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Breve resumen historico

-Congelacion espermatozoides (SPALLANZANI)
1776 en la nieve

- POLGE en 1949 descubre el glicerol como
crioprotector

- En 1953 primer nacimiento con semen congelado

- 1970 primeros bancos de semen



ES IMPRESCINDIBLE CONOCER LA
BIOLOGIA DE LA CRIOPRESERVACION



Biologia de la criopreservacion

1.- Formacion de cristales de hielo extracelulares (-52C)

2.- Incremento en la concentracion de todos los solutos de la
fase liquida.

3.- Se favorece la difusion osmotica de agua al interior
celular

4.- La presion de vapor del agua superenfriada es mayor
qgue la del hielo, y crea una fuerza que promueve el
movimiento del agua hacia fuera (-15 a —802C).

S

Deshidratacion



Biologia de la criopreservaciéon

El principal problema para todas las céelulas
es la muerte celular debido a:

> S

Osmolaridad del Cristales de hielo
medio




Para paliar los efectos de la congelacion:



Velocidad de deshidratacion






Crioprotectores penetrantes

-Pasan a traves de la membrana celular
-Ejercen una accion de desplazamiento de agua
-Impiden la entrada de agua

-Se forman menos cristales de hielo
-Citotoxicos a altas concentraciones

-DMSO (dimetilsulfoxido)
-PROH (propanodiol)

Glicerol




Descongelacion: Rehidratacion

Es el proceso inverso a la deshidratacion.
Debe realizarse lentamente, por pasos,

llevando la célula a concentraciones cada
vez mas bajas de crioprotector.




Descongelacion: Rehidratacion

Si la concentracion de crioprotector
en el medio es demasiado baja,
aumentara la osmolaridad, y la
celula se hinchara y lisara.



Crioprotectores NO penetrantes

- ES una proteccion extra frente al hinchamiento de la
célula durante la rehidratacion.

- Anadiendo una sustancia no penetrante, se aumenta
la osmolaridad.

Sacarosa

Dextrano
Yema huevo




Congelacion de espermatozoides



MINISTERIO
DE SANIDADY CONSUMO

19625 REAL DECRETO 1301/2006, de 10 de noviem-
bre, por el que se establecen las normas de
calidad y seguridad para la donacion, la obten-
cion, la evaluacion, el procesamiento, la pre-
servacion, el almacenamiento y la distribucion
de células y tejidos humanos y se aprueban las
normas de coordinacion y funcionamiento
para su uso en humanos.




Fertil Steril. 2008 Feb 2

Jevendran RS, Acosta VC, Land S, Coulam CB

Cryopreservation of human sperm in a
lecithin-supplemented freezing medium

The use of epe volk and serum albumin as additive diluents for human sperm cryopreservation is routing, But
because both diluents are of animal origin, they potentially may introduce microbial agents to the sample. To
reduce the risk of contamination, the crvoprotective property of phospholipids extracted from lecithin was
evaluated and found to be effective when supplemented with dimethy] sulfoxide and glycerol. (Fertil Steril®
2008 H: 0 -W. ©2008 by American Society for Reproductive Medicine. )


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jeyendran%20RS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Acosta%20VC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Land%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coulam%20CB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1

The DNA integrity of cryopreserved spermatozoa
separated for use in assisted reproductive technology
IS unaffected by the type of cryoprotectant used bhut is
related to the DNA integrity of the fresh separated
preparation

Laura Kelly Thomson, B.Med Sc.,” Steven Denis Fleming, Ph.D." Lauren Schulke, M.Med.,*
Katrinag Barone, B.5c..” Julie-Anne Zieschang, M. Med.,” and Anne Melton Clark, M.P.5., MB.C.H.B.,
FRCOG, FRANZCO.G, CREL

* Fertility First, Hurstville; and * Departument of Obstetrics and Gynecology, Westmead Hospital, University of Sydney, Sydney,
Aunstralia

Fertility and Sterility® Vol. 92, No. 3, September 2009
Copyright ©2009 American society for Reproductive Medicine, Published by Elsevier Inc.




Comparison of different cryoprotectants.

Mean length Mean frozen-
of sexual Mean prefreeze thawed
Mean age, abstinence, fragmentation, fragmentation, Mean
Cryoprotectant n years days %o % difference P
SpermCryo 40 36.7 3.3 24.7 31.3 6.6 .002
All-round
SpermCryo 40 35.1 2.8 241 348 10.7 < .001
medium
Freezing medium 40 38.4 2.9 22.8 29.5 6.7 < .001
with TYB
Quinn’s Advantage 40 37.4 3.2 23.2 28.9 5.8 .009
Sperm Freeze
MediCult 40 38.8 2.9 27.7 345 6.8 < .001
CryoSperm
MediCult 40 38.9 3.3 25.2 293 4.1 .066
Sperm
Freezing
Medium
Fertipro 40 37.7 2.9 26.3 309 4.6 027
SpermFreeze
MNone 40 36.2 2.9 28.9 34.7 6.8 .003

Thomgon Cryop retectanrs and sperm DINA integring. Ferril Sreril 206009,










Congelacion de espermatozoides



Métodos de congelacion

-Criocongeladores i Pajuelas
Criotubos

-Vapores de LN2 — Pajuelas

-Hielo seco —Criotubos



Pildoras

Pajuelas

Criotubos




Planer



Cryologic



Cada método debe adaptarse a:



Nagasa y Niva, 64; Vazquez 83




Congelacion de espermatozoides

TEST-Yolk (CRIOSPERM)

TEST

TRIS

Glucosa

Yema de huevo (20%)
Penicilina/estreptomicina
Glicerol (6,5%)



Congelacion de espermatozoides
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1.- Dilucién con el crioprotector volumen/volumen



Congelacion de espermatozoides

2.- Preparacion de la nieve carbodnica



Congelacion de espermatozoides

3.- Preparacion de los orificios
de la nieve carbonica



Congelacion de espermatozoides



Congelacion de espermatozoides

5.- Insercion de las pildoras en los criotubos



Congelacion de espermatozoides



La descongelacion deberia realizarse a 37°C
cuando se congela en vapores 0 nieve
carbonica, y a 22° C cuando se realiza con

un criocongelador.

Verheyen et al Human Reprod 8, 1992



CBS™ High Security Straw



CBS™ High Security Straw




MAPI
























Abstracts of the 20th Annual Meeting of the ESHRE, Berlin, Germany, 27-30 June 2004

P-404 Effects of thawing procedure on post-thaw motility, sperm
nuclear DNA fragmentation and sperm membrane integrity of human
spermatozoa

S. Cortes, S. Agustin, M. Gago, E. Ovejero, L. Gonzalez-Viejo,
R. Nunez-Calonge, P. Caballero
Clinica Tambre, Reproduction Unit, Madrid, Spain




1) Sacar el canister 1 sola vez y descongelar 2 pildoras
2) Sacar el canister 50 veces y descongelar 2 pildoras

3) Sacar el canister 100 veces y descongelar 2 pildoras
4) Sacar el canister 200 veces y descongelar 2 pildoras

5) Sacar el canister 400 veces y descongelar 2 pildoras



Resultados:

Grafico 1: Porcentaje de espermatozoides con movilidad
progresiva observada tras la descongelacion a diferente
numero de cambios de temperatura




Gráfico1

		1

		50

		100

		200

		400



Movilidad

44

40.8

33.1

33.7

30



Sheet1

				1		50		100		200		400

		Movilidad		44		40.8		33.1		33.7		30






Grafico 2: Porcentaje de espermatozoides vivos observado
tras la descongelacion a diferente nimero de cambios de
temperatura
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Grafico 3: Porcentaje de espermatozoides con enddsmosis
positiva observado tras la descongelacion a diferente numero
de cambios de temperatura
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IMPACTO DE LA TEMPERATURA DE
DESCONGELACION DE SEMEN , EN LA
VIABILIDAD ESPERMATICA

E. Ovejero, S. Cortés, S. Agustin, M. Gago, R. Nunez, P. Caballero




Descongelacion de 2 pildoras en cada caso:

—
— 0

— 0

esconge
esconge
esconge

acion a Temperatura ambiente
acion a 37°C durante 2 minutos
acion 60°C durante 20 segundos

Determinacion de movilidad a+b (mediante
sistema SCA 2002)

Determinacion integridad nuclear (naranja de
acridina)

Determinacion de la integridad de
membrana (HOS test)



Resultados:

% % vitalidad % endosm.
movilidad
T2 amb 38,28 55,78, 59,32 ol p<
+ 37°C 41,62 63,32 64,96 0.05
+ 60°C 42,6 65,62 63,82



Fertility and Sterility® Vol. I, No. 1, H 2009
Copyright ©2009 American Society for Reproductive Medicine, Published by Elsevier Inc.

The effect of repeated freezing and thawing on human
sperm DNA fragmentation

Laura Kelly Thomson, B.Med.Sc.,* Steven Denis Fleming, Ph.D.,” Katrina Barone, BSc.,*
Julie-Anne Zieschang, M.Med.,” and Anne Melton Clark, MPS, MBCHB, FRCOG, FRANZCOG, CREF



Comparison between computerized slow-stage and
static liquid nitrogen vapour freezing methods with
respect to the deleterious effect on chromatin and
morphology of spermatozoa from fertil and subfertile

mern. Hammadeh et al,
Intern Journal of Andrology, 2001.

Es preferible utilizar sistemas
de congelacion lentos



JBRA Assisted Reproduction 2018;22(4):331-337 L. .
doi: 10.5935/1518-0557.20180060 Or|g|na| article

Comparative analysis between slow freezing and ultra-rapid freezing
for human sperm cryopreservation

Natali S. Rival, Claudio Ruhlmann?, Rocio S. Iaizzo!, Carla A. Marcial Lopez!, Alejandro Gustavo Martinez!

1Fertilidad San Isidro, Buenos Aires, Argentina

CONCLUSION

The present data indicated that ultra-rapid freezing of
human sperm with non-permeable cryoprotectants, re-
ferred to herein as ultra-rapid freezing, might be a more
effective and safer alternative to the slow freezing tech-
nique currently in use,



Association between freezing agent and acrosome
damage of human spermatozoa from subnormal and
normal semen.

Hammadeh et al
Andrologia 2001.

Se recomienda el uso del tampon TEST-yolk
como crioprotector frente a los efectos
deletéreos de la congelacion y descongelacion
de semen.



Cryopreservation of human semen and
prepared sperm: effects on motility
parameters and DNA integrity.

Donnelly et al,
Fertil Steril 2001.

La congelacion de semen con el plasma
seminal mejora la movilidad e integridad del
ADN post descongelacion.







Influencia del tiempo y material empleado en |a
descongelacion de semen sobre la movilidad
espermatica.

S.Cortés y col, 2001




% Movilidad progresiva en distintos donantes tras la
descongelacion de semen en tubos de vidrio y de plastico.

P<0,05
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Efectos de la congelacion en los espermatozoides:



Movilidad post-descongelacion

* La movilidad es el parametro espermatico que mas se
afecta, (34 -76%) aunque no se relaciona con la fertilidad.

* La velocidad es el parametro cinético que menos se ve
afectado (24 - 32%). (MacLughiin, 92.)



Las diferencias de tasa de fecundacion entre
semen fresco y congelado estriban

EN LA CAPACITACION ESPERMATICA



% Espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado durante 24 hr
de capacitacion en semen caprino.

E
g
g
C

S.Cortes, 96




Los espermatozoides congelados
sufren antes la reaccion acrosomica



Sperm deoxyribonucleic acid fragmentation dynamics
in fertile donors

Jaime Gosdlvez, M.D..* Elva Cortés-Gutierez, Ph.D..® Carmen Lopez-Ferndndez, Ph.D."
José Luis Ferndndez, M.D..* Pedro Caballero, M.D..* and Rocio Nuiiez, M.D."
*Department of Biology, Genetics Unit, Universidad Auténoma de Madrid (UAM), Madnd, Spain; ® Department of Genetics,
Northwest Research Center of Biology, Mexican National Institute for Health, Monterrey, Mexico; © Seccion de Genética y
Unidad de Investigacion, Complejo Hospitalario Universitario Juan Canalejo, A Coruiia, Spain; and “ Clinica Tambre,
Madrid, Spain
Conclusion(s): Sperm DNA fragmentation occurs rapidly after thawing, and it 1s an important cause of the rapid
decline of sperm quality. Thus, the use of sperm samples as quickly as possible after thawing is highly recommen-
ded in clinical practice. Different sperm DNA fragmentation dynamics among individuals were observed. (Fertl
Steril® 2008; l: 1l -MW. ©2008 by American Society for Reproductive Medicine.)










Resultados

Analisis estatico

Desde un punto de vista
estatico, sin tener en cuenta el
momento en el que ha sido
procesada la muestra, el
resultado de las 480
determinaciones de
fragmentacion del ADN es de un
43,22 %

No encontramos diferencias
significativas entre las muestras en
fresco y las capacitadas con
gradientes (43,68 vs 42,75 p:0,660)
o entre las conservadas a
temperatura ambiente y a 372C
(41,93 vs 44,50 p:0,221)
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				Para cambiar el tamaño del intervalo de datos de gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del intervalo.






La dinamica de fragmentacion de los cuatro grupos estudiados

es similar en su comportamiento
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Cryobiology. 2017 Feb:74:1-7_ doi: 10.1016/.cryobiol.2016.12.002. Epub 2016 Dec 9.

Effects of cryopreservation on the epigenetic profile of cells.
Chatterjee A', Saha D', Niemann H?, Gryshkov 01, Glasmacher B3, Hofmann N'.

# Author information

Abstract

Effective cryopreservation protocols are essential for long-term storage of cells and their subsequent clinical application. Freezing protocols
are generally considered as safe; however, putative effects on epigenetic marks have not yet been studied in detail. While post-thaw cell
survival rates have been used to evaluate the success of cryopreservation protocols, increasing evidence suggests that freezing may be
associated with deviations from the physiological epigenetic marks with putative long-term effects on the cells and/or their derivatives. A
better understanding of the underlying mechanisms would be beneficial for improving safety and effectiveness of freezing protocols. The
purpose of this review is to provide current information regarding epigenetic alterations (DNA methylation and histone modification patterns)
associated with cryopreservation.










Efectos de la criopreservacion de semen en la descendencia

 La baja calidad de los espermatozoides criopreservados no
afecta a la los embarazos tras ICSO (Kuczynski et al., 2001).

e |n arecent study, embryo quality and blastocyst
formation were negatively affected by cryopreserved
spermatozoa injected into oocytes (Braga et at, 2015).






Cuando congelar semen



Azoospermia obstructiva

Espermatozoides epididimarios:

9e procesan de la misma forma que una
mugsira de samen ayaculado.




Congelacion espermatozoides testiculares

Pregnancy after use of frozen-thawed
testicular spermatozoa by using
intracytoplasmic sperm injection.



Procesamiento de las biopsias de testiculo

a) Condiciones de los
espermatozoides

b) Preparacion de las biopsia




Espermatozoides de testiculo

e Aislamiento de tejido
testicular

e|ncubacion previa
eCongelacion en pildoras
eDescongelacion
eCultivo en placa de ICSI




Congelacion de las biopsias de testiculo

/ ‘

. L e [ 4
I Centrifugacion

S — Incubacion
aca Petri 2009 r.p.m 372C, CO,,
5 minutos 1 hr.

Congelacidén en pildoras




Morfologia espermatica a lo largo del tiempo
en la suspension de microgotas.
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Las morfoanomalias, en
realidad, se refieren a
espermatozoides
inmaduros: presencia
de gota citoplasmatica
y anomalias de S.1.
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Light and electron microscopic
analysis of human testicular
spermatozoa and spermatids from
frozen and thawed testicular
biopsies.

Nogueira et al
Hum Reprod 14/8, 1999

- Con M.E. : lesiones en la cabeza y acrosoma.
- Se afectan mas los espermatozoides que espermatides



Optimizacion de la congelacion de
espermatozoides de testiculo






.... Como en el trabajo
de Nogueira y cols,
mejores resultados si se
congelan
espermatozoides menos
maduros













Pautas para la utilizacion de
espermatozoides de biopsia de testiculo (I)

1. Biopsia de testiculo antes del ICSI con A.P.
2. Si hay espermatozoides, congelarlos
3. Si no se encuentran espermatozoides

moviles, pero hay suficientes, congelar
igualmente la muestra.



Pautas para la utilizacion de
espermatozoides de biopsia de testiculo (ll)

4. Congelacion en pildoras (selectiva)
5. Descongelar una pildora antes del ICSI

6. Incubacion post-descongelacion (minimo
2 horas)

7. ICSI cuando maximo de movilidad



Pautas para la utilizacion de
espermatozoides de biopsia de testiculo (I)

Si se utilizan espermatozoides de testiculo en fresco
para ICS/

1. Procesar la muestra e incubar al menos dos horas
(maduracion)
2. Incubar en microgotas

3. Congelar el resto de la muestra



GRACIAS

rocioncalonge@gmail.com
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