas de reproductibilidad que este procedimiento
manual puede presentar, se desarrollaron congeladores programables que mediante un
sofisticado software controlan con precision las curvas de temperatura deseadas (Holt, 2000). Por
el contrario, la técnica de congelacidn rapida requiere el contacto directo de la muestra a
congelar con vapores de nitréogeno durante un corto periodo de tiempo (10-30 minutos). Esta

situacion induce una reduccién muy rdpida de la temperatura antes de ser sumergidos en



nitrégeno liquido a -196 2C (Sherman, 1990). En estos protocolos de congelacion rapida, la
temperatura lograda por la exposicién a los vapores de nitrégeno varia en funcién de la distancia

de la muestra a la superficie del nitrégeno asi como del volumen de nitrégeno utilizado.

Distintos autores han realizado comparaciones entre los protocolos de congelacién lenta y
rapida obteniendo resultados contradictorios (Thachil y Jewett, 1981; Serafini y Marrs, 1986;
Ragni et al., 1990; Verheyen et al.,, 1993; Hammadeh et al., 2001). En cualquier caso, y como
norma general, se puede afirmar que una rdpida congelacién, con indices de enfriamiento
supradptimos, tiende a causar procesos de lisis celular debido a fendmenos de formacion de
cristales intracelulares; mientras que en un protocolo de congelacion lento se puede disminuir la
formacion de cristales, pero por el contrario se incrementa el choque osmodtico con el

consiguiente efecto dafino para el espermatozoide (Mazur, 1984).

Por otra parte, las indicaciones y aplicaciones de la congelaciéon de espermatozoides en
los tratamientos de reproduccion asistida se han incrementado notablemente en los ultimos afos
(de Mouzon et al., 2012). En concreto, se produjo un gran salto cualitativo con la puesta en
marcha de la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) (Palermo et al., 1992). Esta
técnica permite que espermatozoides viables, tanto méviles como inméviles puedan ser utilizados
para fecundar un ovocito. Por tanto, se puede aplicar en varones que presentan una
oligozoospermia severa o a permite la utilizacién de espermatozoides obtenidos de testiculo o

epididimo (Gerris et al., 1995; Baker, 2000).

La aplicacién de la técnica ICSI abrié nuevas expectativas en los tratamientos realizados
con muestras congeladas. Asi pocos anos después de la utilizacion generalizada del ICSI se conocié
el nacimiento de nifios como resultado de la utilizacién de muestras congeladas procedentes de
epididimo (Devroey et al., 1995), de testiculo (Gil Salom et al., 1996) o de espermatozoides de
varones que habian preservado su fertilidad por un proceso oncolégico (Chen et al., 1996). Otra
de las posibilidades, no exenta de polémicas éticas y legales, que se derivan de la utilizacién
conjunta de ambas técnicas (espermatozoides congelados e ICSI), es el nacimiento de nifios a
partir de espermatozoides de varones fallecidos que previamente habian congelado sus

espermatozoides (Ahuja et al., 1997).

Otros procedimientos de congelacidon espermatica estan en fase experimental y estan
siendo evaluados actualmente. Entre estos procedimientos podemos destacar la vitrificacion

espermatica, que fue planteada inicialmente en los afios 30-40 (Luyet y Hodapp, 1938; Hoagland y
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Pincus, 1942) y ha vuelto a ser reevaluada como método para conservar espermatozoides debido
al éxito obtenido en la vitrificacion de ovocitos y embriones (Isachenko et al., 2004; Isachenko et

al., 2005; Morris, 2006; Endo et al., 2012b).

En el protocolo de vitrificacion espermatica se aplican velocidades de enfriamiento muy
elevadas (5 x 10° °C/min), con medios que presentan altas concentraciones de crioprotector (3.5-
8M) y se utilizan pequefos volimenes de muestra. Con todo ello se consigue minimizar la
formacidn de cristales intracelulares y por tanto disminuir el dafio celular producido durante la
congelacion. Por el contrario, las altas concentraciones de crioprotectores ejercen un efecto
perjudicial sobre los espermatozoides. Para evitar estos problemas, en los Ultimos afios se han
desarrollado protocolos de vitrificacidn sin crioprotector (Isachenko et al., 2004) o con sustancias
no permeables como glucosa, sucrosa y trehalosa con prometedores resultados (Isachenko et al.,
2008). Estos avances en la vitrificacion espermatica han llevado a que recientemente se haya
descrito el nacimiento de niflos como resultado de la aplicacion de Ila inyeccidn
intracitoplasmatica a partir de espermatozoides criopreservados mediante vitrificacion (Endo et

al., 2012a).

Otra técnica de preservacion espermdtica actualmente en estudio es la liofilizacién de
espermatozoides que permite la eliminacion de la mayor parte del agua de la célula por
sublimacidn. La principal ventaja que ofrece es la facilidad de almacenaje y transporte de las
muestras. Los investigadores del grupo del Dr. Riuzo Yanagimachi describieron por primera vez el
nacimiento de ratones tras el empleo de espermatozoides de ratén liofilizados e inyectados en
ovocitos mediante ICSI (Wakayama y Yanagimachi, 1998). Posteriormente se describe el
nacimiento de animales en otras especies como la rata, hamster o conejo (Liu et al., 2004),
mientras que en otros mamiferos como el toro, el cerdo o el mono se han producido embriones
en diversas fases de desarrollo (Keskintepe et al.,, 2002; Kwon et al., 2004), ya que el proceso
altera la estructura de los microtubulos y disminuye la capacidad del espermatozoide para activar

el ovocito (Hochi et al., 2011).

Los primeros estudios in vitro realizados en la especie humana ponen de manifiesto que la
liofilizacion dafia severamente las membranas espermaticas del espermatozoide, pero preserva
adecuadamente la integridad de los cromosomas y del ADN (Kusakabe et al., 2008; Gianaroli et

al., 2012).
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Otra situacidn especial se presenta cuando las muestras muestran presentan un bajo
namero de células viables, como por ejemplo las muestras oligozoozpérmicas o
astenozoospérmicas severas, muestras criptozoospérmicas, o bien en muestras de
espermatozoides procedentes de aspirados de epididimo o biopsia de testiculo. En estos casos, se
han usado diferentes sistemas para guardar y congelar un nimero reducido de espermatozoides.
Entre ellos se incluye el uso de zonas pellcidas de diferentes especies, asi como de cryoloops,
pajuelas, o microesferas de gel de agarosa (revisado por (AbdelHafez et al., 2009). Los resultados
obtenidos varian entre el 59 y el 100% en la tasa de recuperacion espermatica y entre un 18 y un

67% en la tasa de fecundacién (revisado por (AbdelHafez et al., 2009).

1.3. Usos clinicos de los espermatozoides congelados.

El objetivo primordial de la criopreservacion de espermatozoides es mantener la
viabilidad y funcionalidad de los mismos a bajas temperaturas (-1962C) durante largos periodos
de tiempo hasta su posible utilizaciéon en tratamientos de reproduccién asistida. Los usos clinicos
de la congelacién espermatica han ido variando con el tiempo, a la par que los avances en las
técnicas de reproduccion asistida o los cambios sociales relacionados con la reproduccion
(revisado por Anger et al., 2003; Mortimer, 2004). Entre las aplicaciones actuales del semen
congelado deberiamos distinguir primeramente entre aquellas asociadas a la preservacion del

semen del propio paciente de las aplicaciones del semen para donacidn (Mortimer, 2004).

Muestras congeladas de pacientes

Entre las aplicaciones en la congelacidn del semen de pacientes destacamos su empleo en
varones que van a someterse a un tratamiento médico o quirdrgico que puede alterar la
capacidad reproductiva del paciente. La congelacién espermadtica es una manera de asegurar la
posibilidad de poder usar espermatozoides de calidad suficiente en un tratamiento de
reproduccion asistida. Entre las situaciones mas frecuentes podemos encontrar la esterilizacidon
quirdrgica (vasectomia) (Wood et al., 2002); pacientes que sufren enfermedades sistémicas que
pueden afectar a su fertilidad como son las enfermedades autoinmunes o la diabetes
(Ranganathan et al., 2002); varones que van a ser expuestos a agentes téxicos o tratamientos
médicos que puedan afectar a la espermatogénesis (Anger et al., 2003). Por otra parte, los
avances obtenidos en el campo de la oncologia han logrado aumentar la esperanza de vida e
incluso la curacién de una gran parte de los pacientes oncolégicos (Sant et al., 2007; Sharma,

2011). Sin embargo, este éxito terapéutico conlleva la aplicacion de tratamientos agresivos,
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especialmente quimioterapia y radioterapia, que presentan un marcado efecto gonadotdxico y
gue tiene como consecuencia que entre un 15 a un 30% de los varones sometidos a estos
tratamientos quedan estériles (Schrader et al., 2001; Williams, 2010). En este tipo de pacientes,
siguiendo las recomendaciones de las sociedades cientificas (Lee et al., 2006), se procede a la
congelacion de espermatozoides antes de iniciar el tratamiento oncolégico, para su potencial uso

posterior (Meseguer et al., 2006; Hourvitz et al., 2008).

Otro tipo de pacientes que hacen uso de la criopreservacion son aquellos que presentan
dificultades de eyaculacién, en pacientes que deben ser sometidos a biopsias de testiculo o
aspirado de epididimo (Di Santo et al., 2012) y en pacientes que padecen aneyaculacién producida
por lesién medular (da Silva et al., 2010). Con el uso de semen criopreservado aseguramos la
disponibilidad de espermatozoides viables en el momento de la aplicacién de la técnica de
reproduccion asistida y se reduce el nimero de intervenciones sobre el paciente algunas de ellas

de marcado caracter invasivo.

Muestras de donantes de semen

Las muestras seminales de donantes deben ser criopreservadas antes de su utilizacién en
los tratamientos de reproduccién asistida (Agboghoroma y Giwa-Osagie, 2012). Con ello se
consiguen dos objetivos fundamentales, por un lado se pueden realizar las determinaciones tanto
microbioldgicas como seroldgicas necesarias para confirmar la seguridad bioldgica de la muestras
(Morris et al., 1999) y por otro lado, nos permite disponer de un amplio abanico de donantes con
distinto fenotipo y genotipo en el momento de su utilizacién en una técnica de reproduccién

asistida.

Rendimiento reproductivo resultante de la aplicacion del semen congelado

La gran variedad de aplicaciones clinicas de la criopreservacién espermatica ha supuesto
gue sea una técnica de rutina en los laboratorios de Andrologia de las unidades de Reproduccién
Humana. Sin embargo, y a pesar de los importantes logros alcanzados, el proceso de congelacion-
descongelacion ocasiona un importante dafio celular ampliamente estudiado por distintos
autores (Centola et al., 1990; Henry et al., 1993; Watson, 1995; O'Connell et al., 2002; Ozkavukcu

et al., 2008) que tiene su repercusion en los rendimientos reproductivos.
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Es bien conocido desde el inicio de la aplicacién de la congelacion que la tasa de gestacidn
de la inseminacidn intrauterina (IUl) con semen congelado es inferior a la que se obtiene con
semen fresco (Sherman, 1973). En un estudio donde se analizaba la eficacia de un sistema de
inseminaciéon con semen de donante fresco frente a semen congelado, se determiné que la
probabilidad de producirse la gestacion era tres veces mayor con semen fresco que con semen
congelado (Richter et al., 1984). Sin embrago, diversos autores han descrito resultados similares
en rendimiento reproductivo al usar ICSI con semen fresco y congelado (Kuczynski et al., 2001) o
al menos al usar muestras normozoospérmicas en estos sistemas ICSI (Borges et al., 2007).
Resultados similares se obtienen al utilizar la ICSI con espermatozoides del epididimo recién

obtenidos o congelados (Van Steirteghem et al., 1998; Tournaye et al., 1999).

1.4. Alteraciones en la célula espermatica asociados al proceso de criopreservacion.

Durante el proceso de congelacion y descongelacion los espermatozoides estdn sujetos a
una serie de cambios drasticos que van a originar un estrés fisico-quimico con importantes
repercusiones tanto en la viabilidad como en la funcionalidad espermatica (revisado por (Benson
et al.; Di Santo et al., 2012; Morris et al., 2012). La consecuencia de este proceso es que alrededor
de un 50% de los espermatozoides se dafian durante los protocolos de congelacion-

descongelacion (Watson, 1979; Nijs y Ombelet, 2001).

Los mecanismos que ocasionan las alteraciones en el espermatozoide humano parecen
ser multifactoriales (Royere et al., 1996; Oehninger et al., 2000). Inicialmente se describieron los
danos producidos por las alteraciones fisico-quimicas que se producen en la célula espermatica
durante el proceso de congelacién y descongelacién (Mazur, 1984; Leibo et al.,, 2002). Asi, se
desarrolld la teoria de los “dos factores”, segln la cual el dano producido en la criopreservacidon
puede ser explicado por dos fendmenos opuestos (Mazur, 1970). Por un lado, se produce la
alteracién de la estructura de la membrana espermdtica debido a la formacién de cristales
intracelulares originados mayoritariamente por un rapido enfriamiento; y por otro lado, se
produce una alteracién de la célula asociado al efecto osmético, que se hace mas evidente en los

protocolos de congelacidn que utilizan bajos indices de enfriamiento (Mazur, 1977).

Tanto en la congelacién como en el proceso de descongelacién se produce un choque
osmético, por una parte asociado a la adicién de agentes crioprotectores y por otra por la
coexistencia durante la congelacidn de una fase liquida y una fase sélida que provoca que la célula

se encuentre en un medio hipertdnico, con la consiguiente salida de agua intracitoplasmatica.
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Durante la descongelacion ocurre el fendmeno contrario, el agua en estado sélido pasa a estado
liguido y se establece un medio hiposmdtico con la entrada de agua al interior del

espermatozoide y la consiguiente rehidratacion del mismo (Holt, 2000).

Los protocolos de congelacién con un bajo indice de enfriamiento provocarian el llamado
“efecto soluto” que consiste en un dafo celular ocasionado por la modificacién del pH, el
incremento de la presidon osmética y por la precipitaciéon de proteinas al deshidratarse la célula
excesivamente. Por ello, los protocolos de congelacién éptimos serian aquellos en los que la
velocidad de enfriamiento sea lo suficientemente lenta para provocar la deshidratacion,
minimizando asi la formacion de cristales y lo suficientemente rdpida para evitar el efecto soluto
(Gao et al., 1997). Aunque la teoria de los dos factores estd ampliamente aceptada, la aplicacion
de protocolos de vitrificacién en los que se evita la formacidon de cristales intracelulares, ha
puesto de manifiesto que el dafio celular esta principalmente asociado al efecto osmatico (Morris,

2006).

Otro mecanismo que afecta a la viabilidad del espermatozoide esta relacionado con el
choque térmico, producido por el cambio brusco de temperatura que produce un cambio de fase
en los lipidos de membrana (Drobnis et al., 1993) y puede ocurrir tanto en el proceso de
congelacion como en el de calentamiento de la muestra (Holt y North, 1991). Con objeto de
minimizar este choque térmico se han propuestos procedimientos en los cuales el crioprotector
se afiade en frio (42C) obteniéndose mejoras en la motilidad y velocidad de los espermatozoides

tras la descongelacién asi como en la capacidad fecundante (Clarke et al., 2004).

Durante el proceso de congelacidn-descongelacidon se produce un estrés oxidativo que
tiene un marcado efecto deletéreo en los espermatozoides (Alvarez y Storey, 1992; Wang et al.,
1997), debido por una parte a la generacion de radicales libres de oxigeno (ROS) (Wang et al.,
1997) y por otra por la alteracion del sistema antioxidante del espermatozoide (Lasso et al., 1994;
Gadea et al., 2011). Este fendmeno oxidativo ocasiona la peroxidacién de los lipidos de membrana
(Alvarez y Storey, 1992), alteraciones de las proteinas y fragmentacién de ADN (Hamamabh et al.,

1990; Donnelly et al., 2001).

Los procesos anteriormente  descritos, que se producen durante la
congelacion/descongelacion pueden causar en la célula efectos deletéreos de diversa indole como
son la alteracion de la estructura de la membrana plasmatica y acrosomal (Centola et al., 1990;

Cross y Hanks, 1991; Henry et al.,, 1993; MclLaughlin et al., 1993), asi como alteraciones en la
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morfologia del espermatozoide (O'Connell et al.,, 2002; Ozkavukcu et al., 2008). Todos estos
cambios llevan asociados una disminucion en la viabilidad y motilidad espermatica (Keel y Karow,
1980; Critser et al., 1988), asi como fendmenos de hiper-condensacion de la cromatina (Royere et

al., 1988).

Por otra parte se ha descrito que la congelacién de los espermatozoides activa los
sistemas de apoptosis lo que lleva aparejado la alteracidon de los lipidos de membrana con la
externalizacién de la fosfatidil serina desde la capa interna a la superficie de la membrana
(Glander y Schaller, 1999), la activacion de caspasas (Paasch et al., 2004; Windrich et al., 2006) y
la fragmentacion del ADN (Thomson et al., 2009).

Otro de los efectos asociados a la congelacion es la alteracién de proteinas del
espermatozoides que tienen un rol importante en la funcionalidad de estas células, como es el
caso de la proteina fosfolipasa C zeta (Kashir et al., 2011) que participa en el proceso de activacion
ovocitaria (Parrington et al., 2007) o como la proteina P34H (Desrosiers et al., 2006) implicada en

la unidn espermatozoide-zona peltcida (ZP) (Boue et al., 1994).

1.5. Factores que afectan al resultado de la congelacion.

El éxito del proceso de criopreservacion estd relacionado con multiples factores. Entre
ellos podemos hacer una clara distincién entre los factores que estan asociados a la técnica de la
congelacion (factores extrinsecos), de aquellos factores que estdn asociados con las propiedades

intrinsecas o caracteristicas de los espermatozoides de cada paciente.

Entre los factores extrinsecos podriamos incluir entre otros el tipo de crioprotector
utilizado (Stanic et al., 2000; McGonagle et al., 2002), la temperatura de adiccion del crioprotector
a la muestra seminal (McGonagle et al., 2002; Clarke et al., 2004), el método de congelacién
(Stanic et al., 2000; McGonagle et al., 2002; Nallella et al., 2004), el volumen de muestra
congelado, el sistema de envasado (Mortimer, 2004), los protocolos de descongelacion
(McGonagle et al., 2002; Calamera et al., 2010) o bien el uso de sustancias antioxidantes (Askari et
al., 1994; Rossi et al., 2001; Garcez et al., 2010; Li et al., 2010; Martinez-Soto et al., 2010; Gadea et
al., 2011).

Entre los factores intrinsecos se incluirian aquellos que determinan las caracteristicas

genéticas y estructurales de los espermatozoides, asi como la calidad seminal de la muestra a
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congelar. Entre ellas podriamos destacar las caracteristicas espermaticas como la fluidez de la
membrana plasmatica (Giraud MN et al., 2000), la composicion lipidica (Swain y Miller Jr, 2000;
Miller et al., 2005; Waterhouse et al., 2006; Martinez-Soto et al., 2012), las diferencias genéticas
entre individuos (Thurston et al., 2002) o bien diferencias en el sistema antioxidante (Meseguer et

al., 2004) que pueden condicionar el éxito de la criopreservacion.

La influencia de los pardmetros seminales cldsicos de concentracidén, motilidad vy
morfologia en el éxito de la congelacidn espermatica ha sido también objeto de estudio y
discusion, mientras algunos autores consideran que la calidad seminal inicial estd estrechamente
relacionada con el éxito del proceso (Harrison y Sheppard, 1980; Keel y Karow, 1980; Freour et al.,
2009), mientras que otros investigadores no encuentran esa relacidon (Behrman y Sawada, 1966;

Amelar y Dubin, 1980).

1.5.1. Medios de congelacion

El uso generalizado de los agentes crioprotectores ha sido uno de los mayores avances
producidos hasta la fecha en los protocolos de criopreservaciéon espermatica. El glicerol, en
concentraciones finales del 6 al 7,5% (v/v), es el agente crioprotector por excelencia (Gao et al
1992). Pertenece junto a sustancias como, el dimetilsulfoxido (DMSO), propilen glicol y etilen
glicol o el propanodiol (PROH) al grupo de los crioprotectores permeables caracterizados por ser
sustancias de bajo peso molecular y que son permeables a través de la membrana (Gilmore et al
1997). Estos crioprotectores pueden utilizarse junto con sustancias no permeables como Sucrosa
o Trehalosa que ocasionan un incremento en la osmolaridad extracelular y favorecen la
deshidratacién durante el proceso de congelacién. Sin embargo, en la congelacion de
espermatozoides humanos, el componente no permeable cominmente utilizado es la yema de
huevo. La yema de huevo, ademas de incrementar la osmolaridad extracelular, presenta la
propiedad de mantener la fluidez de la membrana plasmatica debido a las interacciones de la
membrana del espermatozoide con los lipidos de baja densidad (Gamzu et al., 1997). Aunque el
uso de los agentes crioprotectores, como el glicerol, es indispensables hoy dia para obtener unos
resultados aceptables en el proceso de criopreservacion, su utilizacion no esta exenta de efectos
téxicos para el espermatozoide, principalmente debidos al estrés osmdtico que su adicidn

ocasiona (MclLaughlin et al., 1992; Alvarez y Storey, 1993; Gao et al., 1993).

17



Por otra parte, la utilizacidn de sustancias reguladoras del pH en el medio de congelacidn,
ha contribuido a mejorar el proceso de criopreservacion espermatica. Los iniciales sistemas
tampon a base de glicina y citrato (Ackerman y Behrman, 1975) se han visto mejorados con la
incorporacién de sistemas tampodn bipolares formados por tampdn TES (acido n-tris (hidroximetil)
metil 2 amino etanosulfénico) 2-[[1,3-dihydroxy-2-(hydroxymethyl)propan-2-
yllamino]ethanesulfonic acid y TRIS ((hidroximetil) amino metano 2-Amino-2-hydroxymethyl-
propane-1,3-diol (Graham et al., 1972). Diferentes estudios han puesto de manifiesto que el
medio de congelacidon mas efectivo utilizado en la congelacién de espermatozoides humanos es el
constituido por TES-TRIS, glicerol, yema de huevo y citrato (Weidel y Prins, 1987; Stanic et al.,
2000; Nallella et al., 2004).

1.5.2. Composicion de la membrana plasmatica.

La estructura y composicién de las membranas plasmaticas juegan un papel primordial en
los procesos de criopreservaciéon (Waterhouse et al., 2006; Macias Garcia et al., 2011; Martinez-
Soto et al.,, 2012). Su comportamiento tanto en el proceso de congelacion como en el
descongelacion van a definir la supervivencia celular (Woolley y Richardson, 1978; Parks vy
Graham, 1992) ya que entre el rango de temperaturas de 10 a -162C se produce la transicion de
los lipidos de membrana desde un estado fluido a un estado sdélido con el consiguiente aumento

de la fragilidad de la membrana (Avila-Portillo et al., 2006).

La membrana plasmadtica de la célula eucariota tiene una estructura de mosaico fluido
(Singer y Nicholson, 1972). Estas membranas se encuentran compuestas basicamente por lipidos,
proteinas y un pequefio porcentaje de carbohidratos. La posicidon de estas moléculas asi como su
empaguetamiento en la bicapa lipidica van a determinar la rigidez de las membranas y el
transporte de moléculas a través de la misma. En las membranas celulares, los acidos grasos de
los fosfolipidos se posicionan en paralelo y el colesterol se intercala entre ellos. El
empaguetamiento de las cadenas hidrofdbicas hace que se produzcan interacciones entre ellas y
se estabilicen mediante fuerzas de Van Der Walls. Cuanto menor sea este empaquetamiento la

membrana serda mas fluida.
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Figura 1. Estructura de mosaico fluido de la membrana plasmatica.

Fuente: http://biologia.iesramonolleros.es

Por otra parte cuanto mas larga es la cadena del acido graso estas uniones se forman con
mayor facilidad y la membrana adquiere mayor rigidez, la existencia de dobles enlaces en las
cadenas hidrofébicas de los fosfolipidos de membrana introduce cambios de orientacién en las
cadenas y hace que estas moléculas no interaccionen tan facilmente y por tanto la membrana
aumenta de fluidez. La membrana de los espermatozoides humanos presentan una gran cantidad
de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), en especial de acido docosahexanoico (DHA, C22:6 n-3)
(Lenzi et al., 1996). La presencia de estos acidos grasos PUFA confiere a la membrana una gran

fluidez y flexibilidad (Israelachvili et al., 1980; Fleming y Yanagimachi, 1981).

El colesterol y los acidos grasos, como componentes mds abundantes de la membrana,
determinan la fluidez y resistencia de la misma al proceso de criopreservacién. Asi, cuanto mayor
es la fluidez de la membrana de los espermatozoides antes del proceso de
congelacion/descongelaciéon mejor es la respuesta de los mismos a dicho proceso (Giraud et al.,
2000). El papel del colesterol en la membrana también tiene gran importancia en este proceso de
criopreservacion, a temperaturas fisiolégicas su presencia va a conferir rigidez a la membrana. Sin
embargo, al disminuir la temperatura el colesterol impide, por razones estéricas, que las cadenas
de 4acidos grasos se empaqueten libremente aumentando de esta manera la fluidez de las

membranas. La permeabilidad de la membrana esta influida por la temperatura, al disminuir la
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temperatura del sistema se origina una disminucién de su permeabilidad. Asi, por debajo de una
cierta temperatura la membrana celular se convertird en impermeable y todo el contenido acuoso
gue permanezca en su interior sera susceptible de quedar transformado en cristales de hielo con

el correspondiente dafio que puede ocasionar a la célula.

1.5.3- Estrés oxidativo y congelacién.

El proceso de congelacién-descongelacidon ocasiona un considerable incremento en la
produccion de las especies oxigeno reactivas (ROS) (Mazzilli et al., 1995; Wang et al.,, 1997),
principalmente radicales superéxido (Chatterjee y Gagnon, 2001) asi como perdéxido de hidrogeno
(Wang et al., 1997). Estas sustancias ROS son un conjunto de moléculas derivadas del oxigeno con
una gran capacidad de reaccion debido a su alta inestabilidad quimica. Dentro de estas moléculas
se incluyen radicales libres como el anién superdxido (0,°) o el radical hidroxil (OH®) asi como
potentes oxidantes como el perdxido de hidrogeno (H,0,) o el peroxinitrito (ONOO’) (Aitken y

Bennetts, 2006).

Estas sustancias reactivas de oxigeno y el balance con las sustancias antioxidantes son
fundamentales para el correcto desarrollo de infinidad de procesos celulares. En el
espermatozoide podemos destacar su importancia en la capacitacion espermatica (Aitken et al.,
1995; Aitken et al., 1998), la reaccidén acrosémica y la fusién espermatozoide/ovocito (Gagnon et
al., 1991; Aitken, 1997; 1999). Sin embargo, si se produce un desequilibrio entre la produccion de
ROS vy la capacidad del sistema antioxidante para neutralizarlos se origina un estrés oxidativo que
ocasiona una serie de efectos perjudiciales a nivel celular como son el dafo a nivel de ADN
(Kodama et al., 1997; Kemal Duru et al., 2000; Aitken y Krausz, 2001), el incremento en los niveles
de apoptosis (Wang et al.,, 2003), la oxidacion de acidos grasos poliinsaturados (peroxidacion
lipidica) (Alvarez y Storey, 1995) o bien la oxidacion de los aminodcidos de las proteinas (Sanocka

et al.,, 1996).

El espermatozoide es una célula especialmente sensible al dafio producido por estas
sustancias ROS puesto que presenta un gran contenido en dacidos grasos poliinsaturados en la
composicion de su membrana plasmatica (Ahluwalia y Holman, 1969; Poulos y White, 1973). Estos
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) contienen mds de dos dobles enlaces carbono-carbono entre
los cuales se encuentran los grupos metileno (CH,) que poseen hidrégenos particularmente
reactivos. La presencia de este grupo metileno adyacente al doble enlace provoca una unidén

facilmente oxidable por ROS.
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Figura 2. Estructura de los acidos grasos.

Fuente: http://www.dfarmacia.com/farma/ctl_servlet? f=37&id=13132747.

Los espermatozoides y el plasma seminal disponen de varios sistemas enzimdticos y
sustancias antioxidantes que contrarrestan o regulan las sustancias reactivas producidas (Aitken y
Bennetts, 2006). Las enzimas superdxido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa son los
principales antioxidantes enzimaticos presentes en el eyaculado y convierten el anién superdxido
(0;)) en perdxido de hidrogeno que a su vez se transformara finalmente en O,y H,0 (Jeulin et al.,

1989; Lasso et al., 1994; Garrido et al., 2004; Meseguer et al., 2004)

Con objeto de intentar minimizar el dafio causado por las sustancias ROS son muchos los
investigadores que han postulado la utilizacion de distintas sustancias antioxidantes en el proceso
de criopreservacion anadiéndolas tanto al medio de congelacion (Gadea et al., 2005; Taylor et al.,
2009; Branco et al.,, 2010; Garcez et al., 2010) como mediante su adicion en el proceso de
descongelacion (Martinez-Soto et al., 2010; Gadea et al., 2011b). Entre las sustancias con
actividad antioxidante adicionadas a los medios de congelacién y descongelacién podemos
encontrar enzimas como la catalasa o sustancias de diversas caracteristicas quimicas como el
acido ascorbico, la genisteina, el glutation reducido, la Pentoxifilina, el resveratrol o la vitamina E

con resultados diversos (ver tabla 1). Encontrando en la mayoria de los casos una mejora en
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pardmetros de calidad seminal que van desde una mejora en los parametros de motilidad a un
menor dafio en la fragmentacion de ADN tras la descongelacion de la muestra (revisado por Zini,

2011).

Tabla 1. Antioxidantes usados en el proceso de congelacién/descongelacion de espermatozoides.

Compuesto Referencia.

Ac.Ascorbico. (Askari et al., 1994; Branco et al., 2010; Li et al., 2010)

Catalasa. (Li et al., 2010; Moubasher et al., 2012)

Genisteina. (Thomson et al., 2009; Martinez-Soto et al., 2010)

GSH (Varghese et al., 2005; Gadea et al., 2011a)

Pentoxifilina (Bell et al., 1993a; Brennan y Holden, 1995; Esteves et al., 1998;

Stanic et al., 2002)
Resveratrol (Branco et al., 2010; Garcez et al., 2010)

Vitamina E (Askari et al., 1994; Taylor et al., 2009)

1.5.4. Descongelacién

La descongelacién consiste en el retorno a la temperatura fisioldgica de la célula, en dicho
proceso se van a producir los cambios osméticos inversos a los ocurridos durante el proceso de
congelacion. El agua congelada cambia a estado liquido, ello conlleva una disminucién progresiva
de la concentracién de solutos extracelular y como consecuencia del efecto osmético la célula
vuelve a hidratarse para compensar esta diferencia de concentraciones (Holt, 2000). Los
espermatozoides son mas resistentes a la deshidratacion que a la rehidratacidn (Gao et al., 1995),
esta es una de las causas, junto con el fendmeno de la recristalizacion y a que durante la
descongelacion las defensas antioxidantes del espermatozoide estdn agotadas (Gadea et al.,
2004), que provocan que la descongelacion celular sea un proceso critico en la viabilidad del

espermatozoide.
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El fendmeno de la recristalizacién se produce cuando la célula, congelada a una
temperatura de -1962C pasa a una temperatura de -802C, a esta temperatura algunas moléculas
de agua vuelven a estado liquido y son susceptibles de volver a convertirse en pequefios cristales
capaces de provocar danos, incluso estos pequenos cristales pueden llegar a asociarse y formar
otros de mayor tamafio incrementando asi el dafio mecdnico producido en el espermatozoide

(Mazur, 1984).

Con objeto de minimizar este fendmeno se han ensayado distintas velocidades de
descongelacion llegando al consenso que el ratio éptimo de calentamiento en el proceso de
descongelacidn va a depender del ratio de enfriamiento llevado a cabo en la congelacidon (Mazur,
1984; Henry et al., 1993). Asi, células enfriadas rdpidamente son mucho mads sensibles a un
calentamiento lento que a uno rapido. De igual modo las células enfriadas lentamente mantienen
mejor su viabilidad y funcionalidad cuando el protocolo de descongelacion es lento (Mazur, 1966;
Mahadevan y Trounson, 1984). Los diferentes estudios realizados, por regla general, coinciden en
afirmar que el mayor porcentaje de espermatozoides modviles se obtienen en protocolos de
descongelacion rapidos (Bell et al., 1993b), con el empleo de temperaturas elevadas (Calamera et
al.,, 2010) y que los ratios de descongelacion lenta provocan un mayor dafio debido a hay un
mayor tiempo para que se produzcan los fenédmenos de recristalizaciéon (Gao et al., 1995). Sin
embargo, otros autores no encuentran diferencias en la motilidad espermdtica dependiendo de la

temperatura de descongelacién utilizada (McGonagle et al., 2002).
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2. Presentacion de los trabajos
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Debido a las importantes aplicaciones que la criopreservacidon de espermatozoides tiene
en el campo de la reproduccion asistida y a la necesidad de mejorar sus resultados son muchas y
variadas las investigaciones llevadas a cabo. Estos estudios han abordado diversos aspectos del
proceso de criopreservacion, desde los ensayos de nuevos protocolos de congelacién (Verheyen
et al., 1993; Nallella et al., 2004) hasta estudios sobre la alteracién que sufre el espermatozoide
durante la congelacion (Mohammad et al., 1997; Isachenko et al., 2004; Zribi et al., 2010) pasando
por la evaluacion de la adicidon de sustancias que mejoren la eficacia del proceso (Barkay et al.,
1977; Esteves et al.,, 1998) o bien estudios sobre los efectos de la recongelacién sobre la

funcionalidad espermatica entre otros. (Verza Jr y Esteves, 2004; Thomson et al., 2010).

A pesar de los numerosos estudios y avances realizados sobre la congelacidn espermatica
en los ultimos afios (Watson, 1995; Royere et al., 1996; Oehninger et al., 2000; Leibo et al., 2002;
Mortimer, 2004) a dia de hoy no existe un protocolo de congelacién - descongelacion de
espermatozoides estandarizado y universalmente aceptado con el cual conseguir unos resultados
O6ptimos para la inmensa mayoria de las muestras (Nallella et al., 2004). Por otra parte el
rendimiento del proceso congelacidon espermdtica muestra una gran variabilidad entre pacientes
(Centola et al., 1992; McLaughlin et al., 1992) por causas que hasta el momento no han sido

totalmente clarificadas.

Por tanto, parece necesario profundizar en el estudio de los factores que van a
determinar el éxito de la congelacién-descongelacion de los espermatozoides, lo que nos
permitird mejorar el rendimiento y eficacia de los mismos y beneficiard sin duda alguna a su

empleo en los tratamientos de reproduccidén asistida.

En la presente Tesis doctoral se han analizado una serie de factores que pueden influir en
la mejora del proceso de criopreservacion de espermatozoides humanos como son
modificaciones en los protocolos de descongelacion espermatica, la adicién de una sustancia con
actividad antioxidante como la genisteina y la influencia que el contenido en acidos grasos de la
muestra seminal tiene en el éxito de la congelacién. Los dos primeros factores pueden ser

considerados como extrinsecos mientras que el tercero es de tipo intrinseco.
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La eleccién de estos factores se ha basado en diversos motivos. En primer lugar, la
descongelacion es un paso critico en la criopreservacién espermatica y consideramos que no
habia sido suficientemente estudiado, al menos en lo referente al empleo de muestras
congeladas en pellets producidos sobre bloques de nieve carbdnica. En segundo lugar, la adicién
de antioxidantes tanto al medio de congelacién como de descongelacién ha sido una constante a
la hora de mejorar el proceso de criopreservacién. En nuestro trabajo seleccionamos la genisteina
por ser una sustancia que presenta dos propiedades interesantes, por un lado tiene una
capacidad antioxidante reconocida (Thomson et al., 2009) y por otra es un inhibidor de la protein
tirosin quinasa (Akiyama et al., 1987; Menzel et al., 2007), con lo cual podria tener un efecto
beneficioso adicional al regular los procesos de capacitacidon que ocurren durante la congelacion,
prolongando asi el tiempo de utilizaciéon de las muestras congeladas. Por Ultimo, se pretende
encontrar marcadores bioldgicos capaces de predecir el resultado del procedimiento de
congelacion-descongelacion. La composicion de la membrana del espermatozoide se ha
demostrado esencial en el proceso de congelacidn, especialmente en lo referente a la
composicion en acidos grasos, los cuales confieren al espermatozoide de unas caracteristicas
singulares. Por ello pretendiamos estudiar la relaciéon existente entre el contenido de acidos
grasos de la muestra seminal, asi como la capacidad antioxidante total del plasma seminal con la

calidad seminal y la criotolerancia.

Para desarrollar estos estudios hemos empleado las técnicas analiticas mas avanzadas
que estan a nuestra disposicidn como son los sistemas CASA con cdmaras de alta frecuencia
(Amann y Katz, 2004; Freour et al., 2009) , citometria de flujo (Garrido et al., 2002a; Cordelli et al.,
2005; Silva y Gadella, 2006; Martinez-Pastor et al., 2010), andlisis mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC) (Lepage y Roy, 1986), técnicas de electroforesis asociadas a analisis de
imagen (Fernandez-Gonzalez et al.,, 2008), espectrofotometria (Mahfouz et al.,, 2009) vy
microscopia de fluorescencia (Silva y Gadella, 2006) con las cuales obtenemos resultados de
mayor precisién y reproductibilidad y nos permite definir nuevos pardmetros a la hora de evaluar

el dafio en el espermatozoide ademas de los tradicionales de viabilidad y motilidad espermatica.

Los tres trabajos han sido publicados en revistas de ambito internacional recogidas en

bases de datos como JCR o Scopus.
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2.1. Objetivos generales y especificos

Los trabajos presentados en esta Tesis doctoral tienen por objetivo general estudiar
diversos factores tanto extrinsecos como intrinsecos que afectan a la eficacia de los procesos de
congelacion espermatica. Por tanto, van encaminados a aportar informacidn sobre determinados
puntos criticos del proceso de congelacion/descongelacién a la vez que pretende determinar
algunas de las causas que justifiquen la gran diferencia interindividual encontrada en el proceso
objeto de estudio. Esto nos ayudard a establecer estrategias encaminadas a disminuir esta
variabilidad, mejorar los protocolos de congelaciéon/descongelacién consiguiendo finalmente una

mejora de los resultados reproductivos.

Los objetivos especificos de cada una de las secciones son los siguientes.

Trabajo 1- Evaluar un protocolo de descongelaciéon de espermatozoides congelados en
pildoras alternativo al método habitual utilizado. Este nuevo método presenta una mayor
velocidad de descongelacion que el método de referencia y permite una rdpida una dilucién del

crioprotector (glicerol).

Trabajo 2- Estudiar de los efectos de la suplementacidon del medio de descongelacién de
espermatozoides con genisteia, isoflavona de reconocida capacidad antioxidante e inhibidor de de

la protein tirosin quinasa.

Trabajo 3.- Analizar la relacién entre la composicidén en acidos grasos de la membrana de
los espermatozoides y la del plasma seminal con la calidad seminal tras el proceso de congelacién-
descongelacidn. Asi como estudiar la relacidn existente entre la capacidad antioxidante total
(TAC) del plasma seminal con el contenido en 4cidos grasos y el éxito del proceso de

criopreservacion.
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2.2. Resumen global de los resultados

Los dos primeros trabajos que forman parte de esta Tesis doctoral evalian factores
extrinsecos del proceso de criopreservacién como son el proceso de descongelacion y la adicién
de antioxidantes a los medios de congelaciéon y descongelacion (Martinez-Soto et al., 2010;

Martinez-Soto et al., 2011).

Como ya hemos indicado anteriormente, el proceso de descongelacién es uno de los
puntos criticos en la criopreservacién espermatica debido a la existencia de fendmenos de
recristalizacion y a la mayor sensibilidad que presenta la célula en el momento de la rehidratacién
(Gao et al., 1995). En el estudio 1 se comparan dos diferentes métodos de descongelacion de
espermatozoides, el método habitualmente utilizado (M1) donde las muestras son mantenidas 10
minutos a temperatura ambiente y posteriormente otros 10 minutos a 372C, frente al método
alternativo (M2) en el cual la muestra se deposita directamente en un tubo con medio
atemperado a 372C y se mantiene 20 minutos a esa temperatura. Las ventajas esperadas de este
procedimiento alternativo serian un aumento en el ratio de temperatura de descongelacion, asi
como una rapida dilucion del crioprotector lo que ocasionaria un menor tiempo de exposicidon y

menor dafio al espermatozoide.

En el estudio 2 se evalua el efecto que la adicién de Genisteina al medio de congelacién y
descongelacidon ocasiona en la funcionalidad espermdtica. Asi, las muestras seminales fueron
descongeladas y se incubaron en presencia de Genisteina en concentraciones finales de 0, grupo
control, 1y 10 pmol L. Las muestras se mantuvieron a 372C durante 60 minutos antes de realizar

los andlisis correspondientes.

Al estudiar la motilidad espermatica, apreciamos que los dos métodos de descongelacion
ofrecen valores similares en términos de porcentaje de motilidad y motilidad progresiva (estudio
1). Sin embargo, la descongelacién rapida con medio atemperado supone una mejora en la
mayoria de los pardmetros cinéticos evaluados mediante CASA a excepcion de la amplitud lateral
de desplazamiento de cabeza (ALH). La mejora en los pardmetros cinéticos ocasionada con este
protocolo de descongelacién se ve confirmada al analizar las distintas subpoblaciones de
espermatozoides métiles por un analisis de “cluster”. Asi, encontramos que la descongelaciéon

siguiendo el nuevo protocolo supone un mayor porcentaje de espermatozoides con velocidad
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lineal rdpida, a la vez que disminuye los que presentan velocidad lineal media o los

espermatozoides lentos con motilidad no lineal.

La adicion de genisteina en diferentes concentraciones al medio de congelacion o
descongelacidn tiene un efecto limitado en la motilidad espermatica. Unicamente destacariamos
que la adicidon de 10 uM de genisteina al medio de descongelacién ocasiona un aumento en el
porcentaje de motilidad total y una disminucién en la frecuencia de batido del flagelo (BCF). El

resto de parametros cinéticos no se ven afectados.

La produccidn de sustancias reactivas al oxigeno (ROS) ocasionada durante el proceso de
criopreservacién es un hecho sobradamente demostrado (Alvarez y Storey, 1992; Wang et al.,
1997) Al evaluar los efectos ocasionados al utilizar medio atemperado a 372C en los protocolos de
descongelacién (estudio 1), observamos que la generaciéon de ROS no se ve modificada por el
método de descongelacién utilizado. Por el contrario la adicién de genisteina al medio de
descongelacion en concentraciones de 10 pmol L™ (estudio 2) origina una disminucion en la
produccidn de sustancias Ros, que confirma la capacidad antioxidante de esta sustancia a dicha

concentracion.

Durante el proceso de congelacién se originan alteraciones estructurales de la membrana
que determinan la viabilidad de la célula y también se producen modificaciones de la fluidez de
la membrana lipidica similares, en cierto, modo a las que acontencen durante el proceso de
capacitacion espermatica (Watson 1995). Tanto la descongelacidon con el medio caliente (M2)
como la adicion de genisteina al medio de descongelaciéon suponen un incremento en el numero
de espermatozoides viables y con bajo desorden lipidico. Ademas, nuestros datos indican que la
descongelacion siguiendo el protocolo alternativo (M2) supone una disminucion en el porcentaje

de espermatozoides con acrosoma alterado.

El fendmeno de la hipercondensacion de la cromatina durante el proceso de
criopreservacion es un fendmeno ampliamente estudiado y relacionado con una alteracién entre
las interacciones que se producen entre el ADN espermatico y las proteinas nucleares (Royere et
al., 1988; Hamamah et al., 1990; Hammadeh y Georg, 1999). Este pardmetro puede ser usado
como parametro indicador del dafio producido en el proceso de congelacion (Hammadeh y Georg,
1999) y debe ser un factor a considerar a la hora de la utilizacion de muestras de semen

congelado (Madrid-Bury et al., 2005).
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Los resultados obtenidos en ambos trabajos demuestran que se produce una menor
condensacion de la cromatina en los espermatozoides tanto al descongelar con medio
suplementado con 1 pmol L? de Genisteina como al realizar la descongelacién mediante el
método M2. Ademas hemos constatado que la adicién de genisteina en las concentraciones
objeto de estudio ocasiona una disminucién en el porcentaje de espermatozoides con ADN
fragmentado tanto en las mediciones realizadas con Tunel (citometria de flujo) como con el test

del cometa.

En resumen, podemos decir que la mejora en factores externos como el protocolo de
descongelacion como la adicion de antioxidantes al medio de descongelacion supone una mejora
limitada pero significativa de la mayor parte de los pardmetros espermaticos analizados, que
podria suponer una mejora en la capacidad fecundante de los espermatozoides criopreservados.
Este ultimo extremo debe ser confirmado con estudios que evallen la capacidad fecundante en

sistemas de inseminacidn artificial y fecundacién in vitro.

Las mejoras observadas al aplicar un protocolo de descongelacidn por inmersidn directa
de los pellets en medio atemperado podrian estar asociadas tanto al incremento en el ratio de
velocidad de descongelacion o como a la rapida dilucion del glicerol evitando los potenciales
efectos dafiinos que puede ejercer sobre la célula espermatica. En cualquier caso para conocer en
detalle la importancia relativa de cada uno de estos factores seria necesario disefiar nuevos

experimentos donde se analizara de modo individual y simultaneo el efecto de ambos factores.

En el tercer trabajo presentado (Martinez-Soto et al., 2012) se aborda el estudio de
factores intrinsecos de la muestra seminal como son la composicidn lipidica del espermatozoide y
del plasma seminal o la capacidad antioxidante del plasma seminal. Con el objetivo de relacionar

estas variables con los parametros espermaticos antes y después de la congelacién.

De los datos del estudio se confirma que la composicién de acidos grasos de la membrana
plasmatica difiere de la del plasma seminal en la inmensa mayoria de acidos grasos evaluados. Asi
encontramos en membrana mayores valores de acidos grasos poliinsaturados (PUFA), w3 y w6
que los encontrados en plasma seminal predominando el DHA tanto en membrana como en
plasma seminal. Por el contrario los valores de acidos grasos saturados (SFA) especialmente acido
palmitico (C16:0) y acido estedrico (C18:0), acidos grasos monoinsaturados (MUFA ) acido oleico
(C18:1n9) y los ratios w6/w3, SFA/PUFA son mayores en plasma seminal que los encontrados en

membrana espermatica.
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Al analizar los datos de composicién lipidica en funcién de las caracteristicas de las
muestras, encontramos diferencias en la composicién de acidos grasos y capacidad antioxidante
entre los distintos grupos, normozoospermicos, oligozoospermicos, astenozoospermicos vy
oligoastenozoospermicos, hecho constatado con anterioridad por otros autores (Zalata et al.,
1998; Conquer et al., 1999; Calamera et al., 2003). Encontrando que los espermatozoides del
grupo de pacientes normozoospermicos presentaban niveles superiores de PUFA, en concreto de
DHA (C22:6n3) que en el resto de los grupos a la vez que se observan valores menores de SFA vy
MUFA. De igual modo, las relaciones entre los niveles de w6/ w3 y el ratio SFA/PUFA fue menor

en las muestras normozoospérmicas en comparacion con el resto de los grupos.

En el plasma seminal se encontraron valores de MUFA inferiores en las muestras de los
pacientes normozoospermicos en comparacién con los oligoastenozoospermicos, mientras que
los valores de PUFA y total de w3 estaban incrementados en relacion a los pacientes
oligozoospermicos y oligoastenozoospermicos. No se observaron diferencias en cuanto a las
concentraciones de SFA entre los distintos grupos. Es de destacar que en los niveles de acidos
grasos en plasma seminal entre los grupos de normozoospermicos y astenozoospermicos no se
encontraron diferencias. Por otra parte, la capacidad antioxidante total (TAC) del plasma seminal
se encuentra disminuida en las muestras pertenecientes al grupo de oligozoospérmicos y
oligoastenozoospérmicos en relacion a los que presentan los casos normozoospérmicos y

astenozoospérmicos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio confirman que la composicion de &acidos
grasos tanto en membrana como en plasma seminal estd relacionada con la funcionalidad
espermatica. Al analizar la correlacién existente entre la composicion de los acidos grasos de los
espermatozoides con los parametros seminales de la muestra seminal recién obtenida
(previamente al proceso de congelacién), encontramos una correlacidn positiva entre los valores
de PUFA, total de w3, DHA y acido araquiddénico (C20:4n6) con los parametros seminales
analizados (motilidad, viabilidad, morfologia y recuento total de espermatozoides en eyaculado).
Por el contrario existe una correlacion inversa de dichos pardmetros seminales con SFA, MUFA,

ratio w6/w3 y SFA/PUFA.

Al estudiar la correlacidon de dichos pardmetros seminales con la composicion lipidica del
plasma seminal apreciamos que la viabilidad espermatica no se correlacionada con ningun acido

graso. Sin embargo la cantidad de DHA presente en el plasma seminal estaba relacionado con
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motilidad, morfologia y nimero total de espermatozoides en eyaculado. El contenido en MUFA en
plasma seminal se correlacionaba negativamente con morfologia y recuento total de
espermatozoides al igual que los ratios w6/w3 y SFA/PUFA estaban inversamente correlacionados

con el recuento espermatico.

Los resultados de esta correlacion estan en general en concordancia con otros estudios
donde se aprecia que los valores de DHA y PUFA se correlacionan directamente con los
parametros seminales, mientras que los valores de MUFA se correlacionan de forma inversa con
las caracteristicas espermaticas (Nissen y Kreysel, 1983; Zalata et al., 1998; Aksoy et al., 2006;

Tavilani et al., 2006).

La relacion entre la capacidad antioxidante del plasma seminal y su relacién con la
composicion de acidos grasos también ha sido objeto de andlisis. Encontrando que la composicién
lipidica del plasma seminal puede tener una gran influencia en la capacidad antioxidante y por
ende en la funcionalidad espermatica. Encontramos que la concentracion de PUFA estd
directamente correlacionada con TAC mientras que hayamos una correlacidn inversa con SFA y
MUFA. Al estudiar esta relacion con los acidos grasos en espermatozoides apreciamos una menor
relacidn y en ocasiones en sentido contrario a la que encontramos al analizar la correlacién con el

plasma seminal.

La importancia de la composicion de la membrana lipidica en el proceso de
criopreservacién ha sido reconocida desde hace afios (White, 1993). En |la
congelacion/descongelacién de espermatozoides llegan a producirse alteraciones en la
composicion lipidica, que llevan a la reduccidn de la concentracién de determinados acidos grasos
PUFA (C18:2, C20:3, C20:4 y C:22:6n3) y al incremento en la proporcidn de SFA (Alvarez y Storey,
1992). En el mismo sentido (Schiller et al., 2000) confirman que el proceso de criopreservacién
modifica el perfil de fosfolipidos en lo espermatozoides. Estas modificaciones en la composicion
lipidica de los espermatozoides congelados van a causar un aumento en la rigidez de la membrana
(Giraud MN et al., 2000) a la vez que una reduccidn en la difusion de lipidos en la membrana

(James et al., 1999).

En nuestro estudio encontramos una correlaciéon positiva entre los valores de DHA
(C22:6n3), PUFA y total w3 en espermatozoides con los parametros seminales tras la
descongelacién. Por el contrario, se observéd una relacidn inversa con SFA, MUFA, ratio w6/w3 y

SFA/PUFA. Referente a la composicién del plasma seminal, al igual que en el caso de las muestras
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en fresco, no estd relacionado con la viabilidad celular tras descongelacidn pero algunos acidos
grasos como DHA (C22:6n3), w6, C18:0 y ratio w6/w3 estan relacionados con la motilidad y/o

algunos de los parametros cinéticos evaluados.

Por otra parte encontramos el plasma seminal de los eyaculados que tuvieron los
espermatozoides con mayor velocidad (VAP, VSL) tras el proceso de congelacion/descongelacidn

presentaron mayores valores de TAC.

Los resultados confirman que el contenido en acidos grasos PUFA, en especial el DHA
(C22:6n3) tanto en espermatozoide como en plasma seminal, condiciona el resultado del proceso
de congelacidon/descongelacion. Estos resultados se explican por la influencia que en la fluidez de
la membrana tienen los PUFA, este hecho ya fue postulado por Giraud al afirmar que el resultado
de la fluidez de membrana era un factor predictivo la criopreservacién de espermatozoides
(Giraud MN et al.,, 2000). La fluidez de la membrana también favorece la insercién del
crioprotector facilitando la deshidratacién previa a la congelacion y por ello favoreciendo la
supervivencia celular. Sin embargo un exceso en la fluidez de la membrana también podria ejercer

un efecto perjudicial para el resultado del proceso (Miller et al., 2005)

Las diferencias individuales en el resultado del criopreservacidn son bien conocidas
aunque los factores que los ocasionan no estan del todo establecidos (Centola et al., 1992).
Algunos estudios sugieren que existe una explicacidon genética a estas variaciones (Thurston et al.,
2001; Thurston et al., 2002). Segun los datos resultantes de este estudio podriamos afirmar que
las diferencias son debidas, al menos en parte, a la distinta composicién en acidos grasos del
eyaculado objeto de criopreservacion. Este estudio nos abre la posibilidad de plantear nuevos
trabajos en este campo de investigacion bien para estudiar bases genéticas que puedan influir en
la composicion de acidos grasos o bien para desarrollar estrategias encaminadas a modificar la
composicion lipidica y asi obtener una mejora en el resultado de la criopreservaciéon de

espermatozoides.
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2.3. Conclusiones finales

° El protocolo de descongelacién afecta a la calidad seminal de las muestras congeladas.

° La descongelacion directa sobre el medio atemperado supone una mejora limitada pero
significativa de los pardmetros seminales: movimiento linear rapido, estructura del acrosoma,
condensacidn de cromatina y espermatozoides viables con bajo desorden de membrana.

. La adicién de genisteina al medio de descongelacién a las concentraciones objeto de
estudio (10 pmolL™) ejerce una accién antioxidante en los espermatozoides sometidos al proceso
de congelacién/descongelacién

. La adicion de genisteina supone una mejora en el nimero de espermatozoides viables con
bajo grado de desorden lipidico y ejerce un efecto protector en el ADN espermatico.

° Existe una diferente composicion de 4acidos grasos entre plasma seminal vy
espermatozoides.

. La composicion de 4acidos grasos en plasma seminal y espermatozoides esta
correlacionada con los parametros seminales en fresco y la capacidad antioxidante total.

° Las concentraciones de PUFA, w3, y DHA en los espermatozoides estan directamente
relacionados con la viabilidad y motilidad tras descongelacidn.

° La concentracién de MUFA en los espermatozoides estd inversamente relacionada la

viabilidad y motilidad tras descongelacion.
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Abreviaturas

80hdG: 8-hydroxydeoxyguanosine (8 hidroxi desoxiguanosina)

AA: Arachidic acid (acido araquidico)

ABTS: 2,2B-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

ADN: Acido desoxirribonucleico

ALA: Linolenic acid (acido linolenico)

ALH: Amplitud lateral de desplazamiento de cabeza

ARA: Arachidonic acid (acido araquidonico)

BCF: Beat cross frecuency (frecuencia de batido de cola)

CASA: Computer-Assisted Sperm Analysis (Analisis computerizado de esperma)
DCFA: Diacetato de carboxiflouresceina

DGLA: Dihomo-gamma-linolenic acid (acido dihomo-gamma-linolénico)

DHA: Docosahexaenoic acid (acido docosahexaenoico)

DMSO: Dimetilsulfoxido

DPA: Docosapentaenoic acid (dcido docosapentaenoico)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiamino tetraacético)
EPA: Eicosapentaenoic acid( dcido eicosapentaenoico)

ETE: Eicosatrienoic acid (acido eicosatrienoico)

GRD: Glutation reductasa

GSH: Glutatién reducido

GSSG: Glutation oxidado

H,DCFDA: Diacetato de 2’-7 diclorodihidrofluoresceina

HPLC: High-performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta resolucidn)

HSA: Human serum albumin (Suero de albumina humana)
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HTF: Human tubal fluid (fluido tubal humano)

IAD: Inseminacion artificial con semen de donante

ICSI: Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides
IUl: Inseminacion intrauterina

IVI: Instituto Valenciano de Infertilidad

LA: Linoleic acid (acido Linoleico)

LIN: Linearity of the curvilinear trajectory (Linearidad de la trayectoria curvilinear)
M: molar

M540: Merocianina 540

MUFA: Acido graso monoinsaturado

PBS: Phosphate buffered saline (tampdn fofato salino)

PI: Propidium iodide (loduro de Propidio)

PP: Polipropileno

PROH: Propanodiol

PTEG: politereftalato de etileno

PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

ROS: Reactive oxygen species (Especies oxigeno reactivas)
SEM: Error estandar de la media

SFA: Acido graso saturado

SOD: Superoéxido dismutase

TAC: Total antioxidant capacity (Capacidad antioxidante total)

TES: (4cido n-tris (hidroximetil) metil 2 amino etanosulfénico) 2- [ [1,3-dihydroxy-2-
(hydroxymethyl)propan-2-ylJamino]ethanesulfonic acid

TESE: Testicular sperm extraction (extraccion de espermatozoides testiculares)
TRA: Tratamiento de reproduccidn asistida
TRIS: (hidroximetil) amino metano 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol

VAP: Average path velocity (Media de velocidad)
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VCL: Curvilinear velocity (Velocidad curvilinea)

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana

VSL: Straight-line velocity (Velocidad en linea recta)

WOB: Wobble of the curvilinear trajectory (oscilamiento de la trayectoria curvilinear)
ZP: Zona Pelucida

w3: Acido graso omega 3

w6: Acido graso omega 6

58



Trabajos publicados

59



Juan Carlos Martinez Soto, con DNI n2 22.959.834-S estudiante de doctorado del
programa (09501) Biologia de la Reproduccién en los mamiferos, con Mencién de Calidad

del MEC curso 2004/2005 y autor de los articulos que a continuacion se relacionan

e Martinez-Soto JC, Hourcade JD, Gutiérrez-Adan A, Landeras JL, Gadea J. Effect of
genistein supplementation of thawing medium on characteristics of frozen human

spermatozoa. Asian J Androl. 2010 May;12(3):431-41.

e Martinez-Soto JC, Garcia-Vazquez FA, Gumbao D, Landeras J, Gadea J. Assessment of
two thawing processes of cryopreserved human sperm in pellets. Cryobiology. 2011

Dec;63(3):131-6.

e Martinez-Soto JC, Laderas J, Gadea J. Sperm and seminal plasma fatty acids as

predictors of cryopreservation success. Andrology. Aceptado 11 octubre de 2012.

Declara que ha participado activamente en el disefio de los tres estudios, en el desarrollo
del proceso experimental, en la evaluacidon y la discusién de los resultados bajo la

direccion cientifica de mi director de tesis el Dr. Joaquin Gadea Mateos.

Murcia, a 15 de marzo de 2013

60



Web of Knowledge [5.9] - Export Transfer Service http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?action=go

1de?2

Web of Knowledge
Back to Results Page 1 (Records 1 -- 1) Print This Page

[1]

Record 1 of 1
Title: Assessment of two thawing processes of cryopreserved human sperm in pellets

Author(s): Martinez-Soto JC (Carlos Martinez-Soto, Juan); Garcia-Vazquez FA (Garcia-Vazquez, Francisco A.); Gumbao D
(Gumbao, David); Landeras J (Landeras, Jose); Gadea J (Gadea, Joaquin)

Source: CRYOBIOLOGY Volume: 63 Issue: 3 Pages: 131-136 DOI: 10.1016/j.cryobiol.2011.08.001 Published: DEC 2011
Times Cited in Web of Science: 1

Total Times Cited: 1

Cited Reference Count: 62

Abstract: In this study, we evaluated the effects of the thawing methodology on sperm function after cryopreservation in pellets. We
compared the use of two thawing procedures: method (1) maintaining pellet for 10 min in air at room temperature, then another
10-min period in air at 37 degrees C followed by dilution in a thawing medium: and method (2) immersing the pellets directly in
thawing medium at 37 degrees C for 20 min. This procedure leads to a higher rate of temperature increase and a dilution of the
glycerol present in the freezing medium. We analyzed the effect of the thawing procedure on sperm motility, viability, membrane
lipid packing disorder, acrosome status, reactive oxygen species (ROS) level and sperm chromatin condensation. This study
revealed a positive effect of the M2 thawing methodology on sperm parameters. The percentage of spermatozoa with fast-linear
movement is increased (M1: 17.26% vs. M2: 28.05%, p<0.01). with higher viability (M1: 37.81% vs. M2: 40.15%, p<0.01) and
less acrosome damage (M1: 40.44% vs. M2: 35.45%, p = 0.02). We also detected an increase in the percentage of viable
spermatozoa with low membrane lipid disorder (M1: 31.36% vs. M2: 33.17%, p = 0.03) and a reduction in chromatin condensation
(44.62 vs. 46.62 arbitrary units, p = 0.02). Further studies will be necessary to evaluate the possible clinical applications. (C) 2011
Elsevier Inc. All rights reserved.

Accession Number: WOS:000297907800002
Language: English
Document Type: Article

Author Keywords: Cryopreservation; Thawing; Sperm motility; Sperm membrane; Spermatozoa; Acrosome reaction; Oxidative
stress

KeyWords Plus: GLUTATHIONE IMPROVES FUNCTION; VITRO FERTILIZING ABILITY; FLOW-CYTOMETRIC ANALYSIS;
HUMAN-SPERMATOZOA, LIPID-PEROXIDATION; IN-VITRO; MITOCHONDRIAL-FUNCTION; CRYOPROTECTIVE
MEDIA; REPRODUCTIVE-BIOLOGY; CHROMATIN STABILITY

Addresses: [Carlos Martinez-Soto, Juan; Garcia-Vazquez, Francisco A.; Gumbao, David; Gadea, Joaquin] Univ Murcia, Dept
Physiol, Sch \t Sci, E-30100 Murcia, Spain.
[Carlos Martinez-Soto, Juan; Gumbao, David; Landeras, Jose] VI Murcia, Murcia 30007, Spain.

Reprint Address: Gadea, J (reprint author), Univ Murcia, Dept Physiol, Sch \&t Sci, E-30100 Murcia, Spain.
E-mail Address: jgadea@um.es
ResearcherlD Numbers:

GADEA, JOAQUIN ‘ C-9731-2009

Publisher: ACADEMIC PRESS INC ELSEVIER SCIENCE

Publisher Address: 525 B ST, STE 1900, SAN DIEGO, CA 92101-4495 USA
Web of Science Categories: Biology; Physiology

Research Areas: Life Sciences & Biomedicine - Other Topics; Physiology
IDS Number: 859WZ

ISSN: 0011-2240

29-char Source Abbrev.: CRYOBIOLOGY

ISO Source Abbrev.: Cryobiology

Source Item Page Count: 6

Funding:
Funding Agency Grant Number

‘ University of Murcia, Spain |

This work was supported by University of Murcia, Spain.

18/03/2013 13:50



Web of Knowledge [5.9] - Export Transfer Service http://apps.webofknowledge.com/OutboundService.do?action=go

Web of Knowledge
Back to Results Page 1 (Records 1 -- 1) Print This Page

[1]

Record 1 of 1
Title: Effect of genistein supplementation of thawing medium on characteristics of frozen human spermatozoa

Author(s): Martinez-Soto JC (Carlos Martinez-Soto, Juan); de DiosHourcade J (de DiosHourcade, Juan); Gutierrez-Adan A
(Gutierrez-Adan, Alfonso); Landeras JL (Lorenzo Landeras, Jose); Gadea J (Gadea, Joaquin)

Source: ASIAN JOURNAL OF ANDROLOGY Volume: 12 Issue: 3 Pages: 431-441 DOI: 10.1038/aja.2009.92 Published:
MAY 2010

Times Cited in Web of Science: 9
Total Times Cited: 10
Cited Reference Count: 56

Abstract: In this study, we evaluated the effects of genistein supplementation of the thawing extender on frozen-thawed human
semen parameters. We analyzed the effect of supplementation on sperm motility, capacitation (membrane lipid disorder), reactive
oxygen species (ROS) generation, chromatin condensation and DNA damage. Using this preliminary information, it maybe possible
to improve the cryopreservation process and reduce the cellular damage. We have confirmed that the isoflavone genistein (10 mu
mol L(-1)) has antioxidant properties on the frozen-thawed spermatozoa. This results in a decreased ROS production that shows a
slight improvement in the sperm motility, and decreases the membrane lipid disorder and DNA damage caused by cryopreservation.
These results suggest an effect of genistein on sperm functionality that could be of interest for assisted reproduction treatments using
frozen-thawed human spermatozoa, but further studies will be necessary to confirm our findings and to evaluate the possible clinical
applications.

Accession Number: WOS:000277249900017

Language: English

Document Type: Article

Author Keywords: antioxidants; cryopreservation; DNA damage; genistein; isoflavones; sperm motility

KeyWords Plus: INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION; GLUTATHIONE IMPROVES FUNCTION; VITRO FERTILIZING
ABILITY; PROTEIN-TYROSINE KINASE; DNA-DAMAGE; REDUCED GLUTATHIONE; OXIDATIVE STRESS; COMET
ASSAY; CHROMATIN CONDENSATION; SUBLETHAL CRYODAMAGE

Addresses: [Carlos Martinez-Soto, Juan; Gadea, Joaquin] Univ Murcia, Sch \et, Dept Physiol, E-30100 Murcia, Spain.
[Carlos Martinez-Soto, Juan; Lorenzo Landeras, Jose] IVI MURCIA, Murcia 30007, Spain.
[de DiosHourcade, Juan; Gutierrez-Adan, Alfonso] INIA, Dept Anim Reprod, Madrid 28040, Spain.

Reprint Address: Gadea, J (reprint author), Univ Murcia, Sch \et, Dept Physiol, E-30100 Murcia, Spain.
E-mail Address: jgadea@um.es
ResearcherlD Numbers:

GADEA, JOAQUIN ‘ C-9731-2009

Publisher: SHANGHAI INST MATERIA MEDICA

Publisher Address: 555 ZU CHONG ZHI RD, ZHANG JIANG HI-TECH PARK, SHANGHAI, PUDONG 201203, PEOPLES R
CHINA

Web of Science Categories: Andrology; Urology & Nephrology
Research Areas: Endocrinology & Metabolism; Urology & Nephrology
IDS Number: 590TC

ISSN: 1008-682X

29-char Source Abbrev.: ASIAN J ANDROL

ISO Source Abbrev.: AsianJ. Androl.

Source Item Page Count: 11

Web of Knowledge

Back to Results Page 1 (Records 1 -- 1) Print This Page
[1]
© 2012 Thomson Reuters Terms of Use Privacy Policy Please give us your feedback on using Web of Knowledge.

1del 18/03/2013 13:56



Spermatozoa and seminal plasma fatty acids as predictors of cryopreser...  http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.2047-2927.2012.00040.x/a...

F|t”d your , é ’ BWILEY Job Network
nNexi career a ~

Elt:{']‘l-ﬂa on ugwﬁ Mon - b, ™ Apply today!»
Original Article

Spermatozoa and seminal plasma fatty acids as
predictors of cryopreservation success

1. J.C. Martinez—Sotol’z,
2. ). Landerasz,
3. . Gadeal’*

Article first published online: 29 NOV 2012
DOI: 10.1111/5.2047-2927.2012.00040.x
© 2012 American Society of Andrology and European Academy of Andrology

Issue

ANDROLOGY

Andrology

Early View (Online Version of Record published before inclusion in an issue) (/journal/10.1111/(ISSN)2047-2927
/earlyview)

Additional Information

How to Cite

Martinez-Soto, J. C., Landeras, J. and Gadea, J. (2012), Spermatozoa and seminal plasma fatty acids as predictors
of cryopreservation success. Andrology. doi: 10.1111/5.2047-2927.2012.00040.x

Author Information

1 Department of Physiology, School of Veterinary Sciences, University of Murcia, Murcia, Spain

2 Department of Physiology, School of Veterinary Sciences, IVI Murcia, Murcia, Spain

*Correspondence: Joaquin Gadea, Department of Physiology, School of Veterinary Medicine, University of Murcia,
Campus Mare Nostrum, Murcia 30 100, Spain. E-mail: jgadea@um.es (mailto:jgadea@um.es)

Publication History

1de3 18/03/2013 13:59



Spermatozoa and seminal plasma fatty acids as predictors of cryopreser...  http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.2047-2927.2012.00040.x/a...

1. Article first published online: 29 NOV 2012
2. Manuscript Accepted: 11 OCT 2012

3. Manuscript Revised: 28 SEP 2012

4. Manuscript Received: 22 JUN 2012

Funded by

e [VI Murcia and University of Murcia

e Abstract

e Article (/doi/10.1111/1.2047-2927.2012.00040.x/full)

e References (/doi1/10.1111/1.2047-2927.2012.00040.x/references)
e Cited By (/d0i/10.1111/1.2047-2927.2012.00040.x/citedby)

View Full Article (HTML) (/do1/10.1111/.2047-2927.2012.00040.x/full) Get PDF (147K) (/do1/10.1111
/1.2047-2927.2012.00040.x/pdf)

Keywords:

cryopreservation; fatty acid; lipids; seminal plasma; sperm motility; spermatozoa

Summary

There is a lack of information about the importance of fatty acid composition of the human sperm membranes and
seminal plasma in the cryopreservation procedure. Our aims were to study the possible relationships between the
fatty acid composition of human spermatozoa or seminal fluid before freezing, and the sperm quality, measured in
terms of viability and motility, before and after freezing—thawing. A further objective of this study was to determine
whether the antioxidant capacity (TAC) of the seminal plasma is related to fatty acid (FA) composition and to
success of the cryopreservation process. Polyunsaturated fatty acids (PUFA), ®3 PUFAs and docosahexaenoic acid
(DHA) in spermatozoa were significantly positively correlated with sperm viability and motility parameters before
and after freezing. An inverse relationship was found for monounsaturated (MUFA), ratio ®6/w3, ratio saturated
saturated fatty acids/PUFA (SFA/PUFA) with the seminal parameters. Seminal plasma fatty acid composition was
not related to viability. However, motility parameters before and after freezing were related to stearic acid (C18:0)
and DHA. TAC in seminal plasma was directly related to PUFA, w3 and DHA. On the other hand, SFA, C22:0,
(C24:0 and MUFA in seminal plasma were inversely related to the antioxidant capacity. TAC was directly correlated

with motion parameters after thawing,

We described a significant correlation between the fatty acid composition of the human spermatozoa or seminal
plasma and the sperm parameters of the samples after thawing. PUFA, W3 and specially DHA are directly
correlated with sperm motility and viability after freezing/thawing, and MUFA was inversely correlated. This means
that in the future the fatty acid composition could be used as a predictor of the capacity of cryopreservation. On
the other hand, we could design further procedures to modify the lipid composition or/and antioxidant capacity of

ejaculate to make it more resistant to the cryopreservation process.
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