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PALABRAS CLAVE Resumen El tratamiento de eleccion para pacientes con oligozoospermia severa es la inyec-
Vitrificacion de cion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), pero su alto coste limita su aplicacion en
espermatozoides; paises cuyos sistemas de salud no cubren este procedimiento médico. La nueva técnica de
Oligoastenozoospermia; vitrificacion permite almacenar espermatozoides post seleccion espermatica hasta obtener la
Inseminacion concentracion minima para realizar ciclos de inseminacion intrauterina (IlU). Se presenta este
intrauterina caso clinico de un recién nacido sano, tras dicha técnica, de una pareja (varon 32 anos, mujer

31 anos) con antecedente de 2 ciclos ICSI, uno de los cuales fue exitoso, con un hijo vivo sano.
Espermatozoides métiles fueron obtenidos por swim-up, resuspendidos en medio Vitrisperm®,
almacenados en pajuelas a una concentracion de 0,5-1,5 x 106 células/ml y vitrificados en con-
tacto directo con nitrégeno liquido. Se realizd estimulacion ovarica y la IlU se realizd 36h
después de la administracion de hCG. La muestra post desvitrificacion presentd una concen-
tracion de 3,0 x 10° espermatozoides motiles. La evolucién de un desarrollo fetal normal fue
controlada por ecografia 3D, con el posterior nacimiento por parto cesarea de un recién vivo
sano de sexo masculino. Aunque son resultados preliminares, la congelacion ultrarrapida, al
preservar un alto niUmero de espermatozoides con funcion conservada, genera una alternativa
de tratamiento de bajo coste en pacientes con oligozoospermia severa.
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Vitrification sperm: An alternative to intracytoplasmic sperm injection
in oligoasthenozoospermic patient

Abstract Therapy for patients with severe oligozoospermia is the intracytoplasmic sperm
injection (ICSI). However, its high cost limits its application in countries whose health sys-
tems do not cover this medical technique. The new vitrification technique makes it possible
to store sperm after sperm selection until reaching the minimum concentration for cycles of
intrauterine insemination (IUl). A clinical case is reported of a couple (male age 32, female age
31) who underwent 2 ICSI procedures, one of which was successful, resulting in the birth of
a healthy, live born son. Motile sperm were obtained by swim-up, resuspended in Vitrisperm®
medium, stored in straws at a concentration of 0.5 to 1.5 x 10 cells/mL, and vitrified in direct
contact by liquid nitrogen. Ovarian stimulation was induced and IUl was performed 36 hours after
hCG administration. The post-devitrification sample presented a concentration of 3.0 x 10°
motile sperm. The evolution of normal fetal development was controlled by 3D ultrasound
and subsequent birth by cesarean delivery of a healthy male newborn. Although these are
preliminary results, ultrarapid freezing preserves the physiological function in a high num-
ber of spermatozoa. This generates a low-cost alternative treatment for patients with severe
oligozoospermia.

© 2012 Asociacion Espaiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva. Published by Else-

vier Espafa, S.L. All rights reserved.

Introduccion

El tratamiento de eleccion para pacientes con oligoaste-
nozoospermia severa es la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (intracytoplasmic sperm injection [ICSI]),
pero su alto coste limita su aplicacion en paises cuyos siste-
mas de salud no cubren este procedimiento médico. Por ello,
habitualmente estos pacientes quedan sin terapia y solo
tienen la adopcion como alternativa terapéutica. La nueva
técnica de vitrificacion permite almacenar espermatozoides
post seleccion espermatica hasta obtener una concentracion
minima de espermatozoides para realizar ciclos de insemi-
nacion intrauterina (1IU)".

La vitrificacion es un método de criopreservacion ultra
rapida que consiste en la exposicion directa de la célula en
nitrogeno liquido o a sus vapores, evitando asi la cristali-
zacién del agua intracelular? y el criodafno®*. Este método
no utiliza crioprotectores permeables, que pueden implicar
riesgo mutagénico®, y se realiza en espermatozoides obteni-
dos por métodos de seleccion espermatica, lo que garantiza
una alta motilidad, y al estar desprovistos de plasma semi-
nal disminuye el riesgo de transmision de infecciones virales
y bacterianas.

Caso clinico

Pareja con 2 procedimientos de ICSI, uno de los cuales fue
exitoso, con un hijo vivo sano. Factor femenino estudiado,
paciente de 31 anos, con ciclos ovulatorios, niveles hormo-
nales dentro de los limites normales. En el vardn, de 32 afios,
el estudio endocrino demostré una TSH de 2,5 wU/ml (rango:
0,4-4 wU/ml), tiroxina de 1,0 ng/dl (rango: 0,8-2,7 ng/dl),
PRL de 16ng/ml (rango: 1-18ng/ml), FSH de 5,7 mlU/ml
(rango: 1-12mlU/ml), insulina basal de 13 pU/ml (rango:
2-20 wU/ml) y testostenona total de 470 ng/dl (rango: 270-
1.070ng/dl). El cultivo de semen y las determinaciones

de Clamidia trachomatis y Mollicutes fueron negativos.
La ecografia testicular fue descrita sin hallazgos patoldgi-
cos y microcalcificaciones. La variacion de los parametros
espermaticos principales fue de volimenes bajos, entre
1,1 a 1,3ml, viabilidad del 80%, concentracion entre 2,4
y 4,5 x 10° espermatozoides motiles/ml, movilidad total
(PR+NP) entre el 12 y el 25%, morfologia entre el 7 y el 12%.
La determinacion de fragmentacion del ADN por técnica de
TUNEL fue de menos del 10%.

Obtencion de muestras

Las muestras de liquido seminal fueron obtenidas por
masturbacion con una abstinencia minima de 2dias. Las
muestras se mantuvieron a 37 °C en estufa de cultivo durante
30-60 min hasta su licuefaccion. Posteriormente se realizo
un espermiograma y la determinacion de la integridad del
ADN.

Integridad del ADN

La integridad del ADN se evaluo utilizando el test de TUNEL.
Esta técnica se basa en la incorporacion de nucleotidos mar-
cados en las roturas existentes en el ADN. Se empled el
protocolo del kit comercial In-situ Cell Death Detection Kit,
Fluorescein, del Laboratorio Roche.

Swim-up

Los espermatozoides fueron separados del liquido seminal
por swim-up. Para ello, se procedio a lavar la muestra dis-
poniendo alicuotas de 600 ul de semen en tubos Falcon.
A cada tubo con la muestra se anadieron 5ml de human
tubal fluid (HTF) y se centrifugaron a 400¢g durante 5min.
Para la seleccion de los espermatozoides se adicioné len-
tamente al pellet, HTF suplementado con HSA (albimina
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Figura 1  Método de vitrificacion aséptica. 1, pajuela interna
de 0,25ml, llenada con 0,01 ml de medio; 2, suspension de
espermatozoides; 3, menisco de suspension; 4, pajuela
de 0,5ml; 5, sellado con calor; 6, marca sobre la pajuela; 7,
tubo para descongelar; 8, medio de descongelacion.

sérica humana, Sigma, St Lois, EE. UU.) al 1% y se incubd
al menos 45 min a 37°C. Finalmente, se procedi6 a retirar
cuidadosamente el sobrenadante y depositarlo en un tubo
Falcon estéril.

Vitrificacion y desvitrificacion de las muestras

Vitrificacion

Los espermatozoides seleccionados por swim-up fueron
vitrificados, para lo cual, en un tubo eppendorf se
depositaron 200l de HTF con 1% HSA que contenian
aproximadamente 1-1,5millones de espermatozoides. Pos-
teriormente se adicionaron 200 wl de medio Vitrisperm® y se
dejo equilibrar la solucion durante 5min. Se vitrifican volu-
menes de 100 ul que contienen 1,5 x 10° espermatozoides
que se colocan en pajuelas de 0,25ml y cada una se intro-
duce en otra pajuela de 0,5ml que es sellada con calor
(fig. 1). Posteriormente las pajuelas se sumergen en N,L
durante 55, se guardan en la porta-pajuelas y se almacenan
en N,L para su conservacion.

Desvitrificacion

Las pajuelas se cortan en uno de sus extremos y se coloca
el contenido de hasta 3 pajuelas en un tubo Falcon que
contiene 6 ml de HTF +HSA 1% a 37°C (en bano de agua a
37°C) para su descongelacion. Luego se equilibra la solu-
cion que contiene los espermatozoides durante 5min a
37°C en estufa de cultivo, se realiza una centrifugacion
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Figura 2 Ecografia 3D con morfologia fetal normal en emba-
razo de 31 semanas de evolucion fisiologica.

a 1.800rpm durante 5min y el pellet es resuspendido en
0,5ml de HTF-HSA 1%. Las muestras post desvitrificacion
utilizadas para la IlU presentaron una concentracion de
3,0 x 10° espermatozoides/ml, motilidad mayor de 60% y
fragmentacion del ADN menor al 10%.

Estimulacion ovarica y evolucion del embarazo

Se realizé estimulacion ovarica con letrozol (Femara, Novar-
tis, Chile), 5mg durante 5dias (3-7dias del ciclo), con
posterior seguimiento ecografico. Al obtener un foliculo
de 20mm se administraron 5.000Ul de hCG (Gona-
cor, Ferring, Chile) y después de 36h se realizd la
lu.

Dieciséis dias después de la inseminacion la paciente pre-
sento una BhCG positiva, y en la quinta semana de gestacion,
mediante ecografia transvaginal, se confirmo la presencia
de un embarazo intrauterino. La evolucion de un desarro-
llo fetal normal fue confirmada y controlada por ecografia
3D (fig. 2), con el posterior nacimiento por parto cesarea
de un recién vivo de 3.849g, de sexo masculino, Apgar 9
al minuto, 10 a los 5min y un examen fisico dentro de los
limites normales.

Discusion

La vitrificacion es una forma de criopreservacion ultrarra-
pida, posible de ser utilizada en la preservacion de gametos
para reproduccion asistida. Este tipo de criopreservacion
consiste en elevar la viscosidad de los liquidos intra y
extracelulares deteniendo finalmente todos los procesos
celulares®. Una de las ventajas de la vitrificacion es evi-
tar la formacion de cristales de hielo intracitoplasmaticos,
los cuales inducen dano y pérdida de la funcion celular;
estos son el principal obstaculo que presenta la criopre-
servacion tradicional, razon por lo cual la vitrificacion
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se ha planteado como una solucion a la criopreservacion
lenta”:8.

La congelacion y descongelacion no parecen ser ino-
cuas para los espermatozoides, y transcurrido el tiempo la
movilidad de estos, al igual que la viabilidad y la integri-
dad del ADN, pueden presentar una evidente disminucion
desde el momento en que son descongelados®“. De ahi la
importancia de disminuir el tiempo de tratamiento post
descongelacion, tanto por la presencia de crioprotectores
—que también son tdxicos para la célula— como por las
multiples centrifugaciones, que incrementan la produccion
de especies reactivas de oxigeno®'0. Todas estas situacio-
nes ocurren cuando se congela semen, y consecuentemente
las muestras descongeladas deben ser tratadas para elimi-
nar el plasma seminal y los crioprotectores. En cambio,
en la vitrificacion no se utilizan crioprotectores permea-
bles y los espermatozoides son obtenidos por métodos de
seleccion espermatica, lo que garantiza una alta motili-
dad, y al estar desprovistos de plasma seminal disminuye
el riesgo de transmision de infecciones virales, Mollicutes
o bacterias. El espermatozoide libre de plasma seminal y
con funcion conservada puede ser utilizado de inmediato
tras la descongelacion para cualquier técnica de medicina
reproductiva, en volumenes pequeios (1-5ul) para fecun-
dacion in vitro convencional e ICSI”'!, o en volimenes
mayores para IIU (100 a 500 ul)®. Este nuevo método otorga
a pacientes oligoastenozoospérmicos severos una alterna-
tiva terapéutica de bajo coste, previo a las técnicas de
fecundacion in vitro, ya que permite almacenar espermato-
zoides seleccionados hasta obtener la concentracion minima
para realizar ciclos de 1IU'2. Esta concentracion minima de
3,0 x 10° espermatozoides/ml, pero con movilidad y funcién
altamente conservadas, nos ha posibilitado lograr emba-
razos viables y que llegaron a término con recién nacidos
sanos'. Esto a su vez permitird que futuros estudios eva-
lten la concentracion minima para lograr el embarazo en
muestras vitrificadas, especialmente en semen de donante,
ya que podrian incrementar el nimero de pajuelas obteni-
das por donante de semen, lo que, junto con la rapidez y
la simplicidad de esta metodologia, puede hacer disminuir
ostensiblemente su coste, permitiendo a un mayor nimero
de parejas la posibilidad de acceder a estos procedimien-
tos, especialmente en paises que no cuentan con cobertura
economica de salud para realizar tratamientos de medicina
reproductiva.
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