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RESUMEN
Objetivo: Comparar la sobrevida y la movilidad de espermatozoides incubados en medios HAM’S-F10
y G-1VF.
Meétodos: Estudio prospectivo. Se incubaron submuestras de espermatozoides recuperados por gradientes
de densidad de 31 hombres normospérmicos, en los medios respectivos por 18 a 20 horas en una atmdosfera
de 5 % CO,. Posteriormente se evaluaron la sobrevida y la movilidad espermdticas. Las direfencias
encontradas se evaluaron mediante la t de Student para muestras apareadas con transformacion arcoseno.
Ambiente: Unidad de Fertilidad Unifertes, Clinica El Avila. Caracas, Venezuela
Resultados: La sobrevida y la movilidad progresiva espermdticas fueron significativamente mayores en
el grupo tratado con G-IVF (P<0,01). Consecuentemente, la media del porcentaje de espermatozoides
inmoviles fue significativamente menor (P<0,01).
Conclusion: La sobrevida y la movilidad progresiva en espermatozoides incubados con G-IVF fueron
significativamente mayores que con HAM’S-F10.
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ABSTRACT
Objective: To compare survival and motility of sperm incubated in HAM’S-F10 and G-IVF media.
Methods: Subsamples of motile sperm recovered by density gradients of 31 normospermic men were
incubated in each medium for 18-20 hours in 5 % CO, atmosphere. Subsequently, sperm survival and

motility were assessed.

Setting: Unidad de Fertilidad Unifertes, Clinica El Avila. Caracas, Venezuela

Results: Average sperm survival and progressive motility were significantly higher in G-IVF (P<0.01).
Consequently, average percentage of immotile sperm was significantly lower (P<0.01).

Conclusion: Sperm survival and progressive sperm motility were significantly higher in G-IVF medium

than in HAM’S-F10.
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INTRODUCCION

La manipulaciéon de gametos masculinos en las
técnicas de reproduccion asistida (TRA) requiere
condiciones que garanticen lamovilidad,la vitalidad,
lasobreviday lacapacidad fecundante de los mismos.
Entre estas condiciones se encuentran la temperatura,
lavelocidad de centrifugacion,el factor de dilucién,los
medios de cultivo, los suplementos y lano exposiciéon
a materiales potencialmente téxicos (1).

Para que los espermatozoides puedan llevar acabo
su maduracién final o capacitacién (capacidad de
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fecundar al ovocito) deben ser separados del plasma
seminal (ya que éste posee factores decapacitantes)
y resuspendidos en medios de cultivo. Estos
son soluciones nutritivas que pueden contener
sales inorgdnicas, piruvato, glucosa, vitaminas,
aminodacidos, entre otros compuestos, y pueden ser
preparados en el laboratorio,aunque generalmente son
adquiridos listos para su uso,debido a que garantizan
un mejor control de calidad (2).



MOVILIDAD ESPERMATICA

Los medios de cultivo usados inicialmente en
TRA fueron aquellos que habian sido disefados
para incubar células somaéticas (por ejemplo HAM’S
F-10, y Earle’s), o para cultivarlas, y que fueron
adaptados posteriormente para fecundacién in vitro
(FIV) o cultivo embrionario en animales (por ejemplo
Tyrode’s, T6 o WM). Otros medios mds recientes
fueron desarrollados especialmente para la FIV, en
base a la composicion conocida de los fluidos de las
trompas y del ttero.

Los medios de cultivo se pueden clasificar en
simples y complejos. Los medios simples son
soluciones de sales balanceadas con fuentes de energia,
por ejemplo: Earle’s, Tyrode’s, T6, WM1, Pool’s P1,
Quinn’s HTF, Gardner’s G1. Los medios complejos
contienen ademads de estos compuestos,aminoacidos,
vitaminas y otros cofactores, por ejemplo: HAM’S
F-10, Menezo’s B2 and B3 media, Eagle’s modified
essential medium (MEM), Behr’s Blastocyst Medium.

La presencia de bicarbonato y albimina en
la formulacién de los medios para TRA resulta
fundamental para el proceso de capacitacién
espermética. El flujo de bicarbonato hacia el
interior del espermatozoide promueve la activacién
de la adenilciclasa generando un incremento en la
concentracion de AMPc, actuando este ultimo en
la via de sefializacién de la capacitacién. Por otro
lado, la albimina se encuentra presente in vivo en
el moco cervical y es conocida por la remocién
de colesterol de la membrana espermatica, lo que
desencadena un cambio en su estructura y potencial
i6nico favoreciendo la exposicién de proteinas
necesarias parala interaccién espermatozoide-ovocito
e iniciando la hiperactivacién espermatica (3).

Lamovilidad espermaéticaes un factor que depende
de la fuente energética que contenga el medio de
cultivo. Generalmente se afiade glucosa al medio,
siendo éstaimportante paralaFIV pero dafiina durante
el cultivo del cigoto (4).

Se ha documentado que algunos medios pueden
contener compuestos que pueden causar efectos
negativos sobre los gametos y los embriones (5-11).
Como ejemplo se tiene la hipoxantina en el medio
HAM’S-F10 (Cuadro 1), que estd asociada con la
generacién de cantidades excesivas de especies
oxigeno reactivas (5,11), lo cual se encuentra
directamente relacionado con la pérdida de la
movilidad espermatica (7).

Entre los nuevos medios para la manipulacién
de espermatozoides, que han sido formulados
especialmente para FIV, en base a la composicion
quimica de los fluidos de las trompas y del ttero, se
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encuentran los medios de laserie G5, especificamente
G-IVF (Cuadro 2).

Cuadro 1
Composicién del medio HAM’S-F10.

CaCl, (Anhidro)
CuSO, 5H,0
FeSO, 7TH,0

KCl1

KH,PO,

L-Alanina
L-Arginina HCI
L—Asparagina H,0
L-Acido aspértico
L—C/isteina HCIH,O
L- Acido glutdmico
L-Glutamina
Glicina

L- Histidina HCI H,O
L Isoleucina
d-Biotina

D-Ca Pantotenato
Choline Chloride
Acido félico
Hipoxaantina 2Na
Myo-Inositol

MgSO, (Anhidro)
NaCl

NaH,PO, (Anhidro)
ZnSO, 7TH,0

L-Leucina
L-Lisina HCI
L-Metionina
L-Fenilalanina
L-Prolina
L-serina
L-Treonina
L-Tript6fano
L-Tirosina 2Na 2H,O
L-Valina
Piridoxina
Riboflavina
Tiamina HC1
Timidina
Yitamina B,
Acido lipoico

Niacimadina
D-Glucosa Piruvato de sodio
Rojo fenol NaHCO,

Cuadro 2

Composicion del medio G-IVF.

Alanil-Glutamina
Cloruro de Calcio 2H20
Citrato

EDTA

7H20

Fructosa

Gentamicina

Glucosa

Glicina
L-Asparagina H20
L-Alanina
L-Aspartato

L-Glutamato

L-Prolina

L-Serina

Salfato de magnesio

Cloruro de potasio
Sodium dihydrogen
orthophosphate
1-hydrate
Bicarbonato de sodio
Lactato de sodio
Piruvato de sodio
Taurina
Agua para inyeccién

Elmedio G-IVFesun medio complejo que contiene

EDTAYy alanil-glutamina. Laincorporaciénde EDTA
en G-IVF ha representado un avance significativo
en la disminucién del dafio ocasionado por especies

43



Y MENDEZ L, ET AL

oxigeno reactivas (ROS) a los gametos (5). Por otro
lado, la presencia de amonio en el medio de cultivo
puede reducir la movilidad, la vitalidad y la reaccion
acrosOmicaespermaticas (10). Conel fin de disminuir
la concentracién de amonio en el medio y evitar que
estos parametros espermaticos fueran alterados se
sustituy6 la glutamina por la alanil-glutamina en
G-1VF (6).

El objetivo del presente trabajo fue comparar el
efecto de los medios HAM’S-F10 y G-IVF sobre los
parametros movilidad y sobrevida espermaticas, dos
de los indicadores del potencial fecundante.

METODOS

Obtencion de la muestra

Es un estudio prospectivo y descriptivo. Las
muestras seminales se obtuvieron de 31 hombres
normospérmicos que acudieron al Laboratorio de
Andrologia de la Unidad de Fertilidad Unifertes
(Caracas, Venezuela). Latomade las muestras se hizo
por masturbacién luego de 3 a 5 dias de abstinencia
sexual.

FElanalisis seminal incluyé evaluaciéndel volumen,
el pH y la viscosidad seminales, la concentracién, la
movilidad,lamorfologia,yla viabilidad espermaticas,
bajo los pardmetros establecidos por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).

Valoracion de la sobrevida espermatica y patrones de
movilidad

Las muestras de semen procesadas mediante
gradientes de densidad se dividieron en dos alicuotas
o submuestras: 200 000 espermatozoides moviles
se resuspendieron en un tubo de ensayo con 1 mL
de medio HAM’S-F10 y un nimero igual en otro
tubo con 1 mL de medio G-IVF (Vitrolife, Suecia).
Los medios fueron previamente suplementados con
HSA 0,5 % y equilibrados en una atmésfera de 5 %
CO, a 37°C.

Luego,los tubos con las suspensiones espermaticas
fueron incubados a una atmésferade 5 % CO, a 37°C
por 18-20 horas vy, tras sacarlos de la incubadora, se
procedié a colocar 40 L de cada una de las muestras
en un portaobjetos para evaluar la sobrevida y los
patrones de movilidad espermaéticos.

Para la valoracion de la sobrevida espermaética
fueron evaluados 100 espermatozoides por muestra,
clasificdndolos en méviles e inmoéviles. Mientras que
la valoracién de los patrones de movilidad se basé en
el conteo de 100 espermatozoides por muestra y su
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clasificacion en progresivos (rdpidos y moderados),
lentos, moéviles in situ € inmodviles

Analisis estadistico. Laevaluaciéndelasobrevida
espermadticase realizé auna poblaciénde 31 pacientes,
mientras que los patrones de movilidad se evaluaron
en 18 pacientes. El andlisis estadistico se basé en
una comparacion de las medias de las submuestras
utilizando t de Student para muestras apareadas con
transformacién arcoseno,aunnivel de significanciade
P<0,05,realizado con el paquete estadistico SAS (12).

RESULTADOS

Lasobrevidaylamovilidad progresivaespermaticas
fueron significativamente mayores en el grupo tratado
con G-IVF (P<0,01).

Se observo que el grupo tratado con HAM’S-F10
presenté una mediade 71,9 % de sobrevida, mientras
que con G-IVF se obtuvo una media de 74,7 %
(Figura 1).

Evaluacién de la sobrevida espermatica

100,
80
60-
40
20

m HAM'S-F10
B G-IVF

Sobrevida

Figura 1.Comparacién de lasobrevidaespermatica después
de laincubacién en medios HAM’S-F10y G-IVF (P<0,01)

Lamovilidad progresivaespermatica (Figura?2) fue
significativamente mayor al incubar en medio G-IVF,
obteniéndose una media de 62 % de espermatozoides
moéviles progresivos con G-IVFy de 50 % con HAM”S
F-10 (P<0,01).

Nohubodiferencias significativas entre las medias
de espermatozoides con movilidad lenta e in situ
entre tratamientos.

La media de espermatozoides inmdviles para
G-IVF (17 %) fue significativamente menor que la
obtenida para HAM’S-F10 (23 %; P<0,01).
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MOVILIDAD ESPERMATICA

% de Movilidad espermatica
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Figura 2. Comparacién de los patrones de movilidad espe-
rmatica después de la incubacién en medios HAM’S-F10
y G-IVF (*, ** P<0,01)

DISCUSION

Lasobrevidaylamovilidad progresivaespermaticas
fueron significativamente mayores en el grupo tratado
con G-IVF. Consecuentemente, el porcentaje de
espermatozoides inméviles fue significativamente
menor en este grupo también. Tales variaciones en la
sobreviday los patrones de movilidad son atribuibles
ala composicién de los medios de cultivo estudiados.

La hipoxantina es una forma metabdlica de las
purinas que forma parte de la composicién del medio
HAM’S-F10. Dicha molécula pudo jugar un papel
fundamental en la baja movilidad progresiva en las
muestras tratadas con HAM’S-F10. La hipoxantina
aumenta la produccion de especies de oxigeno
reactivas (5,11), lo cual se encuentra directamente
relacionado con pérdida de la movilidad espermatica
(7), aunque el HAM’S-F10 contiene 4cido lipoico,
considerado el antioxidante de los antioxidantes.

Por su parte, el medio G-IVF contiene elementos
diferentes a los del HAM’S-F10 que pudieron influir
notoriamente en la movilidad espermatica. Entre
estos se encuentran el EDTA, la taurina, el lactato
de sodio y la alanil-glutamina.

El EDTA actia como un agente quelante del
hierro y de cationes divalentes de metales pesados,
que pueden provenir en trazas como contaminantes
en los medios y de los plasticos. La quelacién de
hierro contribuye a una menor generacién de ROS,
asi como también mantiene la actividad enzimdtica
de la adenil ciclasa la cual genera AMPc (5).
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La taurina es una molécula antioxidante que se
encuentra presente en espermatozoides de mamiferos
y en el tracto reproductivo, siendo esencial para la
capacitacion y movilidad de los espermatozoides, as{
como parala fertilizacion y el desarrollo embrionario
temprano (8).

El lactato de sodio junto con el piruvato de sodio
son utilizados como sustratos para la obtencién de
energia en forma de ATP, necesaria para la movilidad
de los espermatozoides especialmente para la
hiperactivacion flagelar (9).

Otro factor importante a considerar en la
formulacién de medios para TRA es disminuir la
formacién de amonio ya que, se ha demostrado que
la presencia de amonio en el medio de cultivo reduce
lamovilidad, la vitalidad y la reaccién acrosémica en
los espermatozoides (10), asi como que también tiene
efectosnegativos en el desarrolloy en ladiferenciacion
de los embriones en cultivo, lo que puede alterar las
tasas de crecimiento fetal y la normalidad en una
concentraciénde 300 ymoles/L.. Ademds,lapresencia
de amonio afecta el metabolismo del embrién, el pH,
la regulacién y la expresion génica (lo cual puede
estar asociado a los riesgos de la FIV: nacimientos
con bajo peso y malformaciones como los sindromes
de Angelmans y Beckwith Wiedemann) (6).

El principal componente de la concentracién de
amonio en los medios proviene de la desaminacién
de los aminodacidos presentes en el medio, una vez
que éste es incubado a 37°C (6). El aminodcido mas
1abil es la glutamina y estd presente en el medio
HAM’S-F10; en cambio en el medio G-IVF éste
es sustituido por el dipéptido alanil-glutamina. La
alanil-glutamina presenta la misma efectividad que
la glutamina, sin embargo no sufre desaminacion
a 37°C, por lo que se observa una disminucién de
la concentracién de amonio (6), que posiblemente
explique la alta movilidad progresiva observada en
las muestras tratadas con G-IVF en este trabajo.

La presencia de estos compuestos en el
medio G-IVF mejora la sobrevida y la movilidad
espermadticas. Pardmetros que son importantes en
el caso de la manipulacién de muestras de pacientes
oligoastenozoospérmicos, en los que un manejo
adecuado puede marcar la diferencia entre la
indicaciéon de FIV o inyeccién intracitoplasmatica
del espermatozoide (ICSI).

Por ultimo, trabajar con los mejores medios para
TRA esundeber paraaumentar la tasa de nacimientos
vivos y minimizar los riesgos de la FIV.
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