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RESUMEN

Es sabido que el ADN espermatico compone la mitad de la carga genética embrionaria. La
fragmentacion de ese ADN es la principal causa molecular de la infertilidad masculina. Pese a
que, en las ultimas dos décadas se ha profundizado el estudio de este factor, se contintan
utilizando técnicas rutinarias en el laboratorio de andrologia que poco amparan la integridad

gendmica para el tratamiento de muestras de semen.

Las técnicas de separacién y seleccién espermatica mas empleadas para realizar tratamientos
de fecundacion asistida son el swim-up y el gradiente de densidad. Las mismas discriminan los
espermatozoides segun su movilidad y morfologia ademas de separarlos de los componentes
del plasma seminal que pueden causarles estrés oxidativo y asi dafar la integridad gendmica,
de modo que, el nivel de fragmentacién del ADN espermatico post procesamiento se reduce a
un umbral aceptable para su utilizacién. Sin embargo, las etapas de centrifugaciéon pueden
inducir la fragmentacion del ADN espermatico, alterando dichos parametros seminales. Por
ello, los pacientes diagnosticados con aumento de la fragmentacion del ADN espermatico
deben recurrir a métodos naturales o técnicas de seleccion diferentes para reducirlo como los
dispositivos microfluidicos disefiados para seleccionar espermatozoides altamente moéviles,

morfolégicamente normales y con mayor integridad del ADN.

Debido a que se trata de técnicas con distinto enfoque, en la presente tesis se comparé el
grado de fragmentacién del ADN espermatico y demas parametros seminales obtenidos al
procesar muestras mediante swim-up, gradiente de densidad y un dispositivo microfluidico. La
eficacia de cada metodologia se vio reflejada en los resultados de los experimentos, siendo el
dispositivo microfluidico el que alcanza reducir la fragmentacién del ADN espermatico a niveles

cercanos a 0%.

Los resultados obtenidos en el trabajo sustentan las evidencias de trabajos previos y son
relevantes para la comunidad cientifica y clinica dado su aplicacion a las técnicas de
reproduccion asistida tanto de baja como de alta complejidad. Dichos resultados otorgan
consistencia al proceso de validacion del dispositivo microfluidico como instrumento global para

ser aplicable en la practica habitual de trabajo.

PALABRAS CLAVES

Fragmentacion del ADN espermatico, estrés oxidativo, seleccion espermatica, swim-up,

gradiente de densidad, dispositivo microfluidico.



ABSTRACT

It's known that sperm DNA makes up half of the embryonic genetic makeup. The fragmentation
of that DNA is the main molecular cause of male infertility. Despite the fact that in the last two
decades the study of this factor has been deepened, routine techniques continue to be used in
the andrology laboratory that don't protect genomic integrity for the treatment of semen
samples.

Swim-up and density gradient are the most frequent techniques of sperm separation and
selection used for assisted fertilization treatments. These techniques discriminate sperm
according to their mobility and morphology in addition to separating them from seminal plasma
components that can cause oxidative stress and thus damage genomic integrity, in addition,
post-processing sperm DNA fragmentation level is reduced to an acceptable threshold for their
use. However, the centrifugation steps can cause sperm DNA fragmentation, altering these
seminal parameters. Therefore, patients diagnosed with increased sperm DNA fragmentation

must resort to natural methods or different selection techniques to reduce it.

Among the new techniques, microfluidic devices are designed to select highly mobile sperm,
morphologically normal and with higher DNA integrity. Because swim-up, density gradient and a
microfluidic device have different approaches, it was compared the degree of sperm DNA
fragmentation and other seminal parameters in samples processed with each one of them. The
effectiveness of each methodology was reflected in the experiments results, being the
microfluidic device the one that manages to reduce the DNA sperm fragmentation to levels
close to 0%.

The results obtained in this work support the evidence from previous works and are relevant for
the scientific and clinical community by their application to low and high complexity assisted
reproduction techniques. These results provide consistency to the validation process of the

microfluidic device as a global instrument to be applicable in usual work practice.

KEY WORDS
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la infertilidad como “una enfermedad del
sistema reproductivo determinada por la imposibilidad de lograr un embarazo luego de al
menos 12 meses de coitos regulares no protegidos” (OMS, 2010). No obstante, la infertilidad es

una condicion tratable dentro del area de la salud reproductiva.

Actualmente, segun las Ultimas estadisticas de la OMS, se estima que alrededor de 50-80
millones de personas en todo el mundo padecen esta condicién y las causas masculinas son
responsables de aproximadamente el 20-30% de todos los casos (Babakhanzadeh et al.,
2020). Por lo tanto, evaluar la infertilidad masculina es no so6lo necesario, sino también de gran
importancia para guiar a las parejas sobre sus opciones de tratamiento y aumentar las
posibilidades de lograr un embarazo. En términos clinicos, la infertilidad masculina es definida
por dicho Organismo como cualquier trastorno del aparato reproductivo masculino
caracterizado por disfuncion de la emision de semen o ausencia anormal de nivel mensurable
de espermatozoides en el semen. En otras palabras, ocurre cuando hay una disminucién en la

cantidad y calidad de los espermatozoides.

Una de las etapas que influye fuertemente en la fertilidad masculina es la espermatogénesis,
proceso mediante el cual se forman los espermatozoides. Este proceso inicia en la
adolescencia y perdura durante toda la vida del hombre. Se lleva a cabo en los tubulos
seminiferos de las gonadas y tiene una duracion aproximada de entre 62 a 75 dias (Carlson,
2019, p.479). Una minima desviacién de su curso natural puede provocar infertilidad en el
hombre (Agarwal et al., 2021). La especialidad médica que se aboca al estudio y tratamiento de
la infertiidad y de las disfunciones sexuales en el varén es la andrologia, mediante la
realizacion de un andlisis de semen: el espermograma (Zambrano Serrano y Carvajal Obando,
2020). Si dicho andlisis presenta parametros seminales alterados se asocia con poca eficiencia

para fecundar los ovocitos.
ANALISIS DEL SEMEN - EL ESPERMOGRAMA

El andlisis de semen sirve como un marcador de referencia de la fecundidad masculina con
datos sobre la cantidad y calidad de los espermatozoides (Bieniek et al., 2016). Por ello, dicho
analisis es y sera el factor mas importante en la exploracion inicial del potencial de fertilidad
masculina. Los parametros mas importantes del espermograma son la concentracién, movilidad
y morfologia espermatica. Ademas, otro parametro analizado con menor frecuencia en los
laboratorios de andrologia es la fragmentacién del ADN espermatico. En afios recientes ha

cobrado importancia el estudio de este ultimo factor, debido a la correlacién con los problemas



de fertilidad recientemente descriptos (Esteves et al., 2021). Cuando alguno de los parametros
de la muestra de semen se encuentra alterado, se considera que el problema de fertilidad de la

pareja es por un factor masculino.

EL FACTOR MASCULINO

Desde el punto de vista clinico se habla de factor masculino cuando se determina que la causa
de infertilidad esta originada en el varén, luego de llevarse a cabo su evaluacion clinica. Este

factor es multicausal y su determinacion incluye la realizacion de un analisis de semen (Fig. 1).

Es frecuente encontrar en el hombre defectos en la espermatogénesis asociados a alteraciones
genéticas y/o metabdlicas. Las alteraciones genéticas son de dificil tratamiento, mientras que,
las alteraciones metabdlicas muchas veces pueden ser tratadas con medicamentos (Casarini et
al., 2020). Estos defectos se encuentran presentes en la mayoria de los hombres en los que se
diagnostica algun factor masculino que puede incluir una baja concentracién espermatica u
oligozoospermia, una pobre movilidad de sus espermatozoides o astenozoospermia y/o un

aumento de la morfologia anormal de los mismos o teratozoospermia (Softness et al., 2020).

La exposicion a factores medioambientales y habitos de consumo pueden impactar
negativamente en la fertilidad masculina, lo cual suele ser comun en hombres diagnosticados
con infertilidad de causa desconocida habitualmente denominada infertilidad idiopatica (Gallo et
al., 2020; Kaminski et al., 2020). También, se postula que hay modificaciones epigenéticas que
ocurren durante el desarrollo de la célula germinal que juegan un rol en la expresion génica, la
meiosis, la integridad del genoma y el “imprinting” gendmico que pueden derivar en
alteraciones de la calidad seminal (Cescon et al., 2020). Por otra parte, se ha demostrado que
el estrés oxidativo produce alteraciones en los parametros seminales (Aitken, 2020; Chianese y
Pierantoni, 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chianese+R&cauthor_id=33440836
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pierantoni+R&cauthor_id=33440836
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Fig. 1. Causas que afectan el factor masculino (Babakhanzadeh et al., 2020).

Muchas causas, tanto intrinsecas como extrinsecas, impactan en la integridad del ADN
espermatico llegando a provocar estrés oxidativo y apoptosis (Marzano et al., 2019). Inclusive,
actualmente se considera a la fragmentacion del ADN espermatico como la principal causa

molecular de infertilidad masculina (Esteves et al., 2021).

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

Como se dijo anteriormente, en afos recientes diferentes grupos de investigacién han
encontrado un correlato entre el dafio del ADN espermatico y problemas de fertilidad en el
varén. Este dafo lo experimentan las células germinales durante la espermatogénesis tardia
debido a una disfuncion del sistema de reparacion del ADN. Se ha demostrado que la
fragmentacion del ADN puede ocurrir tanto en una como en las dos cadenas del ADN (Agarwal
et al., 2019).

La fragmentacion del ADN produce un dafo subletal en el espermatozoide permitiendo que
este mantenga su funcionalidad, inclusive su capacidad de fecundar el ovocito, pero
provocando un efecto no deseado en las etapas posteriores a la fecundacion (Qiu et al., 2020).

Este efecto tardio se hara evidente a lo largo del desarrollo del embrion preimplantacional,



principalmente, al observar una mala calidad embrionaria, como también mas adelante, al
provocar fallas de implantacion, una pérdida temprana del embarazo entre las semanas 7 y 10

de gestacion y defectos congénitos en la descendencia (Cissen et al., 2026).

Debido a que el espermatozoide aporta el 50% de la carga genética del embrion, ha cobrado
importancia el estudio de la fragmentacion del ADN espermatico como enfoque para abordar
los problemas de fertilidad, que en muchos casos imposibilita tanto la concepciéon natural como
la asistida. Pese a ello, no existe un consenso para fijar un valor de corte que determine el
umbral de fragmentacién del ADN espermatico para considerarse un semen afectado por ella.
Algunos autores consideran que un valor del 20% seria el valor de corte (Agarwal et al., 2016;
Van Montfoor et al., 2004; Zini et al., 2008) mientras que otros consideran dicho umbral en 30%
(Colaco y Sakkas, 2018). Estos valores de corte dependen de la técnica aplicada para el

estudio de la fragmentacion del ADN espermatico (Sakkas y Alvarez, 2010).

CAUSAS DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

La fragmentacion del ADN espermatico, tal y como indica su nombre, se refiere a roturas o
lesiones en el material genético del espermatozoide (Agarwal et al., 2020). El daio es originado
durante la produccién, la maduracién o el transporte de los espermatozoides a través del tracto

genital masculino (Agarwal et al., 2019).

Las causas que provocan la fragmentacion pueden ser clasificadas en dos grupos: intrinsecas
y extrinsecas. La principal causa intrinseca es la falla en el mecanismo de seleccion
espermatica durante la espermatogénesis. Debido a esta falla los espermatozoides y células
primordiales que sufren lesiones de su cadena de ADN no son eficientemente eliminados
mediante la apoptosis abortiva y forman parte del eyaculado. Otra causa intrinseca es la
maduracion epididimaria incorrecta, donde el empaquetamiento de la cromatina nuclear de los
espermatozoides producen lesiones en el ADN espermatico clave para la fertilizacion y la
embriogénesis (Agarwal et al., 2019). La causa extrinseca mas importante esta representada
por altos niveles de ROS en el aparato reproductor masculino (principalmente en el epididimo).
Se ha demostrado que este evento induce altos niveles de fragmentacion del ADN espermatico
(Agarwal et al., 2020a, 2020b; Dutta et al.,2019).

Como se menciond anteriormente, en la actualidad la fragmentacién del ADN espermatico es la
principal causa molecular de la infertilidad masculina y tiene un efecto negativo en los
resultados reproductivos de las parejas (Agarwal et al., 2019). Hasta la fecha, diversos estudios
realizados han encontrado una estrecha asociacidon entre este parametro seminal y la
disminucién de las tasas de fecundacién, el fracaso de implantacion y el desarrollo anormal del
embrion (Gode et al., 2020). Los mismos concluyeron que al aumentar el grado de

fragmentacion del ADN espermatico, provocan la disminucion de los resultados de los



tratamientos de FIV e ICSI (Agarwal et al., 2019; Martinez et al., 2020; Miller et al., 2020). Sin
embargo, aun las causas y efectos de los dafios provocados en el ADN de los espermatozoides

contintia en investigacion.

Por otra parte, también se ha descubierto que presentan niveles elevados de fragmentacion del
ADN espermatico hombres infértiles con parametros de semen normozoospérmico, lo cual
explicaria la pérdida de embarazo recurrente inexplicable en parejas masculinas
normozoospérmicas. Por lo tanto, queda en evidencia que, la fragmentacion del ADN
espermatico juega un rol importante en la infertilidad masculina, de modo que, a mayor nimero
de lesiones, menor sera la integridad del material genético (comprometiendo el potencial
fecundante del espermatozoide), y por ende, las probabilidades de que se produzca un

embarazo a término (Agarwal et al., 2019).

Estos hallazgos demuestran el déficit del analisis seminal en la evaluacion del gameto
masculino y por ello, actualmente esta cobrando mayor relevancia la inclusién del estudio de la

fragmentacion del ADN espermatico como técnica de rutina en el espermograma.

ESTUDIO DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

Las técnicas existentes para estudiar la fragmentaciéon del ADN espermatico se pueden dividir
en dos grupos. En primer lugar se encuentran aquellas que miden la susceptibilidad diferencial
del ADN para ser desnaturalizado por diversos tratamientos: Sperm Chromatin Structure Assay
0 SCSA (Evenson et al., 1999) y Sperm Chromatin Dispersion o SCD (Fernandez et al., 2003).
En el segundo grupo se incluyen las técnicas que marcan especificamente las lesiones en la
cadena de ADN mediante la incorporacion de moléculas marcadas con fluorocromos, éstas
son: Ensayo  cometa (Singh et al, 1988) y TUNEL o  Terminal
deoxyribonucleotidyltransferase-mediated Uridine 5-triphosphate-biotin  Nick-End Labeling

Assay (Lopes et al., 1998).

La técnica de Tunel ha mostrado una alta correlacién entre los resultados del estudio y las
tasas de embarazo logradas por fecundacién in vitro, lo cual le confiere un alto valor predictivo
(Alvarez y Lewis, 2008; Borini et al., 2006; Greco et al., 2005). Este ensayo ha mostrado ser
altamente confiable para identificar las lesiones de ADN de cadena simple y doble en los
espermatozoides de muestras de semen, particularmente, cuantificando la cantidad de roturas
mediante fluorescencia de nucleétidos marcados que se unen a estas. Debido a su
procedimiento rapido, sencillo y que su protocolo esta estandarizado, esta técnica es de las
mas utilizadas a nivel mundial en los laboratorios de andrologia para la medicion de la
fragmentacion del ADN espermatico (Agarwal et al., 2019). Hay trabajos que han mostrado

resultados significativamente mayores en la disminuciones en la tasa de embarazo e
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incremento en la tasa de abortos espontaneos cuando se detectan por Tunel altos niveles de
fragmentacion en el material genético de los espermatozoides, en comparacion a los resultados
no significativos obtenidos mediante otras técnicas (Dominguez et al., 2007; Muratori et al.,
2008).

TRATAMIENTO DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

En algunos casos, el ovocito puede reparar naturalmente el dafio del ADN del espermatozoide
que lo fecunda. Esto depende del tipo de lesion del ADN, el porcentaje de ADN afectado y de la
calidad del ovocito; un factor generalmente ligado a la edad de la paciente (Colaco y Sakas,
2018). Pese a ello, la opcidon mas apropiada en un tratamiento de fecundacion asistida es
contar con espermatozoides cuyo ADN presente un alto nivel de integridad. En la actualidad no
se cuenta con una técnica que repare dicho ADN y solo existen estrategias para reducir el nivel
de fragmentacién del ADN espermatico de una muestra que, si se aplican en los tratamientos

de reproduccion asistida, pueden mejorar los resultados (Fainberg y Kashanian, 2019).

Estas estrategias pueden dividirse en dos grupos: aquellas que buscan mejorar el resultado de
espermatogénesis y las que actuan sobre la muestra seminal con el objetivo de eliminar los
espermatozoides con el ADN fragmentado. En el primer grupo podemos mencionar a las
terapias con antioxidante orales (vitaminas c y e, zinc y selenio), cambios en el estilo de vida
del varon tales como dejar de fumar, evitar el consumo de alimentos con alto contenido graso,
el alcohol y las drogas, aumentar el nivel de actividad fisica, tratar las infecciones e inflamacion
del tracto genital masculino, sin dejar de mencionar las cirugias de varicocele (Fainberg y
Kashanian, 2019; Yao y Mills, 2016). En el segundo grupo se encuentran la estrategia de
acortar la abstinencia eyaculatoria, la biopsia testicular y la aplicacién de técnicas de seleccion

espermatica en el laboratorio (Kim, 2018; Esteves et al., 2020).

Existe una variedad de técnicas de laboratorio que pueden ser aplicadas para eliminar a los
espermatozoides con ADN fragmentado que han mostrado diferente grado de éxito, las cuales
han sido descritas por diversos autores. Entre ellas las mas empleadas son: swim-up,
gradientes de densidad y separacién magnética por columnas de Anexina-V (Boomsma et al.,
2019; Henkel, 2012; Vaughan y Sakkas, 2019). Recientemente ha sido desarrollado un sistema
de seleccion mediante una membrana microfluidica, la cual simula en un medio artificial el
proceso del pasaje del espermatozoide por el tracto reproductor femenino (Parrella et al.,

2019). A continuacion se describen los cuatro métodos.

a) Swim-up: Para esta técnica, la concentracion y principalmente la motilidad espermatica
es un requisito esencial, ya que se basa en la capacidad de movimiento de los

espermatozoides para migrar desde el liquido seminal hacia el medio cultivo. Se realiza
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b)

colocando medio de cultivo en un tubo y por debajo de la soluciéon la muestra de
semen. Durante el tiempo de incubacion, los espermatozoides méviles nadan a través

del medio y asi se separan del resto de los componentes del plasma seminal.

Gradiente de densidad: Estos gradientes separan los espermatozoides en funcion de
su punto isopicnico, es decir, dividen las particulas en funcién de su densidad de
flotacion. Los diferentes componentes se separan hasta alcanzar una posicién en la
que su densidad es igual a la de su entorno (flotabilidad neutra), donde ya no se
desplaza mas. Los espermatozoides maduros son células compactadas y alcanzan el
gradiente de mayor densidad ubicado en el fondo del tubo. Contrariamente, el plasma
seminal permanece flotando sobre el gradiente de menor densidad y las otras células
junto a los espermatozoides inmaduros y muertos se sittuan en la interfase entre los dos

gradientes.

Tanto el swim-up como el gradiente de densidad son las técnicas de capacitacién espermatica

mas difundidas en los laboratorios de andrologia y han sido desarrolladas en la década del 90,

sin sufrir practicamente cambios.

c)

d)

Separacion magnética por columnas de Anexina-V: Esta es una técnica de seleccion
que aplicada a muestras de semen permite eliminar del eyaculado espermatozoides
con su ADN fragmentado. Esto se consigue tras la incubacion de la muestra de semen
con Anexina-V conjugada con esferas de hierro biodegradables y posteriormente

haciéndola pasar por una columna sometida a un campo magnético.

La Anexina V es una proteina con elevada afinidad por la fosfatidilserina. Los
espermatozoides con su ADN fragmentado exponen esta molécula en el exterior de su
membrana plasmatica, por lo cual la Anexina V se une a ella y por consiguiente los
espermatozoides quedan unidos a las esferas metalicas que la acompanan. Por esa
razén al pasar por el campo magnético estos espermatozoides quedaran retenidos. Los
espermatozoides libres de Anexina-V seran recuperados por elucién a la salida de la
columna para ser utilizados en los tratamientos de reproduccion asistida. Esta técnica
ha sido cuestionada por el hecho de someter a los espermatozoides a un campo
magnético varias veces superior al terrestre, sin conocer realmente el efecto que esto

podria provocarles.

Sistemas microfluidicos: A partir del avance tecnolégico, hoy se dispone para los casos
donde la fragmentacion del ADN espermatico esta aumentada, herramientas disefiadas
por equipos interdisciplinarios de ingenieros, médicos, bidlogos, quimicos, fisiblogos,

etc. Estas herramientas son los dispositivos microfluidicos, también conocidos como
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lab-on-a-chip. La microfluidica como ciencia, se ocupa de la manipulacién precisa de
pequefas cantidades de fluidos, lo cual normalmente se realiza en microcanales o
microporos con dimensiones de unos pocos cientos de micrometros que funcionan
como barreras de seleccién (Samuel et al., 2018). La ventaja de estas barreras es que
sus dimensiones se encuentran en el mismo orden que las de muchas particulas
biolégicas (1-100 pm). Por lo tanto, cada vez crece mas su uso dentro del campo
médico e incluso se han hecho adaptaciones en el area de los tratamientos de

reproduccion asistida para la selecciéon de espermatozoides.

Para los espermatozoides es ideal el empleo de este chip, debido a que simula la
geometria de regiones microconfinadas dentro del tracto reproductivo femenino, lo que
permite enfoques de seleccion basados en biomimetismo que son mas representativos
del entorno de seleccion in vivo. Ademas, algunos estudios observaron que esta
metodologia no provoca dafio al ADN de los espermatozoides y no aumenta los niveles
de especies reactivas de oxigeno, de modo que, las tasas de éxito de los tratamientos
de reproduccion asistida en la infertilidad por factor masculino mejorarian (Vaughan y
Sakkas, 2019).

Cuando se compara las técnicas convencionales de seleccion espermatica con la
tecnologia emergente, esta ultima puede mejorar la recuperaciéon de espermatozoides
moéviles de muestras de semen heterogéneas, seleccionando subpoblaciones que
posean mayor capacidad fecundante, ya que imita mas de cerca los procesos de
seleccidn natural y evita algunos de los elementos mas perjudiciales de dichas técnicas
convencionales (Samuel et al., 2018). Si bien algunos estudios han arrojado resultados
prometedores con esta nueva tecnologia, sigue siendo un campo en desarrollo que
requiere de mas investigacion para aportar al conocimiento actual y comprobar su
eficacia tanto en el tratamiento de la infertilidad masculina como en los tratamientos de

reproduccion asistida.

Con el objetivo de aumentar el conocimiento sobre los tratamientos para disminuir la
fragmentacion del ADN espermatico,, la presente tesis analiza tres metodologias de
seleccidon espermatica, a través de la comparacion estadistica de los datos previos y
posteriores a cada procedimiento, siendo el grado de fragmentacion del ADN
espermatico el parametro crucial para determinar con cual metodologia se obtiene la
mejor calidad de muestra seminal a ser aplicada en el tratamiento de fertilidad:

inseminacion artificial y fecundacion in vitro.
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MARCO TEORICO

La infertilidad afecta a mas de 50 millones de parejas en todo el mundo, implicando problemas
sociales, psicologicos y economicos. En aproximadamente el 30% de ellas, la causa de la
infertilidad esta asociada al vardn, lo que se define como factor masculino (Marzano et al.,
2019). Cuando se esta frente a un factor masculino, casi siempre se observara una alteracién

cuantitativa y/o cualitativa de uno o mas parametros seminales (Babakhanzadeh et al., 2020).

Una variedad de condiciones provoca infertilidad masculina. Algunas de ellas se pueden
identificar y tratar, como el hipogonadismo hipogonadotréfico; otras se logran diagnosticar, pero
no cuentan con un tratamiento especifico, como alteraciones genéticas o atrofia testicular. Las
diversas causas que provocan el factor masculino, se pueden agrupar en: razones fisicas,
infecciones del tracto genital masculino, problemas sexuales, defectos hormonales, estilo de
vida y contaminacion ambiental, epigenética, estrés oxidativo, defectos genéticos y la
fragmentacion del ADN espermatico, siendo esta ultima la que ha cobrado recientemente gran
importancia en el enfoque de la infertilidad masculina (Agarwal et al., 2021). A continuacion se

describen las causas mencionadas.
RAZONES FiSICAS

Se corresponde a problemas de disfuncién eyaculatoria con todas sus variantes. Los
problemas fisicos pueden interrumpir la producciéon de espermatozoides y/o bloquear la via
eyaculatoria. El agrandamiento de los vasos sanguineos testiculares, conocido como
varicocele, es una de las causas de infertilidad masculina mas comunes. También la torsion
testicular puede causar dafo en los testiculos debido a la presion sobre sus vasos sanguineos
y al deterioro de la circulacion. Otro factor presente en el 2% de los episodios de infertilidad
masculina, es la eyaculacion retrégrada, por la cual el semen se eyacula en la vejiga debido a

problemas anatémicos del esfinter de la misma (Babakhanzadeh et al., 2020).

INFECCIONES DEL TRACTO GENITAL MASCULINO
Tanto la infeccién viral que provoca las paperas asi como las infecciones crénicas y agudas del
tracto genital masculino pueden provocar infertilidad. Este es el mismo caso de las

enfermedades de transmision sexual como gonorrea y clamidia, que pueden provocar

infertilidad en los hombres debido a la obstruccion del epididimo (Bono y Reygaert, 2020).
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PROBLEMAS SEXUALES

Los problemas sexuales representan un porcentaje importante entre los diversos factores
masculinos. Muchos problemas sexuales son tanto fisicos como psicoldgicos. La disfuncion
eréctil, conocida como impotencia, eyaculacién precoz e incapacidad para eyacular son

ejemplos frecuentes de problemas sexuales (Babakhanzadeh et al., 2020).

DEFECTOS HORMONALES

Alteraciones en el metabolismo hormonal puede provocar problemas de fertilidad en el varon.
El eje de las hormonas reproductivas masculinas tiene tres componentes: el hipotalamo, la
hipdfisis y los testiculos. Este eje trabaja con mucha regularidad para proporcionar la
concentracion adecuada de hormonas para el desarrollo y la funcion sexual masculina.
Cualquier anomalia en el sistema puede afectar negativamente la fertilidad. Si el hipotalamo no
puede producir la hormona liberadora de gonadotrépicos (GnRH) se producira una falta de
testosterona y la interrupcion de la produccion de espermatozoides. La falta de GnRH provoca
un grupo de trastornos conocidos como hipogonadismo hipogonadotrépico. De manera similar,
la incapacidad de la hipdfisis para producir cantidades suficientes de hormona luteinizante (LH)
y hormona foliculo estimulante (FSH) dard como resultado una falla para estimular a los
testiculos y producir testosterona y espermatozoides. Por otra parte, las concentraciones
elevadas de LH y FSH también se asocian con concentraciones bajas de testosterona debido al
feedback negativo que estas altas concentraciones producen, lo cual también conducira a
alteraciones en la espermatogénesis. Finalmente, el aumento de prolactina también puede

conducir a una reduccion de la produccion de espermatozoides (Corradi et al., 2016).

ESTILO DE VIDAY CONTAMINACION AMBIENTAL

En un estudio reciente xxx describen numerosas causas relacionadas con el estilo de vida y la
contaminaciéon ambiental que pueden producir alteraciones en la calidad seminal del paciente.
Entre ellas, enumera el consumo de sustancias como el tabaco y el alcohol, el uso repetido de
drogas sociales se asocian a una disminucion significativa en los niveles de testosterona, y por
consiguiente, en la concentracion de espermatozoides. También mencionan la mala nutricion
con un efecto importante en la infertilidad masculina. Otros factores importantes son la
exposicion a sustancias peligrosas tales como solventes, insecticidas, adhesivos, siliconas, etc.
Este grupo incluye también, la exposicién a la radiacién producto del uso intensivo de
tecnologias modernas, la vida sedentaria, las altas temperaturas, la contaminaciéon ambiental
(Mann et al., 2020).
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EPIGENETICA

El término epigenética se refiere a los mecanismos hereditarios de modulacion de la expresién
génica (regulacion de la cromatina y por ende la integridad del genoma) que no involucran
alteraciones en la secuencia del ADN. La metilacién del ADN, la modificacion de histonas y los
ARNSs pequefios son mecanismos moleculares asociados con la regulacién epigenética de los
genes. Estos interactuan y se estabilizan entre ellos, de modo que, perturbaciones en al menos
uno de ellos puede llevar a una expresion inapropiada o al silenciamiento de los genes,
llevando a una “enfermedad epigenética” como el cancer y trastornos de “imprinting”. El patron
epigenético comienza en la linea germinal; teniendo un rol en la expresién génica, la meiosis, la
integridad del genoma y el “imprinting” gendmico, Yy es esencial para la programacién del
desarrollo embrionario, que en parte, es codictada por la informacién epigenética contenida en
los espermatozoides siendo capaz de alterar el fenotipo de la préoxima generacion ( Donkin &
Barrés, 2018; Trasler, 2010).

Hasta el presente, numerosas investigaciones han mostrado que alteraciones epigenéticas en
los espermatozoides se asocian a oligozoospermia y oligoastenoteratozoospermia. Ademas, se
han reportado en multiples estudios que la hipermetilacion en varios genes, conduce a
deficiencia en los pardmetros del semen o infertilidad masculina (Cescon et al., 2020). En el
caso contrario, también se comprobé que la hipometilacién del ADN de los espermatozoides
esta asociada con la hipoespermatogénesis (Agarwal et al., 2019). Estos errores de metilacién
en el ADN son serios porque no solo tienen efecto en el paciente sino que puede tener un gran
impacto en la fertilidad de las proximas generaciones, pasando esta informacion del gameto a
la descendencia (Gallo et al., 2020).

ESTRES OXIDATIVO

Se trata de un marcador seminal indirecto de problemas de fertilidad, que se presenta por
excesivos niveles de ROS (en inglés ROS, Reactive Oxygen Species) en el tracto seminal y
produce una alteracion en los parametros seminales tales como concentracion, movilidad y
morfologia. Ademas, las ROS también son producto del propio metabolismo espermatico y
juegan un papel importante en la sefalizacion normal en las vias metabdlicas que confieren
capacidad fecundante a los espermatozoides (Ribas Maynou et al., 2020). A pesar de ello, las
gametas masculinas son muy susceptibles a las agresiones oxidativas y el exceso de éstas
puede causar dano estructural de membrana (lipoperoxidacién) y por ende ingreso al nucleo de
nucleasa que provocan dafo funcional del ADN espermatico (lesiones monocatenarias y
bicatenarias), de modo que detiene o induce la transcripcién de genes y aun con el ADN

dafado es capaz de fecundar, teniendo consecuencias no deseadas durante la fecundacion del
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ovocito por parte del espermatozoide, llegando al extremo de dafiar la integridad genética del
embridn resultante (Perrault, 2010; Chianese y Pierantoni, 2021).

DEFECTOS GENETICOS

Los factores genéticos en hombres se detectan en el 15% de los casos y se pueden clasificar
en dos grupos: anomalias cromosdmicas y mutaciones de un solo gen. Cualquier delecién o
adquisicion de reordenamientos inusuales en el material genético a nivel cromosémico se
conoce como anomalias cromosdmicas y es una de las principales causas genéticas
involucradas en la infertilidad masculina. Algunas anomalias cromosdmicas se heredan y otras

se adquieren.

Entre aquellos que afectan especificamente al aparato reproductor masculino se encuentran:
el Sindrome de Klinefelter, loci genéticos, alteracion de un unico gen o un defecto estructural o
numeérico de los cromosomas: microdeleciones, deleciones del cromosoma Y, de genes ligados
al X y de autosomas, dafio del ADN mitocondrial, desgaste de los teldmeros, anomalias
genéticas del eje hormonal: hipotalamo-hipofisis-gonadas (Kaminski et al., 2020).

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

La compactacion y estabilizacion de la cromatina nuclear espermatica protege la integridad del
genoma durante el transito del espermatozoide por la via masculina y femenina hasta alcanzar
el sitio de fecundacion (Paparella et al., 2017) y alli se complementa con el genoma del ovocito
para contribuir a un cigoto euploide (2n) con la integridad adecuada del ADN (Ribas Maynou et
al., 2019). Su integridad es esencial ya que representa la mitad del futuro genoma del embrién,
por lo que dafos en ella altera en primer lugar los parametros vinculados a la capacidad
fecundante del espermatozoide y luego compromete el desarrollo de una descendencia sana.
Este dafo, conocido como fragmentacion del ADN espermatico, aumenta con la edad,
comenzando en los afios reproductivos y duplicandose entre las edades de 20 y 60 afios. Dicha
asociacién se ha atribuido a una mayor exposicion al estrés oxidativo, el empaquetamiento
defectuoso de la cromatina espermatica y la apoptosis desordenada que se produce con el
envejecimiento (Agarwal et al., 2020b).

Esta causa de infertilidad masculina se ha estudiado ampliamente desde comienzos del siglo
XX, aportando paulatinamente nuevos conocimientos sobre la fisiologia del ADN espermatico y
su efecto sobre la capacidad fecundante. En la década de 1940 se descubrio la singularidad del
complejo proteico de los espermatozoides que estabiliza el ADN, siendo compuesto
principalmente por protaminas en lugar de histonas, que generan una mayor compactacion de

la cromatina en el nucleo espermatico. En los afos cincuenta y sesenta se investigo la
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asociacion entre la estructura inestable de la cromatina y la subfertilidad masculina, y se
descubrié que la calidad de una muestra de semen era mas que una cuestion de nimero y
movilidad de los espermatozoides. En los afios setenta, se investigé la asociacion entre la
exposicién a agentes que danan el ADN espermatico y una posible reduccién de la fertilidad.
Ya en la década de 1980 se introdujo el concepto de fragmentacion del ADN espermatico
relacionado con la infertilidad, asi como la primera prueba de fragmentacion del ADN: el ensayo
de estructura de cromatina espermatica (SCSA), producto del avance tecnolégico de la biologia
molecular. En los afios noventa se desarrollaron nuevas pruebas para determinar la
fragmentacion del ADN espermatico, cobrando mayor relevancia la técnica de TUNEL (Rex et
al., 2017), ya que durante este periodo acontece la fertilizacion in vitro (FIV) empleando
inyeccioén intracitoplasmatica de un unico espermatozoide (ICSl), siendo este el tratamiento
ideal para tratar el factor masculino debido a que proporciona a los pacientes tasas de
fecundacion y de nacidos vivos mas altas al seleccionar un espermatozoide para introducirlo

mecanicamente dentro de cada ovocito a partir de una pequefia cantidad de espermatozoides.

En las ultimas dos décadas el estudio de la fragmentaciéon del ADN se enfoco en su etiologia,
cuya teoria desarrollada sostiene que puede ser causada por los factores extrinsecos descritos,
asi como factores intrinsecos (la maduracién defectuosa de células germinales, la apoptosis
abortiva y el estrés oxidativo). Hay pruebas contundentes que demuestran que el estrés
oxidativo es un factor importante que contribuye a la infertilidad masculina. Las ROS son vitales
para procesos fisiologicos como la apoptosis y la capacitacion espermatica, pero una
sobreproduccion conduce a varias consecuencias deletéreas, incluida la fragmentacion del
ADN espermatico. Dicha fragmentacion puede afectar la fertilidad en general, es decir, tanto la

concepcion natural como la asistida (Agarwal et al., 2020b).

En los dUltimos afios se ha descrito que diferentes tipos de roturas del ADN de los
espermatozoides (roturas del ADN de una o dos hebras) provocan diferentes efectos
reproductivos clinicos. Por un lado, las roturas de ADN monocatenario estan presentes
ampliamente como multiples puntos de rotura en todas las regiones del genoma, estan
relacionadas con el estrés oxidativo y provocan una falta de embarazo clinico o un aumento del
tiempo de concepcion. No obstante, los niveles mas altos de fragmentacion monocatenaria
estan inversamente relacionados con el resultado natural del embarazo. Por otro lado, las
roturas del ADN de doble hebra se localizan y adhieren principalmente a la matriz nuclear del
espermatozoide como muy pocos puntos de rotura, posiblemente estan relacionadas con una
reparacion del ADN defectuosa en la meiosis y provocan un mayor riesgo de aborto recurrente,
pobre calidad embrionaria y mayor riesgo de falla de implantacion en ciclos ICSI (Agarwal et al.,
2020b; Marzano et al., 2019; Ribas Maynou et al., 2019). Por lo tanto, observando los
resultados clinicos en funcién de la integridad gendmica del gameto masculino, es evidente que

se necesitan desarrollar herramientas terapéuticas para tratar los casos de fragmentacion del
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ADN espermatico aumentado. De hecho es imprescindible la seleccidn de espermatozoides
sanos para garantizar un embarazo exitoso y una descendencia sana. Asimismo, el uso del
método de procesamiento de semen Optimo deberia proporcionar los espermatozoides mas
saludables para los tratamientos de reproduccién asistida (Gode et al., 2020; Yetkinel et al.,
2019).

Adicionalmente, es importante mencionar que existe una serie de estrategias para reducir la
fragmentacion del ADN espermatico en una muestra de semen. Algunas de estas estrategias
estan relacionadas con cambios en el estilo de vida del paciente y otras con tratamientos sobre
la muestra de semen propiamente dicha. En el primer grupo se encuentran la reduccién de la
ingesta de grasas, alcohol, drogas y medicamentos, evitar la exposicion a contaminantes y
promover el consumo de antioxidantes y suplementos que mejoren la espermatogénesis y
disminuya las ROS (Yao y Mills, 2016). El segundo grupo esta compuesto por los métodos de
laboratorio que permiten seleccionar a los espermatozoides de mejor calidad y con menor
fragmentacion del ADN: swim-up, gradiente de densidad, columnas de Anexina-V y sistemas
microfluidicos (Quinn et al., 2018). Finalmente, si los niveles de fragmentacion del ADN
espermatico son muy elevados en el eyaculado algunos autores proponen que se recurra a la
seleccion espermatica basada en la extraccion de espermatozoides testiculares (Esteves,
2020; Kim, 2018). Esta ultima estrategia se ofrece en centros de fertilidad de todo el mundo a
pesar de que no estd respaldado por las principales organizaciones de fertilidad (Sociedad
Estadounidense de Medicina Reproductiva, Sociedad Europea de Endocrinologia Reproductiva
Humana y Sociedad Canadiense de Andrologia de la Fertilidad), debido a que los estudios no
proporcionan evidencia consistente en los resultados reproductivos para respaldar el uso de

este procedimiento (Jarvi, 2020).

Clasicamente, el procesamiento de espermatozoides para el tratamiento de fertilidad se ha
realizado con un simple lavado con medio de cultivo, swim-up de los espermatozoides fuera del
plasma seminal, centrifugacion en gradiente de densidad o una combinacién de ambos
métodos descritos por la OMS en el afio 2010 (Smith et al., 2017). Ademas, los mismos
permiten eliminar el plasma seminal, los desechos, las prostaglandinas y otras sustancias
perjudiciales para la viabilidad de los espermatozoides (Facio et al., 2016). Dichas técnicas son
hace ya varias décadas de uso rutinario en el laboratorio de andrologia. Desde sus origenes en
1990 poco han evolucionado a pesar de que varios estudios han relacionado que los pasos de
centrifugacion implicados generan ROS que disminuyen la integridad del ADN y dafan a los
espermatozoides, pudiendo tener efectos a largo plazo sobre la viabilidad de los embriones
(Samuel et al., 2018). En afios recientes, han surgido desarrollos tecnolégicos para tratar
muestras de semen, como la microfluidica, la electroforesis, el examen de morfologia de

organulos de espermatozoides moviles (MSOME) y la birrefringencia, que eliminan los pasos
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de centrifugacion y pueden mejorar la seleccidén de espermatozoides, algunas de las cuales ya

son de uso habitual en el laboratorio (Rappa et al., 2016).

De la amplia cantidad de técnicas de vanguardia, aun bajo investigacion clinica, los dispositivos
que emplean la microfluidica, han demostrado la capacidad de mejorar de manera eficiente y
consistentemente los parametros clave del anélisis de semen como el recuento, la motilidad y
la morfologia de los espermatozoides. A continuacion se describe la razén por la cual se cree
que tienen el potencial de abrir un nuevo enfoque para la manipulaciéon de espermatozoides

tanto en la investigacion como en las clinicas de fertilidad (Samuel et al., 2018).

En cuanto a la base tedrica, la microfluidica se ocupa de la manipulacién de pequefias
cantidades de volumen dentro de un microdispositivo conocido como lab-on-a-chip (LOC), que
ofrece anadlisis rapidos, facilidad de uso, pequefios volimenes de muestra de reactivo,
procesamiento de alto rendimiento y amplia reproducibilidad debido a la automatizaciéon y

estandarizacion (Marzano et al., 2019).

Esta tecnologia aplicada a la seleccidn espermatica ofrece la oportunidad de modelar en tres
dimensiones los entornos biofisicos y bioquimicos encontrados por los espermatozoides que se
mueven a través del tracto reproductivo femenino, de modo que imitan de manera mas
aproximada las presiones de seleccion natural que actuan sobre los gametos masculinos in
vivo y también proporcionan un medio fisioldgico mas eficiente para la seleccién de
espermatozoides de acuerdo con la morfologia normal, la motilidad y una mayor integridad del
ADN para la tecnologia de reproduccion artificial, que se logra debido a su protocolo de
clasificacion en un solo paso evitando la necesidad de centrifugar la muestra. La eliminacion
del paso de centrifugacion minimiza la exposicion de los espermatozoides a las ROS que esta
manipulacién produce, preservando la integridad de la cromatina (Stiavnicka et al., 2017;
Suarez y Wu, 2017).

Si bien algunos de los sistemas microfluidicos pueden seleccionar suficientes espermatozoides
para la inseminacion intrauterina (>5.000.000 de espermatozoides), la gran mayoria selecciona
una subpoblacion mucho mas pequefia y mas pura apta para la fecundacion in vitro (~100.000
espermatozoides). Lo que significa que la calidad de los espermatozoides seleccionados esta
inversamente relacionada con la cantidad de los mismos. Como resultado, generalmente, la
subpoblaciéon que seleccionan estos sistemas es casi 100% movil y es de mayor calidad en
términos de morfologia e integridad del ADN que la muestra de semen sin procesar (Samuel et
al., 2018).

El sistema que selecciona espermatozoides para tratamientos de fecundacién in vitro

discrimina espermatozoides de una muestra de semen mediante un filtro de membrana porosa
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(8 micrones) que actia como mecanismo de barrera. Los espermatozoides son seleccionados
segun su capacidad natatoria. Sélo los espermatozoides moéviles nadan y los mas competentes
(motilidad, morfolégica y genéticamente) logran atravesar dicha membrana; por el contrario, los
espermatozoides inmoviles quedan retenidos por debajo de la membrana. Con este método de
separacion, los espermatozoides no sufren estrés fisico adicional de fuentes como una

centrifuga, por lo que se minimiza el dafo inducido al ADN (Shirota et al., 2016).

A pesar de los pocos estudios existentes, estos garantizan que los sistemas microfluidicos son
una herramienta eficiente (Asghar et al., 2014; Parrella et al., 2019). Pese a ello, se deben
considerar a estos dispositivos aun bajo prueba y comparar en forma definitiva el grado de
efectividad que poseen en comparacion con las técnicas de seleccion espermatica
convencionales, ya que se trata de una metodologia emergente. Es por eso que los nuevos
estudios sobre el tema estan aportando mas conocimiento para entender el mecanismo fino de
accion y permiten aumentar el volumen de datos cientificos que ayuden a validar estos

dispositivos en forma definitiva.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar el efecto de tres técnicas de seleccion de espermatozoides sobre los niveles de

fragmentacion del ADN espermatico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar qué técnica de separacion espermatica es mas eficiente para reducir los
niveles de fragmentacion del ADN espermatico, comparando tres técnicas: gradiente
de densidad, swim-up y un sistema microfluidico.

e Determinar y comparar los parametros seminales basicos luego del procesamiento
mediante las técnicas mencionadas.

e Determinar cual de las técnicas es mas apropiada para ser aplicada en inseminacion

artificial y fecundacion in vitro.
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HIPOTESIS

1. El gradiente de densidad proveera de muestras con mayor concentracién espermatica
y movilidad progresiva.

2. La técnica de swim-up promovera una mayor disminucién de la fragmentacion del ADN
espermatico al compararlo con el gradiente de densidad.

3. El sistema microfluidico mejorara la seleccion de espermatozoides llevando los niveles

de fragmentacion del ADN espermatico a 0%.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizé un analisis estadistico en un estudio prospectivo, para comparar el efecto del empleo
de tres métodos diferentes de procesamiento de semen sobre la fragmentacion del ADN
espermatico en una poblacion de hombres normozoospérmicos que realizaron tratamiento de
fertilidad en el Laboratorio de Andrologia de Medicina Reproductiva Fertilis. Se registraron los
parametros seminales béasicos: volumen, concentracion y movilidad; y el nivel de fragmentacion
del ADN espermatico, tanto en el espermograma original como de las muestras luego del

procesamiento.

Para que las muestras fueran incluidas en el experimento debian cumplir con los parametros
publicados en el manual de la OMS, 2010 (Tabla 2). En cuanto a los criterios de exclusion,
fueron excluidos aquellos pacientes con azoospermia, criptozoospermia, eyaculacion
retrograda, leucocitospermia y los que habian sido expuestos a quimioterapia, radioterapia o
pesticidas u otros toxicos y también los pacientes con una historia de infeccién o fiebre en los 3

meses previos al tratamiento.

Tabla 2. Valores seminales de referencia para el criterio de
inclusién (OMS, 2010).

Parametro seminal Valor de referencia
Volumen 22.0 ml
Concentracion espermatica 215 x10° spz/ ml
Espermatozoides moviles progresivos 232%

Viabilidad 258%

Formas espermaticas normales 24%

Concentracion de leucocitos £1 x10° leucocitos / ml

A continuacion se describen los equipos, materiales, reactivos y medios de cultivo empleados

en los experimentos (Tablas 3, 4 y 5).
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LISTADO DE EQUIPOS, MATERIAL DESCARTABLE, REACTIVOS Y MEDIOS

EMPLEADOS

Tabla 3. Listado de equipos utilizados.

Equipos de laboratorio Fabricante Origen
Platina térmica Microvision Argentina
Céamara de Makler Sefi Medical Israel
Centrifuga Arcano China
Thermo fisher Forma Inglaterra
Microscopio de fluorescencia S320 Nikon Japoén
Pipetas finnpipette Inglaterra
Platina térmica Microvision Argentina
Tabla 4. Listado de material descartable utilizado.
Material descartable Fabricante Origen #Catalogo
Cubreobjetos 24x50 mm Sail Brand China 7201
Microtubos 0.2 ml Corning Inglaterra 6531
Pipeta seroldgica de 2 ml Nunc Dinamarca 159617
Placa de Petri Nunc Dinamarca 150360
Teflon Printed Slide para TUNEL EMS USA 63429-04
Tips 0-10 pl Corning México 4894
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Tips 0-200 pl Corning México 4864
Tubo de centrifuga de 15 ml Thermo Corea 339651
Scientific
ZyMot DxNow Inc. USA ZPH1000
Tabla 5. Listado de reactivos y medios utilizados.
Reactivos y medios Fabricante Origen #Catalogo
Aceite de Inmersion Sigma USA 1-0765
Albumina Bovina Fraccion V Sefi Medical USA a3059
Albumina Sérica Bovina (BSA) Arcano USA 30063721
Formaldehido 37% Forma USA F8775
In situ Death Cell Detection kit Nikon USA 116847959
10
Metanol finnpipette USA 494437
mHTF (modified Human Tubal Fluid) Irvine USA 90163
PBS Irvine USA 9235
Polilicina 0.1% Sigma USA P8920
Sperm Grad Vitrolife USA 10099
Suero Sintético (SSS) Irvine USA 99193
UltraPure Distilled Water Invitrogen USA 10977-015
Vecta-shield Vector Lab USA H-1000
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METODOLOGIAS EMPLEADAS PARA REALIZAR EL ESPERMOGRAMA CON
ESTUDIO DE FRAGMENTACION DE ADN

Para realizar la técnica de TUNEL se utilizaron muestras de semen obtenidas por
masturbacion, recolectadas en un recipiente estéril y llevadas al laboratorio dentro de la hora
de recoleccion. Una vez alli, se las rotulé detallando los datos del paciente, su pareja, edad de

ambos, hora de obtencién y dias de abstinencia.

En primer lugar, se registraron las caracteristicas macroscopicas de las muestras evaluando:
volumen, licuefaccién, viscosidad, aspecto, color, turbidez y pH. Posteriormente, se llevd a cabo
el examen microscopico en el cual se determin6 la concentracion, motilidad, morfologia y

vitalidad espermaticas, presencia de otras células y aglutinacion.

Cada muestra fue procesada por gradiente, swim-up o un dispositivo microfluidico, segun el
experimento correspondiente, y una vez finalizados los procedimientos se separaron 100 ul de

muestra resuspendida para realizar la prueba de TUNEL.

TECNICA DE SWIM-UP

Para realizar esta técnica las muestras fueron divididas en dos fracciones y sembradas en
tubos de centrifuga de 15 ml que contenian 2 ml de mHTF suplementado con 3% SSS
(mHTF+3%SSS). Luego de ello, los tubos fueron incubados por una hora a 37°C en un cubo
térmico. Posteriormente, se tomd con una pipeta serolégica los 2 ml de mHTF+3%SSS de cada
tubo y se los colocé en un nuevo tubo de 15 ml, el cual fue centrifugado durante 5 min a 300g.
Finalmente, se descart6 el sobrenadante y las muestras fueron resuspendidas en

mHTF+3%SSS, llevando a un volumen final de 0,4 ml o 0,85 ml segun el experimento.

TECNICA DE SEPARACION POR GRADIENTE DE DENSIDAD

La técnica se realiz6 de acuerdo con los siguientes pasos. En primer lugar, para formar el
gradiente, se depositd con pipeta seroldgica 0.5 ml de la solucién al 50% en el fondo de un tubo
de centrifuga de 15 ml, y por debajo de ella 0.5 ml de la solucién al 90%. Una vez obtenido el
gradiente, se coloco lentamente por encima de éste toda la muestra de semen y se centrifugd
por 20 min a 300g. Una vez finalizada la centrifugacion se elimin6 el sobrenadante y el pellet
obtenido se resuspendid en 2 ml de mHTF+3%SSS. Esta solucion fue centrifugada
nuevamente por 10 min a 300g y se descartd el sobrenadante. Por ultimo, el precipitado fue

diluido en mHTF+3%SSS llevando el volumen final a 0.4 ml.
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TECNICA DE SISTEMA MICROFLUIDICO

Para este procedimiento se utilizé el chip microfluidico ZyMot, el cual consiste en una placa
que contiene una membrana microfluidica (con poros de 8 micrones) de un solo uso, que divide
la camara de trabajo en dos secciones: una inferior de 0,85 ml y una superior de 2 ml. La
camara inferior es la camara de entrada de la muestra, y la camara superior es la camara a la
que acceden los espermatozoides seleccionados luego del paso por la membrana microfluidica
(Gode, 2020).

En primer lugar, se tomaron 0.85 ml de cada muestra de semen fresca y se los colocé en el
dispositivo a través del orificio de carga, llenando de esta forma el compartimento inferior. A
continuacion, se agregaron 2 ml de mHTF+3%SSS en el compartimento superior del sistema.
(Fig. 2). El dispositivo se incubé durante 30 min en camara humeda a 37°C, luego de lo cual se
recolectaron 0,85 ml de la solucion resultante en la camara superior, lo cual consiste en la

solucion de trabajo.

Fig. 2. Vista del dispositivo microfluidico.

TECNICA DE TUNEL

Una vez procesadas las muestras por gradiente, swim-up y/o sistema microfluidico, se tomaron

100 ul de las mismas para fijarlos agregando 5 ul de Formaldehido al 37% para el futuro
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procesamiento por TUNEL. Dichas muestras fueron colocadas en heladera hasta el momento

de uso.

Para realizar la técnica de TUNEL, los portaobjetos especiales fueron sumergidos por al menos
2 horas en Polilicina 0.1% y enjuagados con agua ultrapura. Luego del secado a temperatura
ambiente, se dividieron los pocillos por paciente y por muestra pre y post procesada (Fig. 3).
Luego, se retiraron de la heladera las muestras fijadas con Formaldehido al 37% y se
sembraron 30 yl de cada una de ellas en sus correspondientes pocillos por duplicado. Cada
uno de los portaobjetos se guardd dentro de una camara humeda conformada por una placa de
Petri y papel tissue humedo en su interior a 37°C por 1 hora (Fig. 4). Se dejaron reposar en el
refrigerador por 24 horas. Al dia siguiente, se lavaron las muestras por triplicado con 10 yl de
PBS 1x, cada una durante 5 min. Luego se agregé Metanol por 90 segundos y se repitieron los
3 lavados con PBS 1x. Se colocaron 10 pl de solucion de bloqueo PBS+0.5%BSA dejandola
por 50 min dentro de la camara humeda en la heladera y una vez concluido ese tiempo, se
realizaron otros 3 lavados con PBS 1x. Protegidos de la luz, a cada pocillo se le anadié una
mezcla de 4.5 ul de label y 3.5 yl de enzima y los portaobjetos se dejaron dentro de la camara
hameda por una hora sobre una platina térmica a 37°C. Seguidamente, se realizaron 3 lavados
de 5 min cada uno con 10 yl de PBS 1x y se dejo secar por completo a temperatura ambiente,
siempre evitando exposicion a luz. Por ultimo, se agregaron 5 pl de agente de montaje

Vecta-Shield a cada pocillo y por encima se colocé un cubreobjetos de 24x50 mm.

Finalmente, se observd en el microscopio de fluorescencia a un aumento de 100X bajo aceite
de inmersion. En cada ensayo se analizaron 200 espermatozoides. Los espermatozoides que
presentaron ADN fragmentado se observaron con fluorescencia verde. Ademas, se considero
con marcacion positiva a aquellos espermatozoides con fluorescencia mayor al 50% en el
citoplasma, mientras que el resto de las células fueron consideradas negativas (Fig. 5). Se
registré el numero de espermatozoides por marcacién positiva en un recuento de 200

espermatozoides totales.

Fig. 3. Portaobjetos de TUNEL.
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Fig. 5. Espermatozoides y células no espermaticas con diferentes marcaciones para TUNEL. A: Espermatozoide
negativo en luz blanca; A.1: espermatozoide negativo con 0% de fluorescencia bajo luz UV. B: Espermatozoide
negativo con <50% de fluorescencia en luz blanca; B.1: Espermatozoide negativo con <50% de fluorescencia en luz
UV. C: Espermatozoide positivo con >50% de fluorescencia en luz blanca; C.1: Espermatozoide positivo con >50% de
fluorescencia en luz UV. D: Célula no espermatica con 0% de fluorescencia en luz blanca; D.1: célula no espermatica
con 0% de fluorescencia bajo luz UV. E: Célula no espermatica negativa con <50% de fluorescencia en luz blanca; E.1:
célula no espermatica negativa con <50% de fluorescencia bajo luz UV. F: Célula no espermatica positiva con >50% de

fluorescencia en luz blanca; E.1: célula no espermatica positiva con >50% de fluorescencia bajo luz UV.
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EXPERIMENTO 1: COMPARACION DE LOS NIVELES DE FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO LUEGO DEL PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SEMEN
MEDIANTE GRADIENTE O SWIM-UP

En este experimento se utilizaron 25 muestras de semen de pacientes con indicacion de
espermograma completo y analisis de fragmentacion del ADN espermatico. Las edades de
dichos pacientes oscilaron entre los 30 y 39 afos (edad promedio 34.3+2.4). Los pacientes

firmaron el consentimiento de investigacion correspondiente.

Las muestras fueron divididas en dos fracciones tratando cada una ya sea por gradiente de
densidad o swim-up. En este experimento se compard la fragmentacion del ADN post

procesamiento de las muestras con ambas metodologias (Fig. 6).
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Recepcion de las muestras de semen con
indicacion de espermograma completo vy estuido
de fragmentacion del ADN espermatico

Analisis de caracteristicas
macroscopicas y microscopicas

Gradiente

Experimento 1

(=
i

Estudio y compafracion de caracteristicas
microscopicas v la fragmentacion del ADM
espermaico mediente tunel

l

Andlisis estadistico

N—

Fig .6. Diagrama de flujo que representa sintéticamente el disefio del Experimento 1.
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EXPERIMENTO 2: COMPARACION DE LOS NIVELES DE FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO LUEGO DEL PROCESAMIENTO DE SEMEN MEDIANTE SWIM-UP O UN

SISTEMA MICROFLUIDICO

En el experimento 2 se utilizaron 19 muestras de semen entregadas para realizar una
fecundacion in vitro. Los pacientes aportantes de las muestras habian realizado
espermogramas previos en los cuales se habia determinado niveles de fragmentacion del ADN
>20% luego del procesamiento por gradiente de densidad. El promedio del nivel de
fragmentacion espermatica fue 25.8+2.6. Las edades oscilaron entre los 32 y 38 afios (edad

promedio 34.4+1.9).

Se tomaron dos fracciones de 0,85 ml de muestra para procesarlas mediante swim-up o el

dispositivo microfluidico. En este segundo experimento se comparé la fragmentacion del ADN

espermatico post procesamiento de las muestras mediante ambas metodologias (Fig. 7).
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Recepcion de las muestras de semen para
fecundacion in vifra

Andlisis de caracteristicas
macroscopicas y microscopicas

Experimento 2

0

Estudio y compafracion de caracteristicas
microscopicas v la fragmentacion del ADM

espermaico mediente tunel

l

Analisis estadistico

Y

Fig. 7. Diagrama de flujo que representa sintéticamente el disefio del Experimento 2.

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico fue realizado empleando el Mann Whitney Test o el Kruskal-Wallist Test

segun correspondiera, empleando el programa Instat version 7 (GraphPad, San Diego, CA,

USA) . Los valores de p<0.05 fueron considerados significativos.
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: GRADIENTE VS SWIM-UP

En la tabla 6 se detallan los valores promedio de los parametros seminales de las 25 muestras

de semen procesadas en el Experimento 1.

Tabla 6. Parametros seminales iniciales de las muestras

empleadas en el experimento 1 (n=25).

Parametros seminales

Volumen (ml)

Concentracion espermatica (x10® spz/ml)
Espermatozoides totales (x10°spz)
Espermatozoides con movilidad progresiva (%)
Espermatozoides con movilidad in situ (%)
Espermatozoides inmoviles (%)

SD = desviacion estandar

Valores + SD

2907

63.0 + 21.6

182.3+754

48.3+94

26+0.2

49.2+94

Al comparar los resultados obtenidos luego del procesamiento de la muestra mediante

gradiente y swim-up se observd que la fraccion de la muestra procesada por gradiente de

densidad tuvo significativamente una mayor concentracién espermatica y un mayor nimero de

espermatozoides progresivos totales; mientras que, la fracciéon procesada por swim-up mostré

significativamente una mayor porcentaje de espermatozoides moviles progresivos y menor

porcentaje de fragmentacion del ADN espermatico (Tabla 7).

Tabla 7. Parametros seminales de la muestra luego de procesamiento

mediante gradiente y swim-up.

Parametros seminales Gradiente + SD Swim-up * SD

35



Concentracion espermatica (x10® spz/ml) 62.8+23.2a 324+83b
Espermatozoides moviles progresivos (%) 95.0+4.1a 98.4+24b
Espermatozoides progresivos totales (x10°spz) 240+93a 126 £3.3b
Fragmentacion del ADN espermatico (%) 19.2+51a 91+£19b

SD = desviacion estandar

(a,b) difieren significativamente (p < 0.05)

EXPERIMENTO 2 : SWIM-UP VS. DISPOSITIVO MICROFLUIDICO

En la tabla 8 se detallan los valores promedio de las 19 muestras de semen procesadas en el

Experimento 2.

Tabla 8. Parametros seminales iniciales de las muestras

empleadas en el Experimento 2 (n=19).

Parametros seminales Valores = SD

Volumen (ml) 28+0.5
Concentracion espermatica (x10° spz/ml) 105.7 £ 24.8
Espermatozoides totales (x10°spz) 297.2 £ 89.0
Espermatozoides con movilidad progresiva (%) 37.5+£10.5
Espermatozoides con movilidad in situ (%) 1.3+0.6
Espermatozoides inmoviles (%) 61.2+10.5

SD = desviacion estandar

Al comparar los resultados obtenidos luego del procesamiento de la muestra mediante swim-up
y sistema microfluidico, se observo que la fraccion de la muestra procesada por swim-up tuvo
significativamente una mayor concentracion espermatica y un mayor numero de

espermatozoides progresivos totales; mientras que, la fraccién procesada por sistema
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microfluidico mostré significativamente una mayor porcentaje de espermatozoides moviles

progresivos y menor porcentaje de fragmentacion de ADN espermatico (Tabla 9).

Tabla 9. Parametros seminales de la muestra luego de procesamiento

mediante swim-up o un sistema microfluidico.

Parametros seminales Swim-up Sistema

microfluidico

Concentracion espermatica (x10® spz/ml) 196+11.1a 104+66Db
Espermatozoides moviles progresivos (%) 979+25a 99.7+1.2b
Espermatozoides progresivos totales (x10°spz) 134+35a 89+560b
Fragmentaciéon del ADN espermatico (%) 91+20a 1.32£0.7b

SD = desviacion estandar

(a,b) difieren significativamente (p < 0.05)
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DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo comparar el efecto de tres métodos de separacion de
espermatozoides sobre los niveles de fragmentacion del ADN espermatico en muestras de
semen. Se observd que procesando las muestras con un sistema microfluidico se obtienen
niveles de fragmentacion de ADN espermatico cercanos a 0%. Esto es muy importante para la
aplicacién en técnicas de reproduccion asistida ya que ha sido demostrado extensamente que
muestras de semen con altos niveles de fragmentacion del ADN espermatico se correlacionan
con calidad embrionaria pobre, falla de implantacion y pérdida temprana de embarazos
(Agarwal et al., 2019; Cissen et al., 2016).

En el primer experimento, donde se compard la separacion de espermatozoides mediante
gradiente de densidad y swim-up, se comprobd que con este Ultimo se obtienen niveles de
fragmentacion significativamente menores que con un gradiente de densidad (9.1 £ 1.9 vs 19.2
+ 5.1). Por lo tanto, la técnica de swim-up se presenta como una buena alternativa para
disminuir los niveles de fragmentacion del ADN espermético en pacientes que van a realizar
alguna técnica de reproduccién asistida en aquellos casos en los que el laboratorio no cuente
con herramientas especificas para tratar muestras de semen con niveles de fragmentacion

elevados.

Es importante destacar que con el gradiente de densidad se obtiene un mayor nimero de
espermatozoides en cuanto a concentracién espermatica como espermatozoides progresivos
totales. Esto deja lugar a la separacién por gradiente de densidad para utilizarlo en
inseminacion artificial ya que para esta técnica de reproduccion asistida no se necesitan
muestras de tan buena calidad, priorizando el nimero de espermatozoides al ser descargados
en el Utero a la espera de que por mecanismos naturales, el aparato reproductor femenino
permita que solo los espermatozoides competentes alcancen la zona de fecundacién del évulo

en la trompa de Falopio (Fig. 8).

Si bien el experimento planteado no permite diferenciar entre los espermatozoides que
presentaban fragmentacién de su ADN previo tratamiento y aquellos a los que se les indujo la
fragmentacion del ADN durante la aplicacion del método de separacion, existe abundante
bibliografia que muestra que la fragmentacién del ADN espermatico aumenta luego de la
centrifugacion (Karimi et al., 2020). Por ello, es légico pensar que el mayor nivel de
fragmentacion del ADN espermatico luego de la aplicacion de la técnica de gradiente de
densidad no solo sea producto del nivel de fragmentacién del ADN original de la muestra
fresca, sino que haya un aporte de la técnica en la que se realizan dos centrifugaciones, una de

20 minutos y otra posterior de 10 minutos. El aporte de la centrifugacién en la técnica de
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swim-up sera seguramente menor ya que esta técnica requiere de una sola centrifugacion de 5

minutos.

En el experimento 2 encontramos que el sistema microfluidico lleva la fragmentacién a un nivel
cercano al 1%, lo cual es significativamente menor que la fragmentacion registrada luego de
revisar el swim-up (9,1%). Esto determina al sistema microfluidico como el mejor método para
disminuir la fragmentaciéon del ADN espermatico en la muestra de semen. Esto hace que este
sistema sea el mas adecuado para aplicar en muestras de semen que seran empleadas en
técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad (FIV o ICSI). Pese a ello, se debe
mencionar que el swim-up es una técnica muy confiable para ser utilizada en estos

procedimientos (Fig. 8).

Capacitacion espermatica

Gradiente . Sistema
[ de densidad ] Swim-up microfluido
SDF ~19.2% S0F ~9.2% SDF ~ 1%
Hu FIV /ICSI ICSI

Fig. 8. Técnica de reproduccion asistida recomendada en funcién de la técnica de

seleccion espermatica y los niveles de fragmentacion del ADN espermatico.

También, a partir de los resultados, se puede interpretar que los pasos de centrifugacion
impactan en la integridad genética de los espermatozoides, tal como se menciond en el
fundamento de esta tesis, ya que en cada experimento hubo diferencias significativas en la
fragmentacion del ADN espermatico entre técnicas. Si bien las estrategias habituales de

seleccion espermatica permiten discriminar espermatozoides con menor fragmentacion de su
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ADN, es probable que durante su procesamiento sufran mayor estrés fisiolégico en
comparacién con el sistema microfluidico, debido a que son sometidos a centrifugacién. Por
ello, los resultados de fragmentacion mejoran cuanto menos pasos de centrifugacion incluye la

técnica y se maximiza al prescindir de ella.

En cuanto a la diferencia de resultados de los demas parametros seminales, puede explicarse
por el fundamento teérico de cada técnica. En el gradiente de densidad los espermatozoides
migran en base a su punto isopicnico, en el swim-up la migraciéon espermatica ocurre en base a
su movilidad y en el sistema microfluidico la migracion se basa en la movilidad y motilidad
espermatica. Es decir que, segun la base tedrica para cada metodologia, los resultados

obtenidos varian.

Las tres técnicas de separacion de espermatozoides tienen limitaciones. Las descriptas
anteriormente sobre la calidad de las muestras obtenidas por gradiente de densidad hacen que
esta técnica tenga un uso limitado en las técnicas de fertilidad, quedando relegada sélo al
tratamiento de muestras con viscosidad aumentada. Esto ultimo esta relacionado con las

limitaciones propias del swim-up y el sistema microfluidico.

Cuando una muestra de semen presenta viscosidad aumentada no se puede realizar swim-up
debido a que es imposible realizar el procedimiento sin que el sistema completo se mezcle al
depositar el semen en el fondo del tubo con la pipeta. Mientras que, este tipo de muestras limita
el uso de sistemas microfluidicos ya que, es imposible cargar el chip debido a la viscosidad, o
en aquellos casos en los que se logra cargar el chip, la recuperacién es extremadamente

pobre.

Por otra parte, muestras con baja densidad espermatica también limitan el uso del swim-up y el
sistema microfluidico. Como se vié en el Experimento 1, con el swim-up, se obtienen menores
concentraciones espermaticas que con el gradiente de densidad, por ello, cuando la muestra
fresca tiene baja concentracion el swim-up recuperara escasos espermatozoides, lo cual
muchas veces puede provocar que se deba realizar la fecundacion mediante la técnica de ICSI
en lugar de un FIV convencional. Esto aumenta la complicacion en el laboratorio y muchas
veces afecta el porcentaje de fecundacion de los ovocitos. El caso del sistema microfluidico es
aun mas marcado ya que si la muestra de semen fresca tiene muy baja concentracion, es muy
probable que la recuperacion sea extremadamente escasa o nula. Esto provocaria que se deba
realizar un ICSI, o tener que pedir una segunda muestra del paciente para volver a procesar

por gradiente de densidad.

Como se menciond en la introduccion, existe otro método de seleccion de espermatozoides

para muestras con altos niveles de fragmentacion del ADN espermatico denominado columnas
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de Anexina-V. Este método no fue empleado en el presente estudio ya que el laboratorio de
andrologia de Fertilis no cuenta con este sistema. La razon para ello es el alto costo de
materiales, el corto vencimiento de los kits de trabajo y el hecho de no estar probado el efecto
real que el elevado campo magnético al que se someten los espermatozoides que pasan por él

durante la seleccion (De Gheselle et al., 2020).

Mas alld de que el Laboratorio de Andrologia cuente con un método de separacion de
espermatozoides con el ADN fragmentado, tanto el andrélogo como el médico especialista en
fertilidad deben tener en cuenta que existen estrategias previas para disminuir la fragmentacion
del ADN espermatico. Es muy importante que el médico aconseje a los varones sobre el efecto
que algunos habitos de su estilo de vida tienen sobre la calidad seminal, en particular sobre la
fragmentacion del ADN (Panner Selvam et al., 2021; Wright et al., 2014). Como se menciond
en la introduccion es muy importante para disminuir los niveles de fragmentacion espermatica
evitar comidas con altos niveles de grasa, el tabaco, algunos medicamentos y la exposicion a
sustancias toxicas, mientras que es favorable, el realizar actividad fisica, administrar

suplementos vitaminicos con antioxidantes y consumir comida saludable (Yao et al., 2016).

Se debe considerar que el analisis de la fragmentacion del ADN en espermatozoides no puede
por si solo predecir el fracaso en la concepcion, ya que la infertilidad es un problema de la
pareja, por lo cual también se debe considerar la fertilidad de la mujer. Mas aun, una sola
prueba de disfuncion de gametos de un solo componente de la pareja no puede predecir el
resultado del tratamiento de fertilidad (Rex et al., 2017).

Es importante destacar que un obstaculo para mejorar las técnicas de tratamiento de muestras
de semen es la falta de conocimiento sobre la etiologia de la fragmentacion del ADN
espermatico. Por ello, una mejor comprensién de los procesos fisiopatolégicos de la infertilidad
masculina, se traducira en el desarrollo de mejores herramientas de diagnéstico clinico. En el
futuro se debe continuar la integracién y validacion de datos para el desarrollo de
biomarcadores de infertilidad clinicamente utiles para ayudar en el diagnéstico, tratamiento y

asesoramiento de la infertilidad masculina de manera mas personalizada.

Como muestran numerosos autores, un punto destacable del sistema microfluidico es que se
asemeja mucho al sistema natural de seleccion espermatica en el tracto reproductor femenino
en comparacion con las técnicas convencionales (Parrella et al., 2019). Por ello, se presenta
como el sistema mejor desarrollado para tratar muestras de semen y esto ha provocado que
cada vez mas laboratorios de andrologia lo estén adoptando en la practica habitual. Este
hecho, ha contribuido a la validacion del sistema microfluidico, la cual es un proceso continuo y

dinamico que va adquiriendo consistencia en la medida que se reportan mayor numero de
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resultados obtenidos de los experimentos publicados. Es por esto que el presente trabajo suma

conocimiento para realizar esta validacion.

Finalmente, en futuros experimentos se tratara de comparar estos métodos de separacion
espermatica para disminuir la fragmentacién de semen descongelado. Este tipo de muestras de
semen presentan un notable aumento en la fragmentacion del ADN espermatico producto de la
técnica de congelamiento propiamente dicha (Riva et al., 2018). Por otra parte, existe otro
campo de investigacidon muy interesante que es el de combinar las técnicas, por ejemplo,
realizar un gradiente de densidad y luego utilizar el sistema microfluidico sobre la muestra

obtenida o hacer lo mismo luego de swim-up.
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CONCLUSION

Como conclusion se puede decir que:

e Se ha comparado con éxito el efecto de las tres técnicas de separacion de
espermatozoides (gradiente de densidad, swim-up y sistema microfluidico) sobre los
niveles de fragmentacion del ADN espermatico.

e Se ha demostrado que el gradiente de densidad es la técnica que provee muestras con
mayor concentracién espermatica y movilidad progresiva, siendo ésta la técnica mas
adecuada para el procesamiento de semen para inseminacion artificial.

e Se ha demostrado que la técnica de swim-up presenta una mayor disminucién de la
fragmentacion del ADN espermatico al compararlo con el gradiente de densidad.

e Se ha determinado que la técnica de separacidon espermatica mediante sistema
microfluidico es la mas eficiente para reducir los niveles de fragmentacion del ADN
espermatico, llevando los mismos a valores cercanos a 0%. Por ello, se la propone
como la técnica mas adecuada para procesar muestras de semen para tratamientos de
alta complejidad: FIV o ICSI.

e Si bien la técnica de swim-up no seria la primera eleccién para procesar muestras de

semen para alta complejidad, ha mostrado un buen nivel de eficacia.
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APENDICE

Datos recolectados en el Experimento 1.

EXPERIMENTO 1

FRESCO POST SWIM-UP (Vol: 400 pl) POST GRADIENTE (Vol: 400 pl)

N° Volumen | Concentracién| Spz totales | Progesivos | Insitu | Inméviles | Concentraciéon | Progesivos | Progesivos Fragmentacion | Concentracion | Progesivos |Progesivos| Fragmentacion
(ml) (mill) (mill) (%) (%) (%) (mill) (%) totales (%) (%) (mill) (%) totales (%) (%)
1 2,8 86 240,8 53 4 43 70 95 26,6 16 40 100 16 10
2 2,3 36 82,8 56 3 41 50 90 18 20 30 95 11,4 11
3 2,7 49 132,3 35 5 60 30 95 11,4 16 20 100 8 8
4 21 38 79,8 31 2 67 40 90 14,4 13 30 95 11,4 9
5 1,5 78 117 49 4 47 60 95 22,8 15 20 100 8 7
6 2,2 97 213,4 59 4 37 80 95 30,4 14 30 100 12 9
7 2,5 65 162,5 59 3 38 100 90 36 16 50 95 19 10
8 3,5 37 129,5 49 2 49 40 90 14,4 12 30 95 11,4 8
9 29 22 63,8 57 3 40 30 90 10,8 10 20 95 7,6 9
10 2,7 56 151,2 46 1 53 90 90 32,4 13 40 95 15,2 8
11 41 74 303,4 63 2 35 50 90 18 21 30 95 11,4 13
12 3,1 96 297,6 37 2 61 30 95 11,4 22 20 100 8 13
13 3,1 72 223,2 39 1 60 40 90 14,4 14 30 95 11,4 6
14 2,8 61 170,8 53 2 45 50 100 20 21 30 100 12 7
15 3,5 43 150,5 53 3 44 40 95 15,2 28 30 100 12 8
16 3,2 52 166,4 49 4 47 90 100 36 23 50 100 20 12
17 21 78 163,8 42 2 56 40 95 15,2 28 30 100 12 7
18 1,5 39 58,5 28 3 69 60 95 22,8 19 30 100 12 10
19 2,5 83 207,5 53 1 46 70 100 28 24 30 100 12 9
20 3,7 87 321,9 55 1 44 80 100 32 22 40 100 16 8
21 3,9 37 144,3 42 3 55 80 95 30,4 21 40 100 16 8
22 3,3 87 287,1 56 2 42 100 100 40 20 30 100 12 12
23 41 52 213,2 38 2 60 80 100 32 26 40 100 16 9
24 3,1 82 254,2 53 1 46 80 100 32 24 30 100 12 8
25 3,2 69 220,8 52 4 44 90 100 36 23 40 100 16 9
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Datos recolectados en el Experimento 2.

EXPERIMENTO 2

FRESCO POST SWIM-UP (Vol: 850 pl) POST ZYMOT (Vol: 850 pl)
N° Vol. Concentra- | Spz totales| Progesi- |Insitu|Inméviles | Fragmenta-| Concentra- | Progesi- Progesivos Fragmenta- | Concentra- Proges- Progesivos Fragmenta-
(ml) cion (mill) (mill) vos (%) (%) (%) cion (%) cion (mill) vos (%) totales (%) cion (%) cion (mill) ivos (%) totales (%) cion (%)
1 1.8 93 167,4 22 1 77 23 20 100 17,0 9 3 100 2,6 1
2| 3,2 110 352,0 42 2 56 21 35 95 8,5 11 10 100 8,5 2
3 2,8 130 364,0 35 1 64 30 25 100 8,5 4 10 100 8,5 1
4 2,8 125 350,0 38 1 61 27 50 95 12,8 7 25 100 21,3 1
5[ 1,8 20 36,0 12 2 86 24 8 100 17,0 9 1 100 0,9 1
6| 3,8 108 410,4 41 1 58 23 40 100 17,0 10 20 100 17,0 1
7|1 2,8 150 420,0 16 1 83 28 10 95 17,0 8 1 100 0,9 1
8| 3,2 116 371,2 48 1 51 29 15 95 12,8 8 10 100 8,5 1
9| 2,5 115 287,5 42 1 57 30 10 95 8,5 11 5 100 4,3 3
10 2,9 115 333,5 39 1 60 23 20 95 17,0 8 15 100 12,8 1
1] 2,5 110 275,0 51 2 47 25 15 95 12,8 11 10 100 8,5 1
12| 2,4 108 259,2 52 1 47 26 10 100 8,5 12 5 100 4,3 1
13| 3,2 108 345,6 42 1 57 25 10 95 8,5 11 10 100 8,5 1
14| 3,1 106 328,6 42 2 56 24 15 100 12,8 11 5 100 4,3 1
15[ 3,1 102 316,2 37 3 60 24 15 100 12,8 9 8 100 6,8 1
16| 2,8 100 280,0 39 1 60 27 20 100 17,0 8 15 100 12,8 1
17| 2,5 100 250,0 35 1 64 26 15 100 12,8 7 10 100 8,5 3
18| 2,5 100 250,0 42 1 57 29 20 100 17,0 11 20 100 17,0 1
19| 2,7 93 2511 37 1 62 26 20 100 17,0 8 15 100 12,8 1
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