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RESUMEN

La adicién de suero, al medio utilizado en la pre-
paracién del semen para la fecundacion asistida,
permile mejorar la recuperacién de espermatozoides
méviles. En asle trabajo se compard el efeclo que
sobre la recuperacion espermalica puede tener el
uso de sueros provenientes de hombres o de muje-
res en distintas etapas de la vida. Se utilizé Ham's
F-10 como medio de cultivo enriquecido al 10% con
suero de hombres (M1), de mujeres en fase folicular
(M2, en fase litea (M3), embarazadas (M4),
menopausicas (M5) y con albimina bovina al 3%
(M6). También se estudié el efecto de sustituir el
Ham's F-10 por solucién salina (SS) a la cual se le
agregd suero en fase folicular al 25% (MO0). Once
muestras de semen, con parametros seminales nor-
males, se lavaron utilizando la técnica del doble la-
vado con migracion ascendente. Cada muestra fue
lavada y resuspendida en los diferentes tipos de
medios y el nimero de espermatozoides méviles re-
cuperados se evalud a las 2h. 4h, 6h, y 8h de
incubacién. Los resultados obtenidos muestran que
el porcentaje de espermatozoides recuperados no
fue diferente entre los medios preparados con sue-
ros diferentes (M1 a M5), con la albimina (M6) y
con la salina (MO). La recuperacion esperméatica dis-
minuyé proporcionalmente con el tiempo de incu-
bacion, pero no hubo diferencias entre los medios.
En consecuencia un medio tan simple como la S8,
enriquecido con suero de hombre o de mujer en cual-
quier etapa de su vida reproductiva puede ser utili-
zado en la preparacion de una muestra de semen.
Siendo la concentracion de estradiol (E), proges-
terona (P) y testosterona (T) muy diferente entre los
lipos de sueros utilizados se concluye que el tipo y
la concentracién de esteroides sexuales no afecta la
recuperacion espermatica, lo cual no implica, que los

esteroides puedan intervenir en eventos posteriores

como la reaccion acrosémica.

INTRODUCCION

La ausencia de hijos deseados se reporta en un

15% de las parejas. Cuando se estudian las causas

de la esterilidad se aprecia que en un 35% radica en
la mujer, otro tanto le corresponde al hombre, en el
20% se detectan alteraciones en ambos, y en el
10% no se descubre el motivo de la esterilidad. Du-
rante los Gltimos 30 anos los avances obtenidos en
el conocimiento de la fisiclogia reproductiva han
mejorado el diagndstico y el tratamiento de la esteri-
lidad; en un 90% de las parejas se puede definir la
causa y de éstos el 70% logra con éxito la solucién
del problema ('2).
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Entre las alternativas disponibles para solucionar
el problema de la pareja estéril esta la «fecundacién
asistida». Con este término se engloban una serie
de técnicas cuyo objetivo es el de facilitar la fe-
cundacién. La inseminacién artificial, ampliamente
utilizada en animales, se practlicé por primera vez en
humanos en 1780; puede realizarse intravaginal o
intrauterina (IU1), la ventaja leérica de la Ul sobre la
intravaginal es que en la IUl se puede aumentar ¢l
nimero de espermatozoides mdéviles que llegan al
sitio de la fecundacion, cuando el nimero o la movi-
lidad espermatica estan disminuidas, o cuando hay
problemas en el moco cervical(**%), En 1978(%), con
el primer nacido vivo, resultado de la fecundacion in
vitro y de la transferencia de embriones (IVF-ET), se
desarrollaron nuevas técnicas para facilitar la
fecundacion, tales como, la transferencia de gametos
en las trompas de Falopio("), la fecundacién de
6vulos a los cuales se les ha perforado la zona
pelicida(®) la transferencia de espermatozoides al
espacio perivitelino(*) y la macroinyecciéon del
espermaltozoide en el colema('?).

Uno de los pasos indispensables para realizar
cualquiera de las técnicas antes mencionadas es la
preparacién de la muestra de semen. En condicio-
nes fisioloégicas, una vez que el semen es deposila-
do en la vagina, los espermatozoides abandonan el
plasma seminal y comienzan a desplazarse a través
del tracto genital femenino hasta alcanzar el dvulo y
fecundarlo. El espermatozoide mévil se desplaza a
través de la glera cervical y el liquido intratubarico
para alcanzar el dvulo, sin embargo, para fecundar-
lo es necesario que el espermatozoide esté capaci-
tado; esto significa que el contacto del esperma-
tozoide con los diferentes tipos de liquidos presen-
tes en el traclo genital femenino, no sélo le permite
desplazarse sino que también lo capacita para pe-
netrar las envolturas del évulo y fecundarlo(*"'2),
La capacitacion es un fenémeno complejo durante
el cual, el espermatozoide sufre una serie de cam-

- bios subcelulares que se manifiestan por la adquisi-
cion de un tipo diferente de movimiento: esperma-
" tozoide «hiperactivo» y la capacidad de realizar la

reaccion acrosomica la cual culmina con la libera-
cién de las enzimas hidroliticas, la exposicion de la
membrana acrosomal interna y la modificacion del
segmento ecuatorial('*''%'¥)_ El conjunto de cam-
bios que se producen en el espermatozoide durante
su transito a lo largo del tracto genital femenino pue-
den serinducidos in vitro al eliminar el plasma seminal
y resuspender los espermatozoides en un medio
adecuado; de la composicion del medio dependen
el tiempo requerido para la capacitacién, el mante-
nimiento de la movilidad y el % de espermatozoides
que culminen la reaccién acrosémica ('7'%19.2021.22.2)
Se han descrito muchos medios cuya composicion
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varia desde lo mas simple como una solucion buffer
fosfato hasta los mas complejos como el Ham's F
10 alos cuales, es indispensable agregarle albimina
o liguido folicular o suero inactivado o liquido am-
niotico para mantener y estimular la movilidad del
espermatozoide e Inducir la capacitacion(®5-25
2re330): generalmente se recomienda el uso del
suero de la mujer en fase folicular, sin embargo, poco
se conoce acerca del efecto que pueda tener sobre
la movilidad espermatica el uso de sueros prove-
nientes de hombres o de mujeres en diferentes eta-
pas. Motivo por el cual, en este trabajo, se comparé
el efecto que puede tener un medio de cultivo enri-
quecido con sueros provenientes de hombres férti-
les, mujeres en fase folicular, en fase litea, meno-
pausicas y embarazadas sobre la recuperacién
espermatica.

MATERIALES Y METODOS
1. Reactivos:

Albdmina bovina y Lactato de sodio (Sigma
Chemical Co.); Medio liofilizado Ham's F-10, Penici-
lina y Estreptomicina (Irvine Scientific, Ca.): Cloruro
de sodio y Bicarbonato de sodio p.a. (Merck).

2. Obtencién de las muestras de sangre:

Los sueros utilizados para enriquecer el medio
con el cual se prepararon las muestras de semen se
obtuvieron de 38 donantes, con los cuales se con-
formaron 5 grupos: hombres con fertilidad probada
(8,H); mujeres cuyo periodo reproductivo se corres-
pondia con: fase folicular (8, F.F.); fase litea (10,
F.L.); embarazo (6, Em.) y menopausia 86 Mn). En
ayunas, se le extrajo a cada donante 12 ml de san-
gre venosa, se colocé en un tubo de vidrio sin
anticoagulante y se dejé 2 horas a temperatura am-
biente (T.A.). A continuacién se centrifugd la mues-
tra, 15 min. a 3.500 r.p.m. y el suero obtenido se
inactivo colocandolo en un bafio a 56°C durante 10
min. Tomando volimenes iguales de suero de cada
donante del mismo grupo se prepararon las mez-

clas de suero respectivas. Cada una de las mezclas -

se fraccioné y se congelé a -70°C.
3. Preparacion de los medios:

a. Medio Ham's F-10: el preparado comercial se
utilizo segun las indicaciones adjuntas. El contenido
del sobre se reconstituyd con agua destilada y se le
agregaron 1,2 g de bicarbonato de sodio, 0,08 g de
penicilina, 0,08 g de estreptomicina y 4 ml de lactato
de sodio; el volumen final se ajustd a 1 |. La compo-
sicion del medio se muestra en el anexo No. 1. Para
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enriquecer al medio se le agregd suero al 10% vy
luego se ajustd el pH a 7,4x0,2. Se prepararon 5
tipos de medios enriquecidos: M1 con la mezcla de
sueros de los hombres, M2 con la mezcla de sueros
de mujeres en F.F., M3 con la mezcla de sueros de
mujeres en F.L., M4 con la mezcla de sueros de
mujeres embarazadas y M5 con la mezcla de sue-
ros de mujeres menopausicas. El medio M6 se enri-
quecid con albdmina bovina al 3% (p/v) Tabla No. 1.

TABLA 1
MEDIOS UTILIZADOS PARA
LA RECUPERACION
ESPERMATICA
it COMPONENTES
SSF + Suero de Mujeres en
Mo Fase Folicular*
M, HAM'S F10 + Suero de Hombres
Fértiles*
M HAM'S F10 + Suero de Mujeres
2 en Fase Folicular*
M HAM'S F10 Suero de Mujeres en
3 Fase Liatea*
M HAM'S F10 + Suero de Mujeres*
4 Embarazadas
HAM'S F10 + Suero de Mujeres
M, Menopausicas*
M, HAM’S F10 + Albumina Bovina

SSF = Solucién Salina 0.9%.
* = Suero Inactivado.

b. Solucion salina fisioldgica al 0,9% (5.5.): la so-
lucion se prepard con 9 g de cloruro de sodio para 1
| de agua bidestilada. A partir de la 5.S. se prepara-
ron 2 soluciones enriquecidas con la mezcla de sue-
ros de mujer en F.F.; para lavar el semen, la concen-
tracion del suero fue del 10% vy la otra, para resus-
pender los espermatozoides lavados, se preparé con
suero al 25%. A las soluciones se les ajusté el pH 2
7.4+0.2,



4. Recoleccion y analisis de las muestras
de semen:

Las muestras estudiadas se obluvieron de do-
nantes fértiles con 3 a 5 dias de abstinencia sexual.
El espermograma se realizé una hora después de la
obtencion de la muestra y los parametros seminales
se determinaron siguiendo los criterios que recomien-
da el manual de laboratorio para el examen del se-
men de la Organizacion Mundial de la Salud(®). El
contaje y la movilidad espermatica se evaluaron uti-
lizando la camara de Mackler.

5. Lavado del semen:

La técnica utilizada fue la del lavado con migra-
cion ascendente, swim-up,(3¥33), Una alicuota del
semen (0,3 ml) se diluyé 1:10 con el medio, se mez-
clé y se centrifugd a T.A durante 7 min con una fuer-
za centrifuga de 500 g. Inmediatamente después se
aspird el sobrenadante y se repitié el lavado. El pre-
cipitado se resuspendit en 0,3 ml de medio; se agi-
6 suavemente y se incubd a 34+2 *C durante 8 ho-
ras. Gada 2 horas se tomd una alicuota del medio en
la cual se determiné el nimero de espermatozoides
mdviles. Cada muestra de semen se procesé simul-
taneamente con los medios que se estaban evaluan-
do. El % de recuperacion se calculd: dividiendo el
numero de espermatozoides moviles recuperados en
cada intervalo de liempo estudiado, entre el numero
de espermatozoides méviles presentes en el semen
antes del lavado, el resultado se multiplicé por 100.

6. Determinaciones hormonales:

Los niveles de estradiol (E), de testosterona (T) y
de progesterona (P), presentes en las 5 mezclas de
sueros se cuantificaron por radicinmunoensayo, uli-
lizando los estuches comerciales de Rodioassay
Systems Laboratories, Inc.

7. Andlisis estadistico:

El porcentaje de recuperacion obtenido con cada
medio y durante los diferentes intervalos de tiempo
estudiados se presenta como media aritmética =+ el
error estandar. La significancia estadistica entre las
variables se calculé con el uso del analisis de varianza
(ANOVA), la t-Student apareada y la regresién lineal.

RESULTADOS

Las muestras de semen utilizadas fueron selec-
cionadas en base a 3 parametros fundamentales:
numero, movilidad y morfologia espermatica. Como
se muestra en la Tabla No. 2, las 11 muestras te-
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nian contajes iguales o superiores a los 62 millones
de espermatozoides por ml, el porcentaje de mavi-
les (categoria a mas b) fue igual o superior al 49% y
los espermatozoides con formas ovaladas norma-
les superaban el 54%.

Como los sueros utilizados para enriquecer el
medio de cultivo provenian de individuos en diferen-
tes etapas de su vida reproductiva se determing, en
cada mezcla de sueros, la concentracion de este-
roides sexuales. En ia Tabla No. 3, se muestran las
concentraciones de estradiol, testosterona total y
progesterona obtenidas en cada mezcla. Con res-
pecio a testosterona se desiaca que la concenira-
cién en la mezcla de suero de hombres es en pro-
medio 6 veces mas alta que en los sueros de las
mujeres. En la mezcla de sueros de mujeres emba-
razadas los niveles de estradiol son 10 y 100 veces
mas altos que en la fase lGtea y que en la mezcla de
menopausicas respectivamente. Niveles altos de
progesterona solo se obtuvieron en las mezclas de
sueros de mujeres en fase lotea y en las embaraza-
das.

En la Tabla No. 4, se muestran los promedios de
los porcentajes de recuperacion obtenidos con los
diferentes tipos de medios. Los valores individuales
obtenidos con cada medio y en los intervalos de tiem-
po estudiados se muestran en los anexos 3, 4, 5, ¥
6. A las 2 horas de incubacidén la recuperacion
gspermatica obtenida en todos los medios fue muy
similar; en el medio enriquecido con el suero de
mujeres en fase folicular (M2) se obtuvo el mayor
porcentaje de recuperacion 68,6% y el menor por-
centaje 63,6% se obtuvo en los medios enriqueci-
dos con el suero de mujeres menopausicas (M5) y
con el suero de mujeres embarazadas (M4). En el
medio enriquecido sdélo con albimina tampoco se
obtuvo un porcentaje de recuperacion diferente al
obtenido con los sueros; el analisis de varianza en-
tre los seis grupos indica que no hay diferencias
estadisticamente significativas. Después de 4 horas

- de incubacién la recuperacion obtenida en el medio

enriquecido con suero de mujeres en fase folicular

" no disminuyd 70,8%, a diferencia de todos los de-

mas en los cuales se observd una pequena dismi-
nucion, entre el 2% y el 7%; al comparar entre si los
promedios de recuperacion obtenidos a las 4 horas
no se obtuvo una diferencia estadisticamente signi-
ficativa. A las 6 horas y a las 8 horas el porcentaje
de recuperacién disminuyd en todos los medios, pero
entre si, la diferencia no fue estadisticamente signi-
ficativa. En el medio enriquecido con suero de muje-
res en fase folicular (M2), l1a disminucion entre las 2
horas y las 8 horas fue del 11%, mientras que con
los otros sueros la disminucién en los porcentajes
de recuperacion fue de aproximadamente un 15% a
17%,; el porcentaje de recuperaciéon obtenido con el
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medio al cual sélo se le agrego albimina bovina (M6)
fue similar al obtenido con los sueros, durante todos
los intervalos de tiempo estudiados.

La disminucion de la movilidad fue directamente pro-
porcional al tiempo de incubacion; como se puede ob-
servar en las Figuras Nos. 1, 2 y 3, la relacion entre la
recuperacién espermatica y el tiempo de incubacion se
ajusto muy bien a una recla de regresion.

Al estudiar qué efecto podria tener sobre la recu-
peracion espermatica el sustituir un medio de culti-
vo muy completo por solucion salina, pudimos com-
probar que al lavar la muestra de semen con S.S.
enriquecida al 10% con suero de mujer en fase foli-
cular y luego, realizar la migracién ascendente en

5SS con suero al 25% (M0), el porcentaje de recup=
racion espermatica obtenido no fue estadisticamen:
diferente del obtenido con el Ham's-F10 enriquecic:
con el mismo tipo de suero (M2). La concentracios
de suero presente en la SS fue suficiente para mar
tener y estimular la movilidad espermatica adn des
pués de 8 horas de incubacién; como se muestra 7
la Tabla No. 5, el porcentaje de recuperacjcs
espermatica a las 8 horas en el M0 no fue diferen=
del porcentaje observado con el M2. En la Figu=
No. 4 se puede apreciar como, en funcion del tiem
po, el comportamiento de los espermatozoidss
resuspendidos en la SS fue muy similar al de los
espermatozoides resuspendidos en el Ham's F-1.

TABLA 2
CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

DONANTES

PARAMETROS

2 3 7 8 9 10 | 11

Espermatozoides
(millones x ml)

62 (126 | 77 80

150 |140 | 72 | 96 | 84 [100 | 91

Movilidad %

A + B* 73 |85 | 79 | 58

86 | 80 al | 56 | 49 82 | 65

% Normales 79 | 72 |80 | 70 |

77| 71 | 55 | 69 |80 | 72 | 65

*= A + B (Rapidos mas lentos)
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TABLA 3

NIVELES DE ESTEROIDES SEXUALES EN LAS

MEZCLAS DE SUEROS
E2 P4 i
SUERO pg/ml ng/mi ng/dl
Fase Folicular 110,0 0,3 88,0
Rjoms o0 295,0 10,8 99,0
oo Y 3000,0 40,0 92,0
inods e 18,0 0,2 120,0
gty 45,0 0,2 620,0

E2 = Estradiol, P4 = Progesterona, T = Testosterona.

TABLA 4

EFECTO DE LOS TIPOS DE SUERQO AGREGADOS AL
MEDIO SOBRE LA RECUPERACION ESPERMATICA

% DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS
HORAS M1 M2 M3 | M4 M5 M6 F
2 64,3+4,8 |68,6x2,9 |67,6+£3,9 |63,6x4,8 |63,6x4,9 |66,8+£55 ns
4 57,3+4,1 |70,8+4,9 |60,9+6,0 |58,653 |56,7x4,6 |62,6=4,8 ns
6 53,9456 |60,4+41 |53,9£5,8 |50,4£4,5 |[53,4:4,7 |50,0£4,5 ns
8 47.8+4.4 |57,6£4,5 152,1+6,0 |46,7+3,9 |47,5+4,8 |49,7+4,9 ns

F: Fisher Anova.
ns = no significativo.
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TABLAS

EFECTO DE LOS TIPOS DE SUERO AGREGADOS AL
MEDIO SOBRE LA RECUPERACION ESPERMATICA

% DE ESPERMATOZOIDES
RECUPERADOS
TIEMPO M2 MO p*
2 h 68,6+2.9 73,4+5,5 ns
4 h 70,8+4.9 65,4+4,0 ns
6 h 60,4+4,1 59,5+5,6 ns
8h 57,6x4,5 54.6+4,2 ns
* = t de Student apareada
Figura 1

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

b
- B M1 r=-0,98978

R @ M2 r=-0,88

% de espermatozoides recuperados

TIEMPO (horas)
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Figura 2

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

Pl o
® M3 r=-0,97609

® M4 r=-098374

% de espermatozoides recuperados

TIEMPO (horas)
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Figura 3

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

Vv M5 r=-0,99341

< M4 r=-0,93753

% de espermatozoides recuperados

45 | . | ' I - I . | J I : I

TIEIiﬂFO (horas)
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Figura 4

EFECTO DEL TIEMPO DE INCUBACION SOBRE
LA RECUPERACION ESPERMATICA

7= é
~_e ® MO r=-0,99233
I'.l'.“'""--.

704 v v M2 r=-088

v

65 —

60 —

55 —

|
2

TIEMPO (horas)
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DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que con los
diferentes tipos de sueros utilizados, el porcentaje
de recuperacién espermatica fue muy similar aun
cuando, las concentraciones de eslerocides sexua-
les presentes en los sueros fueron muy diferentes
entre si. Los efectos que los esteroides sexuales,
exogenos, ejercen sobre el metabolismo energético
y la movilidad de los espermatozoides no son con-
cluyentes debido, en gran parte, a los diferentes mo-
delos utilizados para los estudios(® *-%7). Beck y
Col(*®), estudiaron la migracién de los esperma-
tozoides humanos a través de un capilar, en el cual
colocaron individualmente estradiol, testosterona,
progesterona, norgestrel vy linestrenol, disueltos en
solucion Tyrode. Bajo estas condiciones, el estradiol
fue el mas efectivo en estimular la movilidad de los
espermatozoides mientras que, los progestagenos
la inhibieron. Otros autores observaron que los
progestagenos, in vitro e in vivo, inhiben la migra-
cion de los espermatozoides a través de la glera cer-
vical(*4?) y que el estradiol, no tiene ninglin efecto
sobre la movilidad espermatica(*). Posteriormente,
se demostré que los efectos obtenidos al incubar
espermatozoides lavados con los esteroides se anu-
laron cuando los espermatozoides fueron resus-
pendidos en suero(*'). Estos autores sugieren que
en el suero hay otros factores que mejoran la movili-
dad espermatica y que contrarrestan el efecto
inhibidor de la progestrona. Nuestros resultados
muestran, que la recuperacion espermatica obteni-
da con los sueros, no fue diferente de la obtenida
con albdmina sola; esto sugiere, que los esteroides
sexuales no afectan la movilidad de los esperma-
tozoides lavados. Como entre los diferentes tipos de
sueros no hubo diferencias, también se puede con-
cluir que la concentracién y el tipo de esteroide pre-

sente en el suero, no modifica la movilidad esper-

matica. Es importante sefialar que estas conclusio-
nes, no descartan, que los esteroides sexuales pue-
dan influir en la secuencia de eventos que se suce-
den durante la capacitacion y la fecundacién. El li-
quido folicular, también utilizado para resuspender
los espermatozoides lavados, es un medio con ele-
vadas concenfraciones de esteroides sexuales(*?) al
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cual, se le atribuyen, ademas del efecto estimulante
sobre la movilidad espermatica, un efecto facilitador
de la entrada de calcio al espermatozoide y un efec-
to facilitador en la induccién de la reacccién
acrosomica(*"# %), Trabajos recientes sugieren, que
la progesterona presente en el liquido folicular, seria
la responsable de facilitar, a través de un efecto no
gendmico, la entrada de calcio al espermatozoide y
la induccion de la reaccién acrosémica (** “); tam-
bién se plantea la posibilidad de que un defecto en
el receptor a progesterona del espermatozoide po-
dria ser el factor responsable en algunos casos de
esterilidad masculina(*®).

Hay que destacar el alto porcentaje de recupe-
racién obtenido con la metodologia utilizada; este
resultado depende, como lo han senalado otros au-
tores (1% 19.20.24.25.32.22) de la fuerza centrifuga apli-
cada, de la presencia de albimina en el medio se-
leccionado para lavar el semen, de la concentracion
de hidrogeniones y de las caracteristicas individua-
les de la muestra de semen. Si estos factores se
toman en cuenta se obtiene un numero elevado de
espermatozoides moviles, que se mantienen acti-
vos durante un tiempo prolongado. El medio utiliza-
do para la obtencion de espermatozoides moviles
no necesariamente tiene que ser el Ham's F-10,
nuestros resultados muestran que, éste, puede ser
sustituido por solucidn salina. La presencia de la
albumina en el medio es indispensable para, prote-
ger los espermatozoides del efecto perjudicial de la
fuerza centrifuga y para iniciar la capacitacion(** '&
#). Si se utiliza albumina comercial la concentracién
minima suficiente es del 3%; pero cuando se utiliza
suero al 10% la concentracién de alblmina resul-
tante esta cerca del 0,3%, sin embargo ésta es sufi-
ciente para obtener una movilidad similar o superior
a la obtenida con la albimina. Esta diferencia es
atribuida a los miltiples factores presentes en el
suero capaces de estimular la movilidad espermatica

("=;anz=2) En la practica, los resultados obtenidos

muestran que para la preparacion de una muestra

. de semen con un elevado ndmero de esperma-

tozoides moviles, se puede utilizar solucién salina

. . enriquecida con suero de hombre o de mujer indis-

tintamente.
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Anexo 1

COMPOSICION DEL HAM’S F-10

CONCENTRACION

COMPONENTE (mg/mi)
SALES INORGANICAS
CaCl, (anhidrido) 33,29
CusQ, - 5H,0 0,0025
FeSO, - 7H,O 0,834
KCI 285,0
KH_PO, 83,0
MgSO, (anhidrido) 74,64
ClNa 7.400,0
Na, HPO, (anhidrido) 153,7
ZnSO, -7 H,0 0,0288
Otros Componentes
D - Glucosa 1.100,0
Hipoxantina (Sal Na) 4,68
Acido Lipoico 0,2
Rojo de Fenol 1,2
Piruvato de Na. 110,0
Timidina 0,7
AMINOACIDOS
L - Alanina 9,0
L - Arginina - HCI 211,0
L - Aspargina - H,O 15,01
L - Acido aspartico 13,0
L - Cisteina 25,0
L - Acido glutamico 14,0
Agregados:
COMPONENTE CONCENTRACION
HCO, Na 1,2 g/l
Penicilina 0,008 g/
Estreptomicina 0,008 g/l
Lactato de Na. 4 mi
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CONCENTRACION

COMPONENTE (i)
L - Glutamina 146,0
Glicina 7,51
L - Histidina-HCI-H,O 23,0
L - Isoleucina 2,6
L - Leucina 13,0
L - Lisina - HCI 29,0
L - Metionina 4,48
L - Fenilalanina 5,0
L - Prolina .5
L - Serina 10,5
L - Treonina 3,57
L - Triptéfano 0.6
L - Tirosina (sal Na,) 2,62
L - Valina 3,5
VITAMINAS
Biotina 0,024
D-Ca-Pantotenato 0,715
Colina - HCI 0,698
Acido Félico 1,320
i - Inositol 0,541
Niacinamida 0,615
Piridoxina - HCI 0,206
.| Riboflavina 0,376
Tiamina - HCI 1,000
Vitamina B12 1,360
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Anexo 2

CARACTERISTICAS DE LAS MUESTRAS DE SEMEN

DONANTES

PARAMETROS

1 2 3 4 5 6 7| 8 9 10 | 11
Espermatozoides
{millnnes X ﬂ'll) 62 | 126 77 80 | 150 | 140 72 | 96 84 100 | 91
d/0.3ml 19 38 | 23 24| 45 | 42 | 22 | 29 | 25 30 | 27
o 5

MDE I_:_dgfl /e 73 85 | 79 58| 86 | 80 | 57 | 56 | 49 82 | 65
A+B/0.3ml 14 31 19 14| 39 | 34 | 12 | 25 | 12 25 | 18
% Normales 79 | 72 | 60 701 77| 71 | 55 | 69 | 80 72 | 65

* = A + B (Rapidos mas Lentos)
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Anexo 3
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS A LAS 2
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS M. M, M, M, M, M,

1 Ne 9 11 10 9 g 9
% 64,2 78,5 71,4 64,2 64,2 64,2

2 0 14 17 10 14 11 11
% 45,1 54,8 32,2 45,1 35,4 35,4

3 ; 13 14 13 14 13 14
% 68,4 73,6 68,4 73,6 68,4 73,6

4 0 11 14 13 12 13 13
% 78,5 90,0 92,8 85,7 92,8 92,8

5 Ne 15 26 19 13 17 16
% 39,4 68,4 50,0 34,2 44,7 42 1

6 o 29 31 19 24 22 22
% 87,8 93,9 57,5 72,7 66,6 66,6

7 Ne 7 8 10 8 g 9
% 58,3 66,6 83,3 66,6 66,6 75,0

8 E 15 16 14 12 19 15
% 60,0 64,0 56,0 48,0 48,0 60,0

9 N® 9 9 10 8 8 9
% 75,0 75,0 83,3 66,6 66,6 75,0

10 8 12 15 16 15 16 14
% 48,0 60,0 64,0 60,0 64,0 56,0

11 2 15 17 17 5. 15 17
% 83,3 94,4 94,4 83,3 83,3 94,4

N2 = Namero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).
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Anexo 4

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS ALAS 4
HORAS DE INCUBACION

TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M, M, M, M, M, M,

1| Ne 8 11 8 9 9 9
% | 57,1 78,5 57,1 64,2 64,2 64,2

2 | N 16 15 10 10 9 13
% | 51,6 48,3 32,2 32,2 29,0 41,9

3 | N 13 13 14 12 2 14
% | 684 68,4 73,6 63,1 63,1 73,6

4 | N 11 13 13 12 11 11
% | 785 92,8 92,8 85,7 785 | 785

5 | N 12 22 14 12 15 14
% | 315 57,8 36,8 31,5 39,4 36,8

6 | Ne 18 25 18 20 21 20
Yo 54,5 75,7 54,5 60,6 63,6 60,6

7 | N 7 9 7 8 6 9
% | 583 750 | 583 66,6 50,0 75,0

8 | N 12 14 12 11 12 13
% | 480 560 | 48,0 44,0 48,0 52,0

9 | Ne 8 9 8 7 7 9
% | 666 750 | 66,6 58,3 58,3 75,0

10 NE 11 13 14 14 13 12
% | 44,0 520 | 56,0 56,0 52,0 48,0

1| N 13 16 17 15 14 15
% | 722 90,0 94,4 83,3 77,7 83,3

N? = Numero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).

42




VOL 4 N* 1 1995 ACTA CIENTIFICA SVBE

Anexo 5
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS ALAS 6
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M. M, M, M, M, M,

1 N 8 10 7 8 7 9
% 57,1 71,4 50,0 57,1 50,0 64,2

2 NS 14 15 7 10 10 8
% 45,1 48,3 22,5 32,2 32,2 25,8

3 e 10 11 11 8 12 10
% 52,6 57,8 57,8 42,1 63,1 52,6

4 @ 10 13 12 11 12 11
% 71,4 92,8 85,7 78,5 85,7 78,5

5 Ne 13 18 10 12 13 11
% 34,2 47,3 26,3 31,5 34,2 28,9

6 Ne 16 19 17 14 18 14
% 48,4 57,5 51,5 42,4 54,5 42,4

7 N2 6 8 7 8 6 7
% 50,0 66,6 58,3 66,6 50,0 58,3

8 N 11 13 11 11 11 12
% 44,0 52,0 44,0 44,0 44,0 48,0

9 0 7 8 7 6 7 7
% 58,3 66,6 58,3 50,0 58,3 58,3

10 e 8 11 14 IR 11 11
% 32,0 44,0 56,0 44,0 44,0 44,0

11 2 16 111 15 12 «|> 18 by
% 90,0 61,1 83,3 66,6 72,2 50,0

N2 = Numero de espermatozoides recuperados (millones par'r'nllllitrn}.

43



ACTA CIENTIFICA SVBE vOL4 N1 1995

Anexo 6
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES RECUPERADOS A LAS 3
HORAS DE INCUBACION
TIPOS DE MEDIOS

MUESTRAS| M, M, M, M, M, M,

1 M2 f 11 11 7 9 9
% 50,0 78,5 78,5 50,0 64,2 64,2

2 Ne 10 13 9 10 8 8
% 32,2 41,9 29,0 32,2 258 258

3 ME 12 12 9 9 11 10
% 63,1 65,7 61,7 56,5 63,1 63,1

4 2 10 12 12 10 10 7
Yo 71,4 85,7 85,7 71,4 71,4 50,0

5 Ne 11 18 10 10 10 11
% 28,9 47,3 26,3 26,3 26,3 28,9

6 0 13 19 11 13 12 14
% 39,3 57,5 33,3 39,3 36,3 42,4

7 XE 6 8 7 7 7 10
% 50,0 66,6 58,3 58,3 58,3 83,3

8 N2 11 11 9 9 9 11
% 4,0 44,0 36,0 36,0 36,0 44,0

9 N2 7 7 6 6 6 6
Yo 58,3 58,3 50,0 50,0 50,0 50,0

10 | N° 7 11 12 11 9 10
% 28,0 44,0 48,0 440 36,0 40,0

11 Ne 11 8 12 9 10 10
% 61,1 44,4 66,6 50,0 55,5 55,5

N2 = Niimero de espermatozoides recuperados (millones por mililitro).
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