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RESUMEN: El incremento del nimero de pacientes que desean mantener su fertilidad, ya sea por motivos oncoldgicos o de fertilidad,
como son los pacientes con enfermedades infecciosas virales trasmitidas por via sexual, o que se someten en forme\estertbzecan
quirudrgica, requieren de métodos de congelacién que preserven en forma adecuada la funcién de los espermatozoidesl|aariekanézgdh,
la utilizacién de técnicas de congelacion ultrarrapida ha permitido preservar en forma exitosa ovocitos, embriones sidejifst@wétodo
se ha incorporado recientemente para preservar el gameto masculino. El presente estudio evalla el efecto de la coagelpiman ultr
(vitrificacién) sobre la funciéon espermatica de 10 donantes normozoospérmicos. Los espermatozoides se seleccionaron potaSwim-up
solucion espermatica se dividié en dos subfracciones. Una fraccion se vitrificd sumergiéndola directamente en nitrégementgasdgue
la segunda se utilizé como control. En ambas fracciones se determinaron viabilidad, movilidad, potencial de membranahgidddit)lri
integridad del ADN, reaccién de acrosoma espontanea e inducida, y superdxido intracgelll&e(Gbservo que la vitrificacion preserva una
adecuada funcién celular en un alto nimero de espermatozoides, siendo ademas un método simple, rapido y de menommosexgsitgue
equipo de congelacion. No obstante, existe una significativa activacion de la produccion de especies reactivas de wdgeara guena
prematura capacitacion espermatica, evento que es necesario de modular, especialmente si se utilizan estas célulde arséfnmaasin
intrauterina. Futuros estudios con adicién de antioxidantes a los medios de congelacion parecen necesarios para ofgtimizar esta

PALABRAS CLAVE: Espermatozoides humanos; Criopreservacién; Congelacion ultra rapida; Funcion espermatica; Especies
reactivas de oxigeno.

INTRODUCCION

Constantemente se modifican los procedimientos deexposicion directa de la célula a nitrégeno liquido o a sus
congelamiento a fin de obtener mejores resultados en i@pores, evitando asi la cristalizacion del agua intracelular.
indicadores de funcionalidad espermaética, para lograr de édtao de los principios en que se basa este método es el en-
forma mayores porcentajes de embarazos (Stomtedli, friamiento ultrarapido de las células inmersas en una solu-
2005). Las causas mas frecuentes de pérdida de la fundi@n que lleva incorporado crioprotectores no permeables
celular producidas por congelamiento, son alteraciones ele alta concentracion. La mezcla al ser enfriada no cristali-
la membrana plasmatica, dafio mitocondrial, deterioro ena, sino que se torna viscosa y pasa de liquido a un estado
integridad del ADN y aumento en la produccién de las esélido (Fahyet al, 1984).
pecies reactivas de oxigeno (ROS), todas con un efecto ne-
gativo sobre los indicadores esenciales para la fecundacion  Los primeros ensayos de vitrificacion realizados en
(Desrosierset al; 2006; Ngmwuttiwong & Kunathikom, espermatozoides no resultaron exitosos debido a la poca to-
2007; Yildizet al., 2007). lerancia de estos a las altas concentraciones de crioprotector

(Isachenkoeet al,, 2003). Posteriormente, se ha logrado

Recientemente, se ha descrito un método datrificar espermatozoides mediante aplicacion directa de la

criopreservacion ultra rapida (vitrificacion) que consiste egplucion espermatica dentro de nitrogeno liquido (directly
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plunging), con crioprotectores no permeables utilizados 80 uL de suspensién espermatica y fueron agregadas direc-
bajas concentraciones o sin la presencia de ellos (Isachetdmente en nitrégeno liquido formandose esferas sélidas.
et al.,2004a; 2004b; 2008). Este método ha hecho posililas esferas congeladas fueron depositadas en criotubos ro-
obtener porcentajes de viabilidad y movilidad aceptabldsjados y almacenadas por al menos 24 horas a — 196°C.
como también bajos porcentajes de fragmentacion de ADN,

lo que podria posibilitar el uso de estos espermatozoides@gsvitrificacion. En tubos Falcon conteniendo 5 ml de
técnicas de reproduccién asistida. No obstante, persisteHiRF-BSA 1% a 37°C, se depositaron de a una las esferas
porcentaje cercano al 40% de células con dafio a la mafe-material congelado, agitando con vortex el tubo cada vez
brana plasmatica que posiblemente este asociado al incrae una esfera era depositada dentro de éste. Se
mento de las especies reactivas de oxigeno que se prodigsvitrificaron no mas de 5 esferas por tubo para evitar el
posterior a la descongelacion. El objetivo de este trabajoadriamiento del medio. Luego se equilibré la solucion con-
evaluar los efectos de la congelacién ultra rapida sobretémiendo los espermatozoides por 5 minutos a 37°C en estu-
funcion espermatica y su potencial efecto en el incremerftode cultivo y se centrifugd por 5 min a 1800 rpm. El pellet
de radicales libres derivados del oxigeno. fue resuspendido en 0,2 ml de HTF-BSA 1%.

Evaluacion de la funcionalidad espermaticakn las frac-
MATERIALY METODO ciones vitrificadas y sin vitrificar se evalu6 recuento
espermatico, viabilidad, movilidad, potencial de membra-
na mitocondrial $YMMit), reaccién de acrosoma, integri-
Obtencion demuestras Se emplearon 10 muestras de liquidad de ADN y determinacion de superoxidg.{®
do seminal obtenidas porasturbacion de donantes norma-
les, con abstinencia minima de 2 dias. Las muestras se méabilidad . En un portaobjetos se dispusoplOde la sus-
tuvieron a 37 °C en estufa de cultivo durante 30-60 minpension espermatica. Sobre ésta se adicionarqi Iie
tos hasta su licuefaccion. Posteriormente, se realizé WHosina 5%. Se cubrié con cubreobjeto de 18x18mm vy se
espermiograma y a aquellas muestras consideradas noraieservé al microscopio 6ptico Zeiss. Se contaron al menos
les segun la OMS (WHO, 2010) fueron utilizadas para 200 espermatozoides y se consideraron vivos a los
protocolo de evaluacién de la funcién espermatica. espermatozoides no tefiidos por el colorante.

Swim-up. Los espermatozoides fueron separados del Novilidad . Se depositaron 1L de suspension espermatica
quido seminal por swim- up. Para ello, se procedio a lavesbre un portaobjetos, se cubrié con un portaobjeto de 18x18
la muestra disponiendo alicuotas de @iD@e semen en mm y se procedid a contar la movilidad progresiva.
tubos Falcon. A cada tolzon la muestra se afiadieron 5 ml
de Human Tubal Fluid (HTF) (Quinet al, 1985) y se Potencial de Membrana Mitocondrial Se evalué el
centrifugaron a 400 g por 5 min. Para la seleccién de [#8vIMit utilizando el reactivo catiénico (55'66’-tetrachloro-
espermatozoides, se adicioné lentamente al pellet, HTF 44:33'-tetraethyl-benzamidazolocarbocyanin iodide) presen-
plementado con HSA (Albumina Sérica Humana) al 1%tg en el kit KI-162 Reactivo JC-1 Mit-E- Y TM liofilizado
se incubd al menos 45 minutos a°87 Finalmente, se pro- (Kit Biomol). Brevemente, en un tubo Eppendorf se dispu-
cedi6 a retirar cuidadosamente el sobrenadante depositgieron 30QuL de HTF con aproximadamente 1,2 millones
dolo en un tubo Falcon estéril. de espermatozoides, se adiciopd Hie reactivo JC-1,y se
incub6 en oscuridad a 37°C por 15 min. Posteriormente se
Vitrificacion y desvitrificacion de las muestras La sus- centrifugé a 400g por 10 min, se retiré el sobrenadante y el
pensién espermatica con los espermatozoides selecciopelet se resuspendié en 100 de HTF. Se observaron 10
dos fue dividida en dos fracciones, una de ellas fue someti- en microscopio de epifluorescencia (Zeiss, Axiolab). Se
da a vitrificacién, mientras que la segunda permanecié siantabilizaron al menos 200 células.
vitrificar (control).
Reaccién de acrosomdPara tefiir los espermatozoides que
Vitrificacién . Una fraccién de los espermatozoides selepresentaron reaccion de acrosoma, se utilizé la lectina Pisum
cionados por swim- up fue vitrificada, para lo cual, en usativum, marcada con isotiocianato de fluoresceina (PSA-
tubo Eppendorf se depositaron §20de HTF con 1% HSA FITC). Ademas se utilizé ioduro de propidio para diferen-
conteniendo aproximadamente 8k&6permatozoides/mL. ciar los espermatozoides muertos. Brevemente, pl3de
Posteriormente se adicionaron §0sucrosa 0.5 M en HTF suspensidn espermatica, conteniendo 2 millones de
y se dej6 equilibrar la solucién durante 5 min, con una coaspermatozoides, se adicionanyl®le PSA-FITC mas 5
centracion final de sucrosa 0.25 M. Se tomaron alicuotasyde de ioduro de propidio. Se dej6é incubando durante 15
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minutos a 37°C y se evaluaron 10.000 células en el citbmetealizé una contra-tincidon con yoduro de propidjd I/ml

de flujo FACSCalibur, Becton Dikinson. en PBS. Las placas fueron evaluadas en microscopio de
epifluorescencia (Zeiss, Axiolab). Se evaluaron al menos

Induccion de la reaccion de acrosomala reaccion de 200 células.

acrosoma se indujo con ionéforo de calcio. A 300de

suspension espermatica conteniendo aproximadameteterminacion de ion superoxido (Q-). Para medir O-

2x1C espermatozoides/ml, se adicionarqrL5le ionéforo  se utilizo la técnica propuesta por De Iuditsal. (2006). Se

de calcio 10 mM. La suspension se incubé durante 15 micentrifugd una solucion espermatica conteniendo 2x10

37°C y se procedié a la tincion PSA-FITC. Se evaluar@spermatozoides/mL, se extrajo el sobrenadante, y el pellet

10.000 células en el citometro de flujo FACSCalibur, Bectose resuspendié en 200 de dihydroethidium (DHE) gM

Dikinson. y 200uL de SYTOX green 0.06M. Para observar la pre-
sencia de Q- intracelular, se evaluaron 10.000 eventos en

Integridad del ADN. La integridad del ADN se evalu6 uti- un citdémetro de Flujo FACSCalibur, Becton Dikinson.

lizando el test de TUNEL. Esta técnica se basa en la incor-

poracion de nucledtidos marcados en las roturas existerdgglisis estadistico Los resultados fueron analizados me-

en el ADN. Se empleé el protocolo del kit comercial «Indiante software estadistico XLStat-Pro 7.5. A los datos ob-

situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein» (Roche). Breeenidos se aplico la Prueba no paramétrica de Wilcoxon para

vemente, en un tubo Eppendorf se depositaronuB0@e la evaluacién de muestras pareadas. En todos los casos un

solucién espermatica y 1mL de buffer fosfato salino (PBS)alor de p<0,05 fue considerado estadisticamente significa-

La mezcla se centrifugé a 400 g por 10 min y se retiré &lo.

sobrenadante. El pellet fue resuspendido en 1 mL de

formaldehido 37% e incubado por 1 hora a temperatura

ambiente. Luego se centrifugd a 400 g por 10 miny el pelRESULTADOS

se resuspendié en Bl de sobrenadante. Se deposité 10 —

20 uL de la soluciéon en un portaobjeto el cual se sec6 en

platina temperada a 37°C. Una vez seco el frotis, fi@aracteristicas del liquido seminalLa edad de los donan-

hidratado con PBS tres veces y permeabilizados ctes fue entre 24 y 43 afios. A las muestras se les realizd un

TRITON 0.1% en citrato de sodio 0,1% a 4°C e incubadespermiograma antes de someterlas a swim-up, siendo selec-

en presencia de los nucleétidos marcados y de la enzio@nadas solo aquellas que presentaron espermiogramas nor-

terminal deoxinucleotidil transferasa. Posteriormente, seales. Las caracteristicas del semen nativo y datos promedio

de éstet la desviacion estandar se observan

B Antes de vitrificacién en la Tabla I.
100 B Después de vitrificacion  V/iabilidad y movilidad. Después de selec-
A * cionar los espermatozoides por swim-up, se
%1 AL obtuvo viabilidad de 95,8% 1,6%, la cual
~ & sﬁ disminuy6 luego de ser sometida a
2 - fﬁ g vitrificacion la muestra a 55,6% 5,6% de
0 9% espermatozoides vivos (p<0,05). La movili-
- 60 55 § dad progresiva fue de 94,3%3,6% en
§ 50 | 5‘5 g espermatozoides seleccionados, luego de la
5 0 59 i vitrificacion el porcentaje de células con mo-
E iﬂig : vimiento progresivo fue de 54,4%7,6%
g 30 g g . (p<0,05) (Fig. 1).
- 5%
2 ?g}:;:i Potencial de membrana mitocondrial El
10 gﬁlgiii 91%=+ 4,5% de los espermatozoides post se-
0 : Y leccion espermatica present6 conservacion del
Viabili Integridad  ROS WMMit, el cual disminuyé en aquellos
Mitocond. ADN espermatozoides sometidos a vitrificacion

Fig. 1. Indicadores de funcionalidad en espermatozoides seleccionados antes %@és%i 6,6%) (p<0,05). (Fig. 1).
pués de ser vitrificados. Se observan graficados los prorediesviacion estandar.
(*) Significancia (p< 0.05).
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Tabla I. Caracteristicas del espemiograma de los donantes.

Superéxido intracelular. Posterior a su descongelacién un

Caracteristica Evaluad6n 17,6%= 4,9% de los espermatozoides vitrificados presen-

V olumen (ml) 32+1,3 taron un incremento de células con tincion positiva para

Licuefaccion Normal 02.—,t.evid§ncia_ndo una mayor pr_o,duclci?(;)irg;go/esgecies
. reactivas de oxigeno en comparacion a 23% de

V|ab.|l.|dad _ 809+ 20,3 aquellos que no fueron vitrificados (p<0,05) (Fig. 1). Los

Movilidad progresva 50,4+10,8 histogramas para la tincién de.dntracelular en muestras

Recuento (Mill/ml) 1253+ 57,3 sin vitrificar y vitrificadas, se observan en la Fig. 3.

Células. Redondas (Mill/l) 25+25

Viscos dad Normal-Aumentada

Aspecto Homogéneo A

Color Amarillo grisaceo

pH 84+0,4

Los valores numéricos se expresan como porcentajes promedasvia-
cion estandar.

Integridad de ADN. Los resultados muestran que el 96%

+ 3,4% de logspermatozoides sin vitrificar presentaron
ADN integro, porcentaje que exhibi6é una leve disminucion
en aquellas células sometidas a vitrificacion (87%90%)

no obstante esta disminucién demostré ser estadisticamente
significativa (p<0,05) (Fig. 1).

Reaccion de Acrosomaln 2,6%t 2,1% de espermatozoides

vivos presentd una espontanea reaccion de acrosoma antes de

la vitrificacién, cifra que aumenta levemente después de ser . . y )

vitrificados a un 3,8%, aunque este incremento fugd: 3- HistogramaA: una pequeda poblacion de espermatozoides
e S . L. produce Q-, (indicados por la flecha), antes de ser vitrificados.

?Sta}dlsucameme, S'gn'flcatlvo (p<0,05). La induccion COI[]istograma B: aumento de los espermatozoides generadores de

ionoforo de calcio provocé que el 26,7249,2% de 10S  ggte radical después de la vitrificacion

espermatozoides no vitrificados experimentara reaccion de

acrosoma, mientras que sélo el 13,4%,1% de éstos reac- DISCUSION

cionaron después de la vitrificacion (p<0,0Big. 2).

50 -
45 - La vitrificacién es una forma de congelacién ultra
40 N rdpida, posible de ser utilizada en la preservacion de
gametos. Este tipo de criopreservacion, consiste en elevar
357 la viscosidad de los liquidos intra y extracelulares para obs-
30 1 taculizar la difusién, deteniendo finalmente todos los pro-
25 1 cesos celulares (Isachengbal, 2003).
20 ) . . g .-, .
15 - Una de las ventajas de la vitrificacidn, es evitar la
formacion de cristales de hielo intracitoplasmaticos, los cua-
= a i les inducen dafio y pérdida de la funcién celular, éstos son
57 ]_T_ﬁ el principal obstaculo que presenta la criopreservacion tra-
0 . - dicional, razén por lo cual, la vitrificacion se ha planteado
Vivos Muertos Vivos reacc. ¢/ .. - ..
X ! - como una solucion a la criopreservacion lenta.
reaccionados reaccionados ionoforo

Fig. 2. Porcentajes de espermatozoides humanos que experimen-  Entre las caracteristicas que hacen mas atractiva la
taron reaccion de acrosoma espontanea e inducidos con ionbiggificacion frente a la criopreservacion tradicional, se en-

de calcio antes y después de ser sometidos a vitrificacion. Se @antran la rapidez con la que puede ser realizada, la facili-
servan graficados los promedipsdesviacion estandar. dad de su procedimiento y el no necesitar de instrumental
(*) Significancia (p< 0.05).
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sofisticado para su ejecucion, lo cual disminuye su costo, El potencial de membrana mitocondrial disminuy6
elementos importantes al momento de determinar los cest un bajo porcentaje de espermatozoides vitrificados, he-
tos para la conservacion celular. cho que resulta interesante, puesto que otro de los proble-
mas que presenta la criopreservacion lenta es la severa dis-
En el presente estudio se utilizaron una serie de pruainucién de este indicador &s espermatozoides descon-
bas de funcionalidad espermatica para observar el efectaeéados (O’'Connedt al; Schulzet al). Por la trascendencia
la vitrificacién en espermatozoides de pacientes normque adquiere la funcién mitocondrial en el espermatozoide,
Zoospérmicos, aqui la viabilidad de los espermatozoid@sevaluacion de ésta se ha asociado a varias funciones
sometidos a swim-up fue superior a la observada en el ligaspermaticas, como motilidad o estado de la cadena respira-
do seminal, lo que advierte sobre la conveniencia de seléria, la que involucraria indirectamente la produccién de ROS
cionar los espermatozoides antes de ser sometidos iacluso el metabolismo general de la célula. Al respecto se
criopreservaciéon. Minimizando asi, el riesgo de contaminaa encontrado que al correlacionar potencial mitocondrial con
cion por microorganismos presentes en el plasma seminavilidad o fertilidad se encuentra en ambos casos una ele-
(Mazzilli et al, 2006) vada correlacion (Marchettk al, 2004).

Los porcentajes de viabilidad obtenidos en este estu-  Una forma de detectar la capacidad de fecundacion
dio estan en concordancia al ser comparados con otros ttal espermatozoide, es revelando el estado en que se en-
bajos donde se ha aplicado un protocolo similar dmientra el acrosoma, elial idealmente debera encontrarse
vitrificacion (Isachenket al, 2008). Sin embargo, cuandointacta. Después de la vitrificacion hubo un leve aumento del
se aplican protocolos de criopreservacion lenta, principgdercentaje de espermatozoides vivos que presentaron reac-
mente utilizando vapores de nitrégeno liquido, los porcenidn de acrosoma espontanea. Este proceso que es altamente
tajes de viabilidad obtenidos son mucho menor a los logisensible a los cambios de temperatura (Sanchez & Schill,
dos en este trabajo (Keetl al, 1987; Rossatet al, 2000; 1991; Ortloffet al, 2006), en el proceso de criopreservacion
Estevest al.,1998; Esteveet al.,2000; O’Connelet al, lenta se ha descrito un alto porcentaje de criocapacitacion y
2002; Schulzt al, 2007). reaccion acrosomal espontanea de los espermatozoides

(McLaughlinet al, 1992; Estevest al.,1998; Estevest al,

Al respecto, la mortalidad espermatica producida000; Estevest al, 2007; Schulet al).
durante la criopreservacion lenta podria estar originado por
el efecto de los crioprotectores, estrés celular y estrés  La reaccidon acrosomal es un proceso especializado
osmatico (Stornellet al). Todos estos elementos afectariague implica la fusion de la membrana citoplasmatica con la
severamente el volumen celular, al exponer los espernmembrana acrosomal externa en la zona apical de la cabeza
tozoides a ciclos de congelamiento y descongelamiento. Lael espermatozoide, este ocurre entre membranas intactas y
crioprotectores permeables en altas concentraciones tamimén funcién conservada. Al comparar los promedios de
se utilizaron para vitrificar espermatozoides. El problemasspermatozoides reaccionados cony sin ionéforo, se obser-
de estos solventes, radica en que la mayoria tienen cargague el porcentaje de reaccionados es menor después de
ter toxico, produciendo dafio osmatico a las célula, detle-vitrificacion, lo cual también podria relacionarse al dete-
rioro que se agudiza, considerando las caracteristicas detaro de la membrana plasmatica por efecto de la
mafio y escaso citoplasma con el que cuentan legrificacion, esto afectaria la depolarizaciéon de la membra-
espermatozoides (Isachenébal, 20044, b). El protocolo na, teniendo como consecuencia el mal funcionamiento de
de vitrificacién aqui utilizado, no considera crioprotectoresanales regulados por voltaje, entre los que se encuentran
permeables, sino uno impermeable en bajas concentradas canales de calcio, alterando asi el normal flujo del i6n
nes (sucrosa), el que resulta mas inocuo y disminuye el ddiazia las células, elemento esencial para la reaccion de
celular al momento de la criopreservacion. acrosoma (James al, 1999; Rossatet al). Este proceso

puede estar asociado al incremento de ROS generados du-

Ademas de la viabilidad, la motilidad es otro de losante la descongelacion (Agarvedlal., 2008).
indicadores que se ve severamente afectado cuando se apli-
can algunos protocolos de criopreservacion, de ésta depen- Las ROS comprenden una serie de compuestos qui-
de la capacidad del espermatozoide para una fecundaaidinos altamente reactivos, que tienen un electron desapareado
exitosa. En el presente trabajo se observo gran cantidadalgue los hace muy inestables. Entre ellos se destacan el anién
espermatozoides vivos con movimiento progresivo despugigeroxido (Q-), radical peroxido (ROO), anion hidroxilo
de ser vitrificados. Valores que experimentan un notabl®H) y una especie no radical, el peréxido de hidrégeno,jH
descenso cuando se han utilizado otros tipos @atre otros. El incremento de ROS ha sido asociado a dismi-
criopreservacion (Estevet al, 2000; Schulet al). nucion de la funcién espermatica, espnente pérdida de
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la fluidez de membrana, que disminuye la capacidad de ffectos mutagénicos (Isacherdtal, 2004). Este porcen-
sion al ovocito, como asimismo el incremento de la fragmetaje de fragmentacion del ADN es similar a los que produce
tacion del ADN que conlleva a fallas en el desarrollo enta congelacién lenta (Isachen&bal, 20044, b), y en gene-
brionario (Agarwal, 2004; Agarwal & Said, 2005). ral son bajos respecto al valor de 20% que se ha establecido
como indicador de un dafio patoldgico al ADN en el hom-
Los resultados de este estudio no muestran un dure (Agarwal & Said, 2005).
mento considerable de,©en los espermatozoides poste-
rior al swin-up, aun al mantenerlos un par de horas a tem-  La vitrificacién como técnica de criopreservacion de
peratura ambiente antes de someterlos a congelacién. DeEspermatozoides presenta varias ventajas con respecto a la
pués de ser vitrificados solo el 17.6% de ellos sufrié aumersngelacion lenta o tradicional, entre estas se encuentran
to de éste radical, lo cual podria estar relacionado a la buagaiellas relacionadas con indicadores de funcionalidad
calidad y funcionamiento de los mecanismos antioxidanéspermatica, pues como se ha constatado en el presente tra-
que portan los espermatozoides de los individuos sanbajo, indicadores como viabilidad, movilidad, integridad del
donde la carga enzimatica al parecer no se veria afectatkterial genético, potencial mitocondrial e integridad del
después de haber sido sometida a bajas temperaturasadesoma presentaron resultados mucho mas favorables a
probable, que la albimina en el medio de cultivo, tambidos descritos en la criopreservacion tradicional. A esto se
haya ejercido un efecto protector (Twigg al, 1998; debe agregar otros factores que lo hacen mas conveniente
Agarwalet al, 2004). ya que, el sumergir a las células directamente en nitrégeno
liqguido es mucho mas rapido, de menor costo y un procedi-
En otro aspecto, el porcentaje de células que sufri@iento relativamente facil de realizar. No obstante, es nece-
ron fragmentacion del ADN fue solo el 9 % de losario seguir perfeccionando este tipo protocolo para dismi-
espermatozoides postvitrificados, lo que estaria indicandair el dafio espermatico, posiblemente con el uso de
que este tipo de criopreservacion al parecer no dafariaaetoxidantes para modular el incremento de ROS que se
veramente el material genético, hecho favorable, considgneran en el proceso de congelacion, y asi lograr una cé-
rando que a este componente se le han atribuido dismitula con indicadores similares a aquellos presentados por
cion de la capacidad de fecundacion y en algunos casspermatozoides sin vitrificar.

BERRIOS, S. O. & SANCHEZ, G. R.Ultra rapid freezing in human spermatozoa: Effect on sperm function and reactive oxygen
species productionnt. J. Morphol., 29(3)899-906, 2011.

SUMMARY: The number of patients who wish to maintain their fertility is ever increasing. This group of patients includes cancer
patients, those with fertility problems or viral infectious diseases acquired through sexual contact and others subroittimigrio v
surgical sterilization; all of the above requiring freezing methods to adequately preserve sperm function. In the fibidlobgrifee use
of ultra-rapid freezing techniques has successfully preserved oocytes, embryos and ovarian tissue. This method has iacerntiyrate=
in preserving male gametes. This study evaluates the effect of ultra-rapid freezing (vitrification) on sperm functiomaiZdbepermic
donors. The sperm were selected by swim-up technique and the solution divided into two fractions. One fraction is \dipfiatgby
directly into liquid nitrogen and the second fraction is used as control. In both fractions, viability, motility, mitochoresniatane
potential ’MMit) DNA integrity, spontaneous and induced acrosome reaction and intracellular supergx)de€i@ determined. It was
noted that vitrification preserves cell function in a great number of spermatozoon, and is also simple, rapid and cesiefifiestivethod
does not require freezing equipment. There is however, significant activation of the production of reactive oxygen spadiesdsvta
premature sperm capacitation, an event necessary to modulate particularly when using these cells in intrauterine ineehmitptémn t
Future studies with addition of antioxidants to freezing media are necessary to further improve this technique.

KEY WORDS: Human spermatozoa; Cryopreservation; Ultra rapid freezing; Sperm function; Reactive oxygen species.
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