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COMPOSICIONES Y MÉTODOS PARA MEJORAR LA CALIDAD DEL ESPERMA 

PROCESADO 

 

 La presente solicitud reivindica la prioridad de las solicitudes provisionales de 

Estados Unidos No. 61/492,151 presentada el 01 de junio de 2011, titulada “Method of 5 

sorting sperm cells into one or more subpopulations and methods of treating sperm cells to 

improve motility;” No. 61/569,143 presentada el 09 de diciembre de 2011, titulada 

“Methods of handling processed sperm cells to improve their quality;” y No. 61/570,691 

presentada el 14 de diciembre de 2011, titulada “Methods of handling processed sperm 

cells to improve their quality,” cuyo contenido se incorpora en la presente a modo de 10 

referencia en su totalidad. 

La presente invención se refiere de forma general a composiciones y métodos para 

el manejo de poblaciones de esperma procesado, incluidas las recién extraídas así como las 

organizadas en una o más subpoblaciones y para tratar muestras y soluciones de semen 

procesadas y/o tratadas que contienen células espermáticas para aumentar la calidad global 15 

del esperma procesado, incluida su viabilidad, movilidad, fecundidad, integridad de ADN y 

longevidad in vitro. La presente invención también se refiere a composiciones que 

comprenden células espermáticas y al menos un compuesto que puede ser un antioxidante, 

vitamina u otro reductor de tensión orgánico, a métodos para utilizar estos compuestos para 

reducir el trauma y la tensión sobre el esperma procesado, el esperma resultante y los 20 

productos embrionarios finales y a métodos de uso de estos productos en las tecnologías de 
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reproducción asistida (ART) para aumentar la calidad, cantidad y viabilidad de los 

embriones y mejorar las tasas de natalidad en animales.  

ANTECEDENTES 

La tecnología de reproducción asistida (ART) incluye técnicas como fecundación in 

vitro (IVF), inseminación artificial (AI), inyección intracitoplasmática de espermatozoides 5 

(ICSI) (otras técnicas que utilizan células desnucleadas) y ovulación múltiple y 

transferencia de embriones (MOET) (así como otras técnicas de transferencia de 

embriones), que se utilizan a lo largo del reino animal incluidos los humanos y otros 

animales.  Los métodos de ART generalmente son costosos, consumen tiempo y son 

levemente exitosos dada la fragilidad inherente de los gametos y los embriones cuando se 10 

encuentran fuera de sus ambientes naturales.    Asimismo, el uso de ART en la industria de 

reproducción animal en una forma comercialmente viable es además complejo debido a la 

disponibilidad limitada de gametos y cigotos genéticamente deseables.  Una forma de 

reducir el costo de ART y mejorar su viabilidad comercial es aumentar la eficacia de los 

procesos implicados mediante la mejora de la viabilidad y la calidad global de los gametos 15 

y cigotos.  A pesar de que ha habido un aumento en el interés por este campo durante el 

transcurso de la última década, aún existe una fuerte necesidad de aumentar la calidad 

global de los gametos y cigotos para su uso en ART, especialmente cuando la reproducción 

se enfoca en la selección prenatal del sexo, incluida la mejora de su viabilidad (en el caso 

de los gametos y cigotos), su movilidad y fecundidad (en el caso de células espermáticas), 20 

así como otras características de longevidad. 
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Por ejemplo, en la AI convencional, un problema que limita su aplicación comercial 

en ciertas especies es la necesidad de utilizar un número extremadamente alto de células 

espermáticas por dosis de AI para asegurar una fecundación exitosa.  De forma similar, en 

IVF, el porcentaje de cigotos que se desarrollan en embriones permanece frustrantemente 

bajo; esta alta tasa de pérdida aumenta de forma significativa el costo de los embriones y 5 

servicios relacionados para usuarios finales.  También existe la necesidad de 

procedimientos más eficientes y menos costosos para mejorar el manejo posterior de los 

embriones mediante crioconservación así como el transporte no congelado.  La 

crioconservación de embriones se limita por la tasa de éxito de la producción de embriones 

así como el desarrollo de blastocitos in vitro.  Actualmente, únicamente un porcentaje 10 

mínimo de embriones de IVF son adecuados para la crioconservación lo que se suma al 

costo elevado de los procedimientos de ART en curso. 

Especialmente cuando se procesan gametos como ovocitos o células espermáticas 

lavadas, ambos convencionales y clasificados por sexo, antes de su uso en ART, se suma 

una cantidad tremenda de tensión sobre el gameto y se impacta negativamente su integridad 15 

celular y estructura de membrana lo que a su vez se ve reflejado en una disminución en la 

viabilidad, movilidad y fecundidad.  Un ejemplo de procesamiento de gametos antes de su 

uso en ART es la clasificación de células espermáticas según el sexo (conocida como 

“enriquecimiento de género” o “clasificación por sexo”), que es un procedimiento 

altamente deseado para minimizar los nacimientos desechados del sexo equivocado para la 20 
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reproducción selectiva en la industria de la ganadería pero a menudo puede tener un costo 

prohibitivo y puede ser riesgoso para aquellos con rebaños de reproducción más pequeños. 

El popular proceso de clasificación por sexo basado en citometría de flujo tensiona 

y daña seriamente las células y produce un porcentaje bajo de esperma útil, que a pesar de 

ser capaz de fecundar los ovocitos maduros presentan una viabilidad, movilidad y 5 

fecundidad reducida después del proceso de clasificación por sexo.  Generalmente, la 

clasificación por sexo implica muchas etapas duras que incluyen, a modo no taxativo: la 

recolección y manejo inicial  del esperma eyaculado que naturalmente comienza a 

deteriorarse rápidamente después de la recolección; la tinción de las células espermáticas 

que implica la unión de un tinte excitable para el ADN o un procedimiento de selección de 10 

membrana nocivo; la clasificación física de las células espermáticas mediante el uso de 

fluorescencia de energía alta que energiza físicamente el tinte que se encuentra unido al 

ADN, la orientación forzada a través de un orificio angosto y la aplicación de una carga 

eléctrica a la célula; la recolección física de las células en un recipiente que a menudo 

golpea la célula frágil tras el contacto; las tensiones osmóticas asociadas con la dilución de 15 

la gotita de esperma en el medio de recolección; y el almacenamiento del esperma 

clasificado generalmente mediante congelamiento, lo que es sabido que ocasiona trastornos 

en los sistemas de membrana celular. Cada etapa coloca al esperma procesado bajo una 

tensión anormal que disminuye la movilidad, viabilidad y/o fecundidad global del esperma. 

El resultado puede conducir a muestras menos eficaces para su uso en ART, como IVF y 20 

AI y otros tipos de procesamiento posterior o adicional.  
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Incluso el esperma procesado sin clasificar muestra pérdidas significativas en la 

fecundidad, viabilidad y movilidad cuando se recolecta, maneja y transporta sin 

congelamiento y experimenta de forma perceptible una tensión significativa cuando se 

mezcla con crioprotectores y se congela y descongela.  Muchos en el campo han tratado de 

mejorar los métodos para el uso de semen convencional sin clasificar para minimizar la 5 

pérdida en los procesos de manejo asociada con el manejo in vitro, conservación y uso de 

muestras de semen. 

Independientemente del procesamiento, el esperma pierde su capacidad de 

fecundación cuando se lo expone a: temperaturas elevadas, tampones anormales, tintes, 

sistemas de pH alterado, orientación física presurizada como cuando se lo forzó a través de 10 

una boquilla o cuando se osciló para formar gotas en un citómetro de flujo, radiación 

utilizada para iluminar el tinte de unión al ADN, tensionantes físicos asociados con las 

técnicas de separación y recolección, crioprotectores, congelamiento, descongelamiento y 

micromanipulación por la persona que lo maneja.    

La gran clase de compuestos denominados como antioxidantes se ha asociado con 15 

el suministro de efectos beneficiosos para todos los tipos de células, in vivo e in vitro, pero 

estos efectos son tan variados como la naturaleza del antioxidante en sí.  El antioxidante es 

simplemente uno de una gran variedad de moléculas que inhibe la oxidación de otra 

molécula, se oxida a sí mismo en lugar del sustrato diana o se une a intermedios de 

radicales libres nocivos e interrumpe las reacciones de las cadenas oxidativas dentro de una 20 

célula.  La mayoría tiene dos roles; algunos son enzimas, otros no son enzimáticos; otros 
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son vitaminas y otros son cofactores. Dicha diversidad promueve la diversidad de 

antioxidantes, pero debido a su capacidad conocida de minimizar el daño celular, 

frecuentemente se agrupan como una única clase de compuestos que tienen una única 

función, para unirse a radicales libres.   

Varios antioxidantes han resultado prometedores para la promoción de la integridad 5 

celular con algunos informes que muestran efectos positivos sobre la movilidad del 

esperma y la integridad de la membrana durante la crioconservación, pero algunas pruebas 

han mostrado tener efectos mínimos o incluso nocivos sobre el esperma procesado.   

De forma similar, las vitaminas son nuevamente un grupo algo diverso de moléculas 

que tienen propiedades biológicas muy diferentes.  Las vitaminas son cualquiera de un gran 10 

grupo de compuestos orgánicos requeridos en cantidades muy pequeñas como nutrientes 

vitales para un organismo que no puede sintetizarlo.  Pueden ser antioxidantes, enzimas, 

hormonas o no enzimas; pueden ser reguladores del crecimiento celular, diferenciación 

celular o moderadores del metabolismo mineral.   

A la fecha, ningún estudio ha abordado de forma suficiente el uso de antioxidantes, 15 

vitaminas u otros complementos en el manejo de rutina de gametos frágiles durante el 

procesamiento in vitro, especialmente durante el procesamiento riguroso asociado con la 

clasificación por sexo del esperma, por lo cual el resultado final es una mejora reproducible 

en la viabilidad, movilidad y fecundidad de células espermáticas y embriones procesados 

de forma exhaustiva. Existe una necesidad continua de mejorar los métodos actuales de 20 

ART para reducir el costo y para hacer que los procedimientos sean más confiables y 
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comercialmente viables para los que disponen de un presupuesto ajustado, especialmente 

los criadores más pequeños que ven la reproducción de selección de sexo como un riesgo 

alto y una opción costosa.   

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

Un objeto amplio de la presente invención es proporcionar mejoras en la movilidad, 5 

viabilidad, fecundidad e integridad global de las células espermáticas procesadas.  Por 

consiguiente, una realización de la presente invención comprende un método para tratar 

células espermáticas mediante la adición de al menos un agente “reductor de tensión 

orgánico” (OSR) que puede comprender un antioxidante, una vitamina u otra molécula 

orgánica implicada directamente o indirectamente en la modulación de las tensiones 10 

fisiológicas en la célula.  El OSR se agregaría en un intervalo de concentración de 0.01 

mg/ml a 5 mg/ml a una muestra de célula espermática para formar una composición de 

células espermáticas.  En ciertas realizaciones, uno o más OSR, cada uno en un intervalo de 

concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml, puede agregarse a una muestra de célula 

espermática antes de la crioconservación (incluido, por ejemplo, el congelamiento y la 15 

vitrificación) después que la muestra de célula espermática se descongeló o en ambos 

momentos.  En otras realizaciones, el OSR puede agregarse en una o más de las varias 

etapas durante el procedimiento de procesamiento de células espermáticas.  El término 

“muestra de célula espermática” puede comprender una muestra de semen procesada o una 

muestra de semen convencional sin clasificar.   20 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

8 

 

Otra realización específica de la invención comprende la composición de células 

espermáticas que comprende una muestra de célula espermática y al menos un OSR en un 

intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  Otra realización abarca una 

“composición de células espermáticas” que comprende una muestra de célula espermática, 

al menos un OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y un 5 

crioprotector.  La mayoría de los crioprotectores puede utilizarse con la invención, 

incluidos, a modo no taxativo, yema de huevo, propilenglicol, dimetil sulfóxido, sacarosa, 

etilenglicol y glicerol o una combinación de estos.  Una realización abarca una composición 

de células espermáticas recién preparada, sin congelar, congelada, vitrificada o 

descongelada que comprende una muestra de célula espermática y al menos un OSR en un 10 

intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  Otra realización abarca una 

composición de células espermáticas recién preparada, sin congelar, congelada, vitrificada 

o descongelada que comprende una muestra de célula espermática, al menos un 

antioxidante y/o una vitamina en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y 

un tinte.    15 

Otro objeto amplio de la presente invención es mejorar la movilidad, viabilidad 

(incluida la longevidad y la capacidad de sobrevivir a la tensión ambiental) y/o fecundidad 

de células espermáticas, donde cada una contribuye a la integridad global de la célula 

espermática, para mejorar el éxito del uso de ART, incluidas las técnicas como IVF, AI, 

ICSI (así como otras técnicas que utilizan células desnucleadas) y MOET (así como otras 20 

técnicas de transferencia de embriones).   
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Dichas técnicas de ART implican diferentes niveles de procesamiento de gametos 

que en el caso del esperma puede suponer, como ejemplo únicamente y a modo no taxativo, 

una o más de las siguientes: recolección artificial de una muestra de semen del animal 

macho que puede implicar estimulación sexual natural, electrónica u otros tipos de 

estimulación sexual; mantenimiento; transporte; tamponación con diferentes pH; 5 

enfriamiento; calentamiento; tinción; dilución; concentración; excitación energética con 

láser; carga electrónica; deflexión; ablación para matar las células indeseadas generalmente 

con láser dirigido; clasificación; recolección; agitación; oscilación; separación magnética; 

oxigenación asociada con procedimientos de clasificación por microchip; marcación; 

precipitación; centrifugación; resuspensión; mezcla; diálisis; crioestabilización; 10 

congelamiento; vitrificación; descongelamiento; cultivo; inseminación; microinyección; 

procesamiento microfluídico; procesamiento con microchip; procesamiento a chorro y con 

aire; procesamiento de citometría de flujo; y técnicas de manejo similares.  Mientras que 

una única etapa de procesamiento puede ejercer solamente tensiones mínimas sobre la 

célula espermática, otras o una combinación puede agregar tensión significativa, lo que a 15 

menudo mata la célula.  Un ejemplo extremo es un proceso de clasificación por sexo 

utilizado para separar las células que presentan el cromosoma X de las que presentan el 

cromosoma Y; el proceso de clasificación combina una gran cantidad de etapas altamente 

tensionantes que comprometen seriamente  la integridad global de la población de células 

espermáticas clasificadas.   20 
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Por consiguiente, una realización de la presente invención radica ampliamente en el 

uso de una composición de células espermáticas, que comprende una muestra de célula 

espermática y al menos un antioxidante y/o al menos una vitamina en un intervalo de 

concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml, en ART.  Una realización específica de la 

invención comprende un método para aumentar el porcentaje de cigotos que se desarrollan 5 

en embriones en una muestra dada en un tiempo dado, así como aumentar el porcentaje de 

embriones que son adecuados para la crioconservación (es decir, el porcentaje de 

embriones que son blastocistos, blastocistos expandidos o incubados o blastocistos 

incubados) mediante la mezcla de un huevo con una muestra de célula espermática que se 

trató con al menos un OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml. Otra 10 

realización de la invención radica en un método para preparar un embrión que comprende 

mezclar al menos un huevo con una muestra de células espermáticas tratadas con al menos 

un OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  Los embriones 

producidos mediante este método constituyen una realización adicional de la invención. 

Otra realización incluye un método para inseminar un organismo a través de la técnica de 15 

AI mediante el uso de una muestra de célula espermática tratada con al menos un OSR en 

una concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  Otra realización incluye un método para 

transferir un embrión a una hembra receptiva (ET) donde dicho embrión se prepara 

mediante el uso de una muestra de célula espermática tratada con al menos un OSR en una 

concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml. La progenie del organismo que resulta del método 20 

de AI mencionado anteriormente también constituye una realización de la invención.   
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La mayoría de las realizaciones de la invención utilizan concentraciones de OSR 

que se seleccionan de los siguientes intervalos: de 0.01 a 5.0 mg/ml;  de 0.01 a 0.25 mg/ml; 

de 0.01 a 0.5 mg/ml; de 0.01 a 1 mg/ml; de 0.01 a 2.5 mg/ml; de 0.01 a 5 mg/ml; de 0.05 a 

0.1 mg/ml; de 0.05 a 1.0 mg/ml; de 0.05 a 2.5 mg/ml; de 0.1 a 0.25 mg/ml; de 0.1 a 0.5 

mg/ml; de 0.1 a 1 mg/ml; de 0.1 a 2.5 mg/ml; de 0.1 a 5 mg/ml; de 0.15 a 0.45 mg/ml; de 5 

0.15 a 0.5 mg/ml; de 0.25 a 0.35 mg/ml; de 0.25 a 0.5 mg/ml; de 0.25 a 1 mg/ml; de 0.25 a 

2.5 mg/ml; de 0.25 a 5 mg/ml;  de 0.35 a 0.5 mg/ml; de 0.35 a 1 mg/ml; de 0.35 a 2.5 

mg/ml; de 0.35 a 5 mg/ml; de 0.5 a 1 mg/ml; de 0.5 a 2.5 mg/ml; de 0.5 a 5 mg/ml; de 1 a 

2.5 mg/ml; de 1 a 5 mg/ml; aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 mg/ml; 

aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 0.35 10 

mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

En algunas realizaciones de la invención, la composición de células espermáticas 

puede utilizarse inmediatamente o procesarse a los pocos minutos de la adición del OSR 

para cualquier etapa de procesamiento que sea necesaria, por lo que el período de espera se 

encontraría en el intervalo de 2 segundos a 3 minutos. En otras realizaciones, la 15 

composición de células espermáticas se mantiene después de la adición de los OSR para 

permitir que los OSR se incorporen en las células y produzcan efectos protectores sobre la 

población de células.   Dichos períodos de espera pueden ser breves, como en el intervalo 

de 3 a 15 minutos, moderados como en el intervalo de 15 minutos a 1 hora y períodos de 

procesamiento más prolongados que varían de hasta aproximadamente 8 horas o durante la 20 

noche para un procesamiento exhaustivo como con técnicas de clasificación por sexo.  Los 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

12 

 

períodos de espera de transporte asociados con el transporte de composiciones de células 

espermáticas sin congelar puede ser mucho más prolongado, extendiéndose hasta unos 

pocos días, lo que puede ocurrir, por ejemplo, si la muestra se recolecta, trata con la adición 

de uno o más OSR, transporta o envía a otra ubicación posiblemente por aire y procesarse 

de forma adicional en la segunda ubicación como para la clasificación por sexo en una 5 

instalación designada.  En otros casos, puede que sea necesario retener la composición de 

células espermáticas durante algunos días mientras que la hembra receptora se prepara 

hormonalmente para la inseminación artificial, como puede ocurrir si una muestra se 

descongela por error y no se puede volver a congelar.  La adición de los OSR puede 

prolongar teóricamente estos períodos de espera prolongados más allá de lo que se acepta 10 

actualmente en la técnica y puede proporcionar protección suficiente al esperma en la 

composición de células espermáticas de forma tal que puedan permanecer viables y fértiles 

durante hasta una semana o más. 

En algunas realizaciones de la invención, el OSR se agrega varias veces durante un 

procedimiento de procesamiento complejo para minimizar la tensión celular a lo largo del 15 

procedimiento.  En otras realizaciones, el OSR se agrega a las células únicamente en una o 

más etapas particulares que son notablemente rigurosas para las células, para ayudar a 

minimizar la tensión y fatiga sobre las células espermáticas.  A modo de ejemplo, el 

proceso de tinción durante la clasificación por sexo habitualmente se lleva a cabo a un pH 

no fisiológico y a temperaturas elevadas, ambos conocidos por ser rigurosos para las 20 

células. De forma similar, la crioconservación también es extremadamente rigurosa para las 
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células y altera las membranas celulares internas y externas. Después de un procedimiento 

de clasificación intensivo de múltiples etapas, las células espermáticas clasificadas por sexo 

que ya se encuentran comprometidas son aún más susceptibles al procesamiento criogénico 

y por congelamiento. 

Varios OSR pueden utilizarse en el contexto de la presente invención, incluidos a 5 

modo no taxativo: catalasa, superóxido dismutasa (SOD), miméticos de SOD, glutatión, 

glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, hidroxitolueno butilado 

(BHT), ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina 

B12 (y vitámeros relacionados), donde ‘vitámeros’ se definen como compuestos que 

presentan la misma actividad vitamínica (como cobalamina, cianocobalamina, 10 

metilcobalamina, adenosilcobalamina, hidroxocobalamina y pseudo-B12), vitamina E 

(incluidos sus vitámeros, tocoferoles (α, β, γ), tocotrienoles y α-tocoferilo), alfa-

cetoglutarato (también conocido como α-KG, AKG u oxo-glutarato) y varias formas 

biológicas de AKG (como arginina, aspartato, lisina y derivados similares), otros 

compuestos que regulan el óxido nítrico en la célula incluido el malondialdehído (MDA) y 15 

la dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados biológicamente activos.  

 Una realización adicional de la invención comprende un método para clasificar una 

muestra de célula espermática para formar una o más subpoblaciones que comprende las 

etapas de proporcionar una muestra de célula espermática, clasificar la muestra de célula 

espermática para formar una o más subpoblaciones y agregar al menos un OSR a la muestra 20 

de célula espermática durante una o más de las etapas de clasificación mencionadas 
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anteriormente, donde la concentración de OSR se encuentra en el intervalo de 0.01 mg/ml a 

5 mg/ml. 

Una realización adicional de la invención abarca un medio utilizado en el 

procesamiento de células espermáticas que comprende al menos un OSR en una 

concentración adecuada de solución madre presente en una concentración de procesamiento 5 

final en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml en la composición de células espermáticas al 

momento del procesamiento. Puede utilizarse un medio de reducción de tensión para 

diferentes procesos que incluyen a modo no taxativo, recolección de esperma, inseminación 

artificial, clasificación de esperma, fecundación in vitro, cultivo de embriones así como 

congelamiento de esperma y embriones. Los medios utilizados en la clasificación de las 10 

células espermáticas generalmente comprenden uno o más tampones y/o diluyentes (es 

decir, sustancias que conservan la viabilidad y/o fecundidad de las células espermáticas).   

Puede utilizarse cualquier tampón o solución tamponada en el procesamiento del 

esperma en el medio mencionado anteriormente, que incluye a modo no taxativo, fosfatos, 

citratos, acetatos, lactatos y sus combinaciones o una solución que contiene una sal, un 15 

carbohidrato o sus combinaciones en algunas de las realizaciones de la invención como, a 

modo no taxativo: Tris, TES, HEPES, TALP, TCA, PBS, citrato, leche y sus derivados, 

como se discute en detalle en la patente de Estados Unidos No. 7,208,265, cuyo contenido 

se incorpora en la presente a modo de referencia en su totalidad.  

Puede utilizarse cualquier diluyente en el procesamiento de esperma en el medio 20 

mencionado anteriormente, que incluye, a modo no taxativo, fuentes de energía, fuentes de 
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proteínas y antibióticos y puede incluir uno o más de los siguientes: mono y disacáridos, 

como fructosa, glucosa, manosa, sacarosa y lactosa; fuentes de proteínas, como yema de 

huevo, leche, BSA y sus derivados; y cualquiera de los agentes antimicrobianos o 

antibióticos comúnmente conocidos, como gentamicina, lincomicina, espectinomicina, sus 

derivados o cualquiera de sus combinaciones.   5 

Como se utiliza en la presente, el término “diluyente” también puede incluir ciertas 

sustancias orgánicas como disacáridos, trisacáridos y cualquiera de sus combinaciones, 

yema de huevo, leche, albúmina, lecitina, colesterol, sus derivados y cualquiera de sus 

combinaciones. El diluyente también puede incluir un detergente que puede ser un 

detergente de alquilo iónico como dodecil sulfato de sodio (SDS). 10 

Una realización adicional de la presente invención proporciona un método para 

mejorar la movilidad, viabilidad y/o fecundidad de una muestra de célula espermática que 

ya experimentó un proceso de clasificación, incluida a modo no taxativo la clasificación por 

sexo, que comprende la etapa de agregar al menos un OSR en un intervalo de concentración 

de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml a una muestra de célula espermática clasificada para formar una 15 

composición de células espermáticas.   

Por consiguiente, la presente invención radica ampliamente en el uso de una 

composición de células espermáticas, que en algunas realizaciones comprende una muestra 

de célula espermática clasificada y al menos un OSR en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 

mg/ml para su uso en ART.  Otra realización abarca una composición de células 20 

espermáticas que comprende células espermáticas clasificadas, al menos un OSR en un 
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intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y un medio de recepción (es decir, un 

medio encontrado en el recipiente que recibe o atrapa el esperma clasificado al final del 

proceso de clasificación). Otra realización abarca una composición de células espermáticas 

que comprende una muestra de célula espermática procesada o clasificada, un OSR en un 

intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y un crioprotector. Una realización 5 

adicional de la invención comprende una composición de células espermáticas vitrificada 

que comprende una muestra de célula espermática procesada o clasificada y al menos un 

OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml. 

Otro objeto amplio de la presente invención es mejorar la movilidad, viabilidad 

(incluida la longevidad y la capacidad de sobrevivir a la tensión ambiental) y fecundidad de 10 

las células espermáticas procesadas y/o clasificadas para su uso en ART como IVF, AI, 

ICSI (así como otras técnicas que utilizan células desnucleadas) y MOET (así como otras 

técnicas de transferencia de embriones). 

Por consiguiente, algunas de las realizaciones de la presente invención incorporan el 

uso de células espermáticas clasificadas por sexo que presentan un OSR en un intervalo de 15 

concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml en ellas en ART. 

Por consiguiente, otras realizaciones de la presente invención incorporan el uso de 

una composición de células espermáticas, una muestra de célula espermática clasificada y 

al menos un OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml en ART. 

Una realización específica de la invención comprende un método para aumentar el 20 

porcentaje de cigotos que se desarrollan en embriones en una muestra dada en un tiempo 
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dado, así como aumentar el porcentaje de embriones que son adecuados para la 

crioconservación (es decir, el porcentaje de embriones que son blastocistos, blastocistos 

expandidos e incubados y blastocistos incubados) mediante la mezcla de un huevo con una 

muestra de célula espermática clasificada que se trató con al menos un OSR en un intervalo 

de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.   5 

Otra realización de la invención radica en un método para preparar un embrión que 

comprende mezclar al menos un huevo con al menos una muestra de células espermáticas 

tratadas con al menos un OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  

Los embriones producidos mediante este método constituyen una realización adicional de 

la invención.  10 

Otras realizaciones de la invención incluyen además un método para inseminar un 

organismo a través de una técnica de AI mediante el uso de una muestra de célula 

espermática procesada o clasificada tratada con al menos un OSR en una concentración de 

0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  La progenie del organismo que resulta del método de AI 

mencionado anteriormente también constituye una realización de la invención.  Asimismo, 15 

una realización de la invención comprende un método para recuperar embriones que se 

producen con el método de AI mencionado anteriormente. 

Las realizaciones de la invención pueden incluir células espermáticas o 

espermatozoides, recolectados de varias especies de mamíferos macho y debe entenderse 

que la invención no se limita a las especies de mamíferos descritas por los ejemplos 20 

específicos dentro de esta solicitud. En su lugar, los ejemplos específicos en esta solicitud 
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pretenden ilustrar las variadas y numerosas especies de mamíferos macho a partir de los 

cuales puede recolectarse semen y utilizarse en ciertas realizaciones de la invención. Las 

realizaciones de la invención, por ejemplo, pueden incluir células espermáticas de humanos 

así como animales que tienen un valor comercial para la producción de carne o productos 

lácteos como porcinos, ovinos, bovinos, equinos, ciervos, alces, búfalos o similares 5 

(naturalmente los mamíferos utilizados para la producción de carne y productos lácteos 

pueden variar de cultura a cultura).  También puede incluir las células espermáticas de 

varias especies de mamíferos domesticados que incluyen caninas y felinas, así como células 

espermáticas de primates, incluidos a modo no taxativo, chimpancés, gorilas o humanos y 

espermatozoides de ballenas, delfines y otros mamíferos marinos. También puede incluir 10 

células espermáticas congeladas-descongeladas de todos los varios mamíferos descritos 

anteriormente y que también incluyen, a modo no taxativo, las células espermáticas de 

donantes fallecidos, de mamíferos raros o exóticos, ejemplares de zoológico o especies en 

peligro de extinción. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 15 

Para que la invención se comprenda más claramente, las realizaciones preferidas de 

la presente invención se describirán a modo de ejemplo únicamente con referencia a las 

hojas de dibujos adjuntas donde: 

La figura 1 es una representación esquemática de parte de un citómetro de flujo que 

ilustra un método para clasificar una muestra de célula espermática en una o más 20 

subpoblaciones de conformidad con algunas realizaciones de la presente invención. 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

19 

 

La figura 2 ilustra una representación gráfica de la movilidad y movilidad progresiva 

encontrada en la tabla 1. 

La figura 3 es una representación gráfica del porcentaje de blastocistos y el porcentaje 

de incubación encontrado en la tabla 4. 

La figura 4 es una representación gráfica del porcentaje de blastocistos y el porcentaje 5 

de incubación encontrado en la tabla 5. 

La figura 5 es una representación gráfica del porcentaje de esperma móvil encontrado 

en la tabla 1. 

La figura 6 es una representación gráfica del porcentaje de esperma progresivamente 

móvil encontrado en la tabla 1. 10 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

En un aspecto de la presente invención, la figura 1 ilustra en forma esquemática 

parte de un citómetro de flujo utilizado en un método para clasificar una muestra de célula 

espermática para formar una o más subpoblaciones, generalmente se hace referencia al 

citómetro de flujo como 10. En esta realización particular la clasificación por sexo se lleva 15 

a cabo de forma tal que las subpoblaciones son células espermáticas que presentan el 

cromosoma X y células espermáticas que presentan el cromosoma Y.  La figura 1 

representa una única técnica para clasificar el semen, pero puede utilizarse cualquier 

técnica conocida en la técnica para clasificar células con ciertas realizaciones de la 

invención. Detalles adicionales del aparato y metodología básica para clasificar el esperma 20 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

20 

 

se describen en las patentes de Estados Unidos 5,135,759 y 7,371,517, cuyo contenido se 

incorpora en la presente a modo de referencia en su totalidad. 

Una vez que la célula espermática se recolectó puede diluirse con un diluyente 

inmediatamente después de la recolección que incluye uno o más antioxidantes o vitaminas. 

La muestra a continuación se mantiene generalmente a una temperatura de 5 

aproximadamente 5°C durante 12 a aproximadamente 18 horas mientras que se envía desde 

el punto de recolección hasta el citómetro de flujo 10 para el proceso de clasificación.  Esta 

temperatura de mantenimiento puede encontrarse en el intervalo entre 4°C y 39°C y 

comúnmente se encuentra en el intervalo de 4°C y 16°C. 

Tras el ingreso en el citómetro de flujo, la muestra se tiñe con tinte selectivo para el 10 

ADN y un tinte de inactivación para formar una muestra de célula espermática teñida y 

posteriormente se coloca en una fuente de célula espermática 11 del citómetro de flujo 10.  

El citómetro de flujo 10 puede programarse por un operador para generar dos corrientes de 

gotas cargadas, una que contiene células espermáticas que presentan el cromosoma X, con 

carga positiva 12, una que contiene células espermáticas que presentan el cromosoma Y, 15 

con carga negativa 13 mientras que una corriente inalterada sin carga de células muertas 14 

simplemente se desperdicia.  

El operador también puede escoger programar el citómetro de flujo de forma tal que 

se recolecte el esperma que presenta el cromosoma X e Y mediante el uso de una 

“clasificación de alta pureza” (en otras palabras, se recolecta únicamente el esperma vivo 20 

que presente el cromosoma X e Y) o programar el citómetro de flujo para recolectar el 
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esperma que presenta el cromosoma X e Y mediante el uso de una “clasificación 

enriquecida” (en otras palabras, se recolectarán las gotitas que contienen esperma vivo que 

no se clasificó previamente y excluido todo el esperma muerto inicial nuevamente mediante 

el uso de un dispositivo de lógica booleana disponible en la computadora que controla el 

citómetro de flujo). El dispositivo de lógica booleana también puede utilizarse para 5 

recolectar únicamente el esperma que presente el cromosoma X o el que presenta el 

cromosoma Y. 

Inicialmente, la corriente de células espermáticas bajo presión, se deposita en la 

boquilla 15 de la fuente de células espermáticas 11 de forma tal que puedan rodearse 

coaxialmente por un líquido de revestimiento colocado en la boquilla 15 bajo presión a 10 

partir de una fuente de líquido 16.  Un oscilador 17, que puede encontrarse presente, puede 

controlarse de forma muy precisa mediante un mecanismo de control de oscilador 18, que 

crea ondas de presión dentro de la boquilla 15 que se transmiten a la corriente de células 

espermáticas rodeada coaxialmente a medida que abandona el orificio de la boquilla 19. 

Como resultado, la corriente saliente de células espermáticas rodeada coaxialmente 20 15 

puede finalmente y de forma regular formar gotitas 21. 

La carga de las corrientes de gotitas respectivas es posible gracias al sistema de 

detección de células 22 que incluye un láser 23 que ilumina la corriente que sale de la 

boquilla 20 y la emisión de luz de la corriente fluorescente se detecta por un sensor 24. La 

información recibida por el sensor 24 se ingresa en un sistema de clasificación 25 que 20 

rápidamente toma la decisión de cargar o no una gotita en formación y en caso afirmativo 
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qué carga se le proporcionará a la gota en formación y después carga la gotita 21 en 

consecuencia.  

Una característica del esperma que presenta el cromosoma X es que tiende a 

absorber más tinte de fluorocromo que el esperma que presenta el cromosoma Y y como 

tal, la cantidad de luz emitida por el tinte absorbido excitado con láser en el esperma que 5 

presenta el cromosoma X difiere de la del esperma que presenta el cromosoma Y y esta 

diferencia en dicha característica le dice al sistema de clasificación 25 qué carga se le debe 

aplicar a las gotitas que contienen células espermáticas que presentan únicamente el 

cromosoma X o únicamente el cromosoma Y. Las células muertas (o aquellas a punto de 

morir) absorbieron el tinte de inactivación y el sistema de clasificación 25 no carga las 10 

gotitas que contienen dichas células. 

Las corrientes de gotitas cargadas o sin carga a continuación pasan entre un par de 

placas cargadas electrostáticamente 26, que hacen que se desvíen hacia un lado o hacia el 

otro o que no se desvíen en función de su carga hacia los respectivos recipientes de 

recolección 28 y 29 para formar respectivamente una población enriquecida por sexo de 15 

células espermáticas que presentan el cromosoma X y una población enriquecida por sexo 

de células espermáticas que presentan el cromosoma Y que tienen tinte selectivo para el 

ADN asociado con su ADN. La corriente inalterada sin carga que contiene una 

subpoblación de células muertas (o que están a punto de morir) va al recipiente de 

desperdicios 30. 20 
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Las células espermáticas clasificadas por sexo recolectadas a continuación pueden 

congelarse y almacenarse o congelarse y enviarse para el procesamiento adicional (o 

simplemente utilizarse inmediatamente para el procesamiento adicional), donde 

procesamiento adicional significa, por ejemplo, a efectos de investigación o para su uso en 

ART como IVF, AI, ICSI (así como otras técnicas que utilizan células desnucleadas) y 5 

MOET (así como otras técnicas de transferencia de embriones).  

En realizaciones alternativas no ilustradas, el medio de recepción contenido en los 

recipientes que de otro modo estarían vacíos también pueden contener OSR en un intervalo 

de concentración de 0.01mg/ml a 5mg/ml. El OSR puede agregarse durante esta etapa del 

proceso de clasificación (sea clasificación por sexo u otro tipo de clasificación) y/o además 10 

de otra etapa del método en el proceso de clasificación (sea clasificación por sexo u otra 

forma de clasificación).  

Asimismo, en realizaciones alternativas, el OSR administrado en un intervalo de 

concentración de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml a la muestra o composición de células espermáticas 

puede agregarse al tinte selectivo para el ADN y/o a las soluciones de tinte de inactivación. 15 

Algunas realizaciones incluyen el uso de uno o más OSR como componentes premezclados 

de los tampones, diluyentes, tintes, líquidos de recepción y/o criodiluyentes preparados 

utilizados en el procedimiento de clasificación por sexo.  Por consiguiente, el OSR puede 

agregarse a la muestra de célula espermática en una o más etapas durante la clasificación 

por sexo, incluso cuando la muestra de célula espermática se maneja por primera vez 20 

después de la recolección y/o se tiñe con un tinte selectivo para el ADN y/o un tinte de 
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inactivación y/o en el momento de la recolección del citómetro de flujo y/o después cuando 

la muestra se prepara para la crioconservación mediante la adición de OSR o cóctel de OSR 

al criodiluyente.   

Del mismo modo, algunas realizaciones de clasificación incluyen la clasificación 

del semen convencional congelado-descongelado por la cual el OSR puede agregarse a la 5 

muestra de semen descongelada poco después del descongelamiento y clasificarse de forma 

inversa para producir subpoblaciones de células espermáticas clasificadas por sexo que 

incluyen la adición de un OSR en una o más etapas durante el procedimiento de 

procesamiento prolongado de selección de sexo. 

En algunos casos, cuando la clasificación de las células espermáticas no implicará 10 

clasificación por sexo, puede que sea necesario un tinte de inactivación sin la necesidad de 

tinte que tiña el ADN, en cuyo caso el OSR únicamente se encontrará presente en el tinte de 

inactivación para formar la muestra teñida. De esta forma, en función de la realización 

escogida, nuevamente el OSR puede agregarse únicamente durante esta etapa de proceso de 

clasificación (sea clasificación por sexo u otro tipo de clasificación) o además de al menos 15 

otra etapa del método en el proceso de clasificación (sea clasificación por sexo u otra forma 

de clasificación).  

Nuevamente, en las realizaciones alternativas, las células espermáticas clasificadas 

por sexo recolectadas (o en realizaciones alternativas, las muestras de célula espermática 

clasificadas, esto es, no clasificadas por sexo) una vez congeladas requerirán, antes de 20 

dicho procesamiento adicional, su descongelamiento. Antes del congelamiento o después 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

25 

 

del descongelamiento, el antioxidante, nuevamente en un intervalo de concentración de 

0.01mg/ml a 5mg/ml, puede agregarse a la muestra antes del congelamiento y/o a la 

muestra descongelada. De esta forma, en función de la realización escogida, nuevamente el 

OSR puede agregarse únicamente durante esta etapa de proceso de clasificación (sea 

clasificación por sexo u otro tipo de clasificación) o además de al menos otra etapa del 5 

método en el proceso de clasificación (sea clasificación por sexo u otra forma de 

clasificación).  

En otras realizaciones alternativas, el transcurso de tiempo permitido después de la 

adición del OSR, puede variar y puede encontrarse en un intervalo de aproximadamente 5 

segundos a aproximadamente 72 horas (excluido el tiempo de congelamiento y el tiempo en 10 

el congelador o en el estado crioconservado), donde el extremo inferior de la escala 

proporciona una clasificación casi inmediata de la muestra de esperma mientras que el 

extremo superior de la escala cubriría el marco de tiempo máximo típico asociado con el 

movimiento de la muestra de esperma desde su punto de recolección hasta su punto de 

clasificación. Este generalmente es el tiempo de vuelo y/o de transporte terrestre. Más 15 

particularmente, los períodos de tiempo pueden ser de aproximadamente 5 segundos a 

aproximadamente 3 horas; de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 6 horas; de 

aproximadamente 6 horas a aproximadamente 12 horas; de aproximadamente 12 horas a 

aproximadamente 18 horas; de aproximadamente 18 horas a aproximadamente 24 horas; de 

aproximadamente 24 horas a aproximadamente 36 horas; de aproximadamente 36 horas a 20 
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aproximadamente 48 horas; de aproximadamente 48 horas a aproximadamente 60 horas; y 

de aproximadamente 60 horas a aproximadamente 72 horas. 

Otra realización alternativa puede incluir el uso de un diluyente dentro de un 

intervalo de pH de 5.5 a 7.8 y frecuentemente a un pH de aproximadamente 6.5; 

aproximadamente 6.6; aproximadamente 6.7; aproximadamente 6.8; aproximadamente 6.9; 5 

aproximadamente 7.0; aproximadamente 7.1; aproximadamente 7.2; aproximadamente 7.3; 

aproximadamente 7.4 o aproximadamente 7.5.  

Como se describe en la realización ilustrada, se llevan a cabo diferentes etapas del 

método a diferentes temperaturas. En realizaciones alternativas, al menos una de las etapas 

del método se lleva a cabo dentro de un intervalo de temperatura que se selecciona del 10 

grupo que consiste en aproximadamente 5°C a aproximadamente 15°C; aproximadamente 

15°C a aproximadamente 20°C; aproximadamente 20°C a aproximadamente 25°C; 

aproximadamente 25°C a aproximadamente 30°C; aproximadamente 30°C a 

aproximadamente 35°C; aproximadamente 35°C a aproximadamente 40°C y 

aproximadamente 40°C a aproximadamente 45°C. Esto permite que las diferentes etapas en 15 

el método de clasificación se realicen en diferentes intervalos de temperatura. 

En otro aspecto de la presente invención se proporciona un método para tratar la 

movilidad de las células espermáticas en una muestra de célula espermática. En esta 

realización, la muestra de célula espermática, que puede ser una población enriquecida por 

sexo de células espermáticas que presentan el cromosoma X o que presentan el cromosoma 20 

Y que tienen tinte selectivo para el ADN o tinte de unión al ADN asociado con su ADN, 
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una muestra clasificada en una o más subpoblaciones o una muestra convencional sin 

clasificar, el método para tratar la movilidad de las células espermáticas en la muestra de 

célula espermática comprende la etapa de agregar un OSR en un intervalo de concentración 

de 0.01 mg/ml a 5mg/ml a la muestra de célula espermática para formar una composición 

de células espermáticas (y en esta realización a una concentración de 0.5 mg/ml).  El OSR 5 

que se agrega forma parte de un diluyente que se encuentra en un intervalo de pH de 6.5 a 

7.5 y en realizaciones particulares, el pH se selecciona del grupo que consiste en 

aproximadamente 6.5; aproximadamente 6.6; aproximadamente 6.7; aproximadamente 6.8; 

aproximadamente 6.9; aproximadamente 7.0; aproximadamente 7.1; aproximadamente 7.2; 

aproximadamente 7.3; aproximadamente 7.4 y aproximadamente 7.5.  10 

Después de la adición del antioxidante, se permite el transcurso de un período de 

tiempo en el intervalo de aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 72 horas antes 

de que la muestra experimente procesamiento adicional en la forma de por ejemplo, 

investigación o para su uso en tecnologías de reproducción asistida como IVF, AI, ICSI (así 

como otras técnicas que utilizan células desnucleadas) y MOET (así como otras técnicas de 15 

transferencia de embriones). El transcurso de tiempo permitido puede seleccionarse del 

intervalo que consiste en: aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 3 horas; de 

aproximadamente 3 horas a aproximadamente 6 horas; de aproximadamente 6 horas a 

aproximadamente 12 horas; de aproximadamente 12 horas a aproximadamente 18 horas; de 

aproximadamente 18 horas a aproximadamente 24 horas; de aproximadamente 24 horas a 20 

aproximadamente 36 horas; de aproximadamente 36 horas a aproximadamente 48 horas; de 
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aproximadamente 48 horas a aproximadamente 60 horas y de aproximadamente 60 horas a 

aproximadamente 72 horas.  Las técnicas para fecundar un huevo implican la etapa 

adicional de mezclar al menos un huevo con la muestra de célula espermática.  Puede 

utilizarse con la invención cualquier técnica convencional como las listadas anteriormente 

incluida cualquier técnica de IVF o AI convencional.  Las técnicas de IVF típicas se 5 

divulgan en WO/0243486, por ejemplo, que se incorpora en la presente a modo de 

referencia en su totalidad. Las técnicas de AI típicas se divulgan en la patente de Estados 

Unidos No. 6,149,867, por ejemplo, que se incorpora en la presente a modo de referencia 

en su totalidad. 

En realizaciones alternativas, la muestra de célula espermática puede haber sido una 10 

muestra congelada que se dejó descongelar. El método puede comprender además la etapa 

de teñir la muestra de célula espermática o la composición de células espermáticas con tinte 

selectivo para el ADN si la muestra no es una muestra clasificada por sexo. 

El método puede comprender además la etapa de congelar la composición de células 

espermáticas para formar una composición de células espermáticas congelada que puede 15 

dejarse descongelar.  Al menos una de las etapas del método en este segundo aspecto de la 

presente invención se lleva a cabo dentro de un intervalo de temperatura que se selecciona 

del grupo que consiste en aproximadamente 0°C a aproximadamente 5°C; 

aproximadamente 5°C a aproximadamente 15°C; aproximadamente 15°C a 

aproximadamente 20°C; aproximadamente 20°C a aproximadamente 25°C; 20 

aproximadamente 25°C a aproximadamente 30°C; aproximadamente 30°C a 
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aproximadamente 35°C; aproximadamente 35°C a aproximadamente 40°C y 

aproximadamente 40°C a aproximadamente 45°C.  Por consiguiente, cada etapa del método 

puede llevarse a cabo en un intervalo de temperatura diferente o similar. 

MÉTODOS SUGERIDOS 

A modo de ejemplo, después del procedimiento de maduración de ovocitos, puede 5 

utilizarse un procedimiento de IVF, un procedimiento de cultivo in vitro y un 

procedimiento de cocultivo con la invención.  El entendido en la técnica sabrá que pueden 

existir variaciones para estos métodos y que estos métodos no deben interpretarse como 

limitantes de la funcionalidad de la invención actual. Estos métodos son únicamente 

ilustrativos. 10 

1. Recolección de ovocitos Recolectar los ovocitos del matadero, lavar una vez con 

aproximadamente 3mL de medio de lavado Hepes y una vez con TCM-199 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA) + suero bovino fetal al 10% (FBS).  Cultivar en un medio de maduración 

durante 22 horas en una incubadora de CO2 a 38.5°C. En una realización, el medio de 

maduración contiene TCM-199, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica (por ejemplo, 15 

Chorulon (Intervet, Summit NJ)), hormona de estimulación de folículos (FSH) (por 

ejemplo, Folltropin (Bioniche, Belleville, Canadá)), estradiol y al menos un antibiótico.  En 

una realización adicional, puede utilizarse Amikacina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

como antibiótico. En otra realización, el medio de maduración también puede comprender 

hormona luteinizante.  20 
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En una realización, el medio de maduración puede comprender de 5 a 20 ml de 

TCM-199 Earl’s; de 0.5 a 2ml de FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA); de 10 a 

30 μl de piruvato (preparado mediante la adición de 0.05 a 0.20 g de piruvato de sodio 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 5 a 20 ml de solución salina); de 50 a 200 μl de 

gonadotropina coriónica (preparada mediante la adición de 5 a 20 UI de Chorulon (Intervet, 5 

Summit NJ) a 5 a 20 ml de TCM-199 Earl’s); 5 a 20 μl de FSH (preparada mediante la 

adición de 0.001 a 0.01 g de Folltropin (Bioniche, Belleville, Canadá) a 5 a 20 ml de TCM-

199 Earl’s); 5 a 20 μl de estradiol (preparado mediante la adición de 0.001 a 0.05 g de 

estradiol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 5 a 20 ml de Etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO)); y 10 a 30 μl de Amikacina (preparada mediante la adición de 0.1 a 1 g de sal de 10 

sulfato de Amikacina (Sigma-Aldrich) a 20 a 40 ml de solución salina).  En realizaciones 

alternativas, el medio de maduración puede comprender los componentes mencionados 

anteriormente mediante el uso de diferentes volúmenes pero en la misma proporción entre 

sí, por ejemplo en una realización, el medio de maduración puede comprender de 10 a 40 

ml de TCM-199; de 1 a 4 ml de FBS; de 20 a 60 μl de piruvato de sodio, etc. En una 15 

realización adicional, el medio de maduración comprende las preparaciones anteriores de 

TCM-199 Earl’s, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y un antibiótico 

en una relación aproximada de  9 : 1 : 0.02 : 0.1 : 0.01: 0.01 : 0.02 en volumen 

respectivamente. 

2. Fecundación in vitro. Quitar los cúmulos de células de los ovocitos maduros.  20 

Transferirlos a una placa de fecundación y regresarlos a la incubadora de CO2. Descongelar 
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los tubillos de semen congelados mediante el uso de procedimientos estándar, centrifugar 

en 800µL de gradiente de esperma puro (Nidacon, Molndal, Suecia) o Percoll o un 

gradiente similar a 2500 RPM durante 10 minutos para quitar los componentes de huevo, 

glicerol y otros restos.  Eliminar el sobrenadante, dejando un gránulo suelto de esperma 

vivo. Combinar los gránulos mediante el uso de una pequeña cantidad de medio de 5 

fecundación y volver a granular a 1500 RPM durante 3 minutos.  Quitar cuidadosamente el 

sobrenadante. Después mezclar suavemente el granulado. Después de determinar la dosis 

de inseminación deseada, inseminar los ovocitos mediante la adición de esperma al 

gránulo, después cultivar en una placa y volver a la incubadora de CO2 durante 

aproximadamente 18 a 22 horas. 10 

3. Cultivo in vitro.  Quitar los presuntos cigotos de la placa de fecundación y 

transferirlos a un tubo Eeppendorf estéril de 1.5 mL.  Dejar que los cigotos formen un 

gránulo suelto y eliminar el exceso de medio para formar una relación 1:1 de gránulo y 

solución. Enjuagar el tubo Eppendorf con TCM-199, colocar el contenido en una placa y 

lavar con un medio de BSA. A continuación cultivar los presuntos cigotos (desechar los 15 

ovocitos desfigurados, así como los ovocitos con citoplasma de color amarillo o citoplasma 

vacuolado) en una incubadora de dos gases (CO2 al 5%, O2 al 5%) a 38.5°C durante 

aproximadamente 48 horas.   

4. Cocultivo. Transferir los cigotos escindidos a placas de cocultivo que contienen 

el cúmulo de células de los ovocitos maduros y medio FBS cubierto con aceite mineral e 20 

incubar en una incubadora de CO2 a 38.5°C hasta que sea necesario. 
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5.  Evaluaciones de movilidad de esperma por CASA.  Puede realizarse una 

comparación de las cámaras de visión y deslizadores en una variedad de instrumentos 

IVOS, que por ejemplo puede ser únicamente IVOS de Hamilton-Thorne (Hamilton-

Thorne, Beverly, MA).  Ajustes de los instrumentos: Captura de imagen; cuadros por 

segundo = 60; número de cuadros = 30; detección celular; contraste mínimo = 50; tamaño 5 

celular mínimo = 5; tamaño celular por defecto = 5; intensidad celular = 50; velocidad de 

trayectoria de células progresiva = 50 um/s; rectilineidad ≥ 70%; células lentas (um/s); 

velocidad de trayectoria promedio (VAP, <30 um/s), velocidad en línea recta (VSL, <15 

um/s).  Las variables de movilidad CASA medidas pueden ser el porcentaje de esperma 

móvil total (móvil), porcentaje de esperma progresivamente móvil (progresivo), VAO, 10 

VSL, velocidad curvilínea (VCL, um/s), desplazamiento de cabeza lateral promedio (ALK, 

um) y la cantidad de veces que las cabezas de esperma cruzan la trayectoria media (BCF, 

Hz), movilidad del esperma en línea recta (STR, %) y movilidad lineal del esperma (LIN, 

%).  Ver, por ejemplo, Lenz, RW, et al., J Anim Sci (2011) 89:383-388, incorporada en la 

presente a modo de referencia en su totalidad. 15 

Otro aspecto de la presente invención implica el uso de una muestra de célula 

espermática tratada con un OSR en AI.  AI en la presente invención incluye un método por 

el cual la muestra de célula espermática recién extraída o descongelada se utiliza para 

inseminar por medio del pasaje de la muestra de semen o esperma por el tracto 

reproductivo femenino, con o sin una herramienta accesoria como una pistola de 20 

inseminación artificial, un catéter o una pipeta.   
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Las muestras de semen congelado pueden estar contenidas en tubillos de semen que 

se descongelan antes del procedimiento de AI mediante el uso de métodos estándar.  En 

ciertas realizaciones de la invención, los tubillos de semen contienen de aproximadamente 

0.25 a 0.5 ml de líquido y habitualmente son suficientes para una única inseminación.   

Para aumentar la cantidad de crías/hijos que un individuo del sexo femenino puede 5 

producir, se han desarrollado técnicas de transferencia de embriones (como MOET) y son 

bien conocidas por los entendidos en la técnica. Las técnicas de transferencia de embriones 

convencionales incluyen inyección en hembras con hormonas adecuadas para hacer que 

produzcan múltiples huevos (ovocitos) en un único ciclo estral.  Este proceso habitualmente 

se denomina como superovulación.   Cada hembra se insemina artificialmente con una 10 

muestra de célula espermática de un macho recién extraída o que fue crioconservada. 

En otro aspecto de la invención, los cigotos y/o embriones de hembras inseminadas 

pueden recuperarse y después cultivarse y/o crioconservarse/vitrificarse. 

Ejemplo 1 

Se utilizó una muestra de semen de cada toro como control mientras que a las 15 

muestras de semen restantes se les agregó vitamina B12, como antioxidante, en las 

respectivas concentraciones de 0.5mg/ml y 0.25mg/ml.  Para cada muestra se agregó la 

misma concentración de vitamina B12 (i) durante el proceso de tinción y (ii) en el líquido 

de recepción del recipiente de recolección. Las muestras de control no contenían vitamina 

B12. Las muestras de esperma se clasificaron en un modo de “alta pureza” y el esperma 20 

clasificado por sexo recolectado se diluyó con un criodiluyente que en algunos casos 
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nuevamente contenía la misma concentración de vitamina B12 y las muestras se 

congelaron. Tres horas después del congelamiento (que es un marco de tiempo estándar 

para llevar a cabo las evaluaciones de control de calidad sobre las muestras de esperma 

clasificadas congeladas y descongeladas) las muestras descongeladas se colocaron en 

CASA, una máquina que proporciona varios datos del esperma, como la información de 5 

movilidad y movilidad progresiva. Los resultados se muestran a continuación en la tabla 1 

y la movilidad y movilidad progresiva se representan gráficamente en la figura 2. 

En las tablas a continuación: VAP (velocidad de trayectoria promedio (μm/s)); VSL 

(velocidad en línea recta (μm/s)); VCL (velocidad curvilínea (μm/s)); ALH 

(desplazamiento de cabeza lateral promedio (μm)); BCF (cantidad de veces que las cabezas 10 

de esperma cruzan la trayectoria media en Hz); STR (porcentaje de movilidad del esperma 

en línea recta); LIN (porcentaje de movilidad lineal del esperma); PIA (porcentaje de 

acrosomas intactos); movilidad (porcentaje de esperma móvil) y movilidad progresiva 

(porcentaje de esperma progresivamente móvil).  

Los resultados de la adición de dos etapas representan tratamientos con vitamina 15 

B12 presentes en la misma concentración indicada en el líquido de recepción del recipiente 

de recolección y en el diluyente crioprotector antes de congelar la muestra únicamente 

(congelamiento de 2 etapas; - + +); los resultados de la adición de tres etapas indican que la 

misma concentración de vitamina B12 se agregó durante la etapa de tinción, la etapa de 

recolección (en el líquido de recepción del recipiente de recolección) y en el diluyente 20 

crioprotector antes del congelamiento de la muestra (3 etapas).  No existe correlación con 
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respecto a los nombres asignados de forma aleatoria como “Toro A”.  El Toro A del 

ejemplo 5 no es el mismo toro que el Toro A del ejemplo 7. 
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TABLA 1:  Movilidad (2 etapas y 3 etapas) (3 horas después del congelamiento) 

 
Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progresivamen

te móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

Toro 1            

Control 562 59.5 33.5 54 47 95.5 4 21.5 87.5 51 73.5 

0.5mg/ml, cong. 2 

etapas 
925 63.5 26 56 45 94 4 23 86.5 49 74 

0.25mg/ml, 3 etapas 815 70.5 40.5 55 48 92 4 23.5 87.5 53 83 

Toro 2            

Control 529 54.5 41.5 61 53.5 107.5 4.5 23 87.5 51.5 64 

0.5mg/ml, cong. 2 

etapas 
269 70.5 47 77 66 108 4 21.5 85.5 61 84 

0.25mg/ml, 3 etapas 693 67 53.5 68 55 111.5 4.5 24 87 51 79.5 

Toro 3            
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Control 599 47.5 18 49.5 42.5 84.5 4 20.5 86.5 51.5 52.5 

0.5mg/ml, cong. 2 

etapas 
800 74.5 53.5 56 51 98 4 22.5 84.5 52.5 87 

0.25mg/ml, 3 etapas 656 70 48.5 59 50 101 4 24 85.5 51 80 

Toro 4            

Control 602 65.5 33.5 53.5 45.5 89.5 4 23.5 86 52.5 72.5 

0.5mg/ml, cong. 2 

etapas 
874 81.5 50 60 53 109 5 26 83.5 49 88 

0.25mg/ml, 3 etapas 1059 81 25.5 43 51 88.5 5 23 82.5 47 86 

Toro 5            

Control 638 49.5 13 45.5 38.5 86.5 5 18 84 45.5 63.5 

0.5mg/ml, cong. 2 

etapas 
842 51 33 50 47 101 5 20.5 84 47 79 
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0.25mg/ml, 3 etapas 787 70 40.5 61 48 106.5 5 21.5 84.5 47 80 
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Ejemplo 2 

En otra serie de experimentos, los resultados de CASA con respecto a la movilidad 

y a la movilidad progresiva después de 4.5 horas después del descongelamiento de las 

muestras clasificadas por sexo contra un control se muestran a continuación en la tabla 2. 

Los resultados (congelamiento de 2 etapas) indican que la vitamina B12 en la misma 5 

concentración se encontraba presente en el líquido de recepción del recipiente de 

recolección y en el diluyente crioprotector antes de congelar la muestra; los resultados (3 

etapas) indican que se agregó la misma concentración de vitamina B12 durante la etapa de 

tinción, la etapa de recolección (en el líquido de recepción del recipiente de recolección) y 

en el diluyente crioprotector antes de congelar la muestra. 10 

Con respecto al “Toro A”, los dos conjuntos de resultados mostrados se obtuvieron 

en dos días diferentes mediante el uso de muestras descongeladas del mismo lote de 

esperma clasificado inicialmente. En ambos casos la concentración de vitamina B12 fue 

1mg/ml. Para todos los toros en la tabla a continuación a menos que se indique lo contrario, 

la concentración de vitamina B12 agregada también fue de 1mg/ml. 15 

TABLA 2:  Movilidad (4.5 horas después del descongelamiento) 

 

 Células totales Móvil 

Progresivamente 

móvil 

Toro A  
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control 322 38 0 

1 mg/ml - cong. 2 etapas 250 41 8 

1 mg/ml - 3 etapas 287 64 37 

Toro A (día 2)  

control 328 46 4 

1 mg/ml - cong. 2 etapas 433 71 31 

1 mg/ml - 3 etapas 487 64 11 

Toro B  

control 298 33 1 

1 mg/ml - cong. 2 etapas 316 22 1 

1 mg/ml - 3 etapas 237 59 19 

Toro C  

control 403 52 1 

1 mg/ml - cong. 2 etapas 432 76 43 

1 mg/ml - 3 etapas 613 62 2 

Toro D  

control 644 37 3 

1 mg/ml - 3 etapas 400 59 9 
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Ejemplo 3 

En un experimento adicional, se verificó la movilidad y movilidad progresiva a las 

3.75 horas después del descongelamiento de una muestra de semen clasificada por sexo 

tratada con un antioxidante.  No se agregó OSR a la muestra de control. La muestra de 5 

control derivó de un único toro.  Se agregó vitamina B12 en una concentración de 0.25 

mg/ml a la muestra de prueba durante la etapa de tinción, la etapa de recolección (en el 

Toro E  

control 653 41 1 

1 mg/ml - 3 etapas 648 52 1 

Toro F  

control 638 39 7 

0.5 mg/ml - 3 etapas 761 51 16 

0.25 mg/ml - 3 etapas 730 60 23 

Toro G  

control 588 41 13 

0.5 mg/ml - 3 etapas 162 65 57 

0.25 mg/ml - 3 etapas 1003 56 32 
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fluido de recepción del recipiente de recolección) y en el diluyente crioprotector antes del 

congelamiento de la muestra.   Los resultados se muestran en la tabla 3 a continuación. 
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TABLA 3:  Movilidad (3.75 horas después del descongelamiento) 

 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progresivam

ente móvil 

(%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL (µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

  Toro 1            

Control 452 7 0 37 28 71 3 16 74 40 41 

  0.25mg/ml, 3 

etapas 

536 39 5 40 34 76 5 17 85 45 70 
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Ejemplo 4 

Se diseñó un experimento para probar el efecto de las células espermáticas tratadas 

con OSR sobre el desarrollo de los huevos fecundados con dichas células espermáticas.  En 

este experimento, el semen de toro de dos toros se clasificó por sexo con citometría de 

flujo, con vitamina B12 presente en concentraciones iguales en el medio utilizado para teñir 5 

las células espermáticas, en el líquido de recepción del recipiente de recolección y en el 

diluyente crioprotector antes de congelar la muestra clasificada por sexo (3 etapas).  Para 

cada toro se probaron tres concentraciones diferentes de vitamina B12: 0.05mg/ml, 

0.15mg/ml y 0.25mg/ml.  Las muestras de control no se trataron con vitamina B12. 

Se recolectaron los ovocitos del matadero y se lavaron una vez con 10 

aproximadamente 3mL de medio de lavado Hepes y una vez con TCM-199 + FBS al 10%.  

Los ovocitos se cultivaron en un medio de maduración durante 22 horas en una incubadora 

de CO2 a 38.5°C.  Los cúmulos de células se quitaron de los ovocitos maduros, se 

transfirieron a una placa de fecundación y se regresaron a la incubadora de CO2. 

Los tubillos de semen congelados se descongelaron mediante el uso de 15 

procedimientos estándar y se centrifugaron en 800µL de gradiente de esperma puro a 2500 

RPM durante 10 minutos para quitar los huevos, el glicerol y otros restos. El sobrenadante 

se eliminó, dejando un gránulo suelto de esperma vivo. Los gránulos se combinaron 

mediante el uso de una pequeña cantidad de medio de fecundación y se volvieron a 

granular a 1500 RPM durante 3 minutos.  A continuación el sobrenadante se quitó 20 

cuidadosamente y el granulado se mezcló suavemente.  Después de determinar la dosis de 
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inseminación deseada, los ovocitos maduros se inseminaron mediante la adición de 

esperma al gránulo, se cultivaron en una placa y se regresaron a la incubadora de CO2 

durante aproximadamente 18 a 22 horas. 

Se quitaron los presuntos cigotos de la placa de fecundación y se transfirieron a un 

tubo Eeppendorf estéril de 1.5 mL.   Los cigotos se dejaron formar un gránulo suelto y se 5 

eliminó el exceso de medio para formar una relación 1:1 de gránulo y solución.  El tubo 

Eppendorf se sometió a agitación vorticial durante 90 segundos y después se enjuagó con 

TCM-199.  Los contenidos se colocaron en una placa y después se lavaron con un medio de 

BSA.  A continuación los presuntos cigotos se cultivaron en una incubadora de dos gases 

(CO2 al 5%, O2 al 5%) a 38.5°C durante aproximadamente 48 horas.  Los cigotos 10 

escindidos se transfirieron a placas de cocultivo que contienen el cúmulo de células de los 

ovocitos maduros y medio FBS cubierto con aceite mineral y se incubaron en una 

incubadora de CO2 a 38.5°C. 

 Los embriones se observaron 7 días después de IVF para verificar: Cig (cantidad de 

cigotos colocados en cultivo); 4-2C (cantidad de cigotos que experimentaron la transición 15 

de 2 células a 4 células 48 horas después de IVF); 8C (cantidad de cigotos con 8 células 48 

horas después de IVF); 8C% (porcentaje de cigotos que tenían 8 células 48 horas después 

de IVF); % de escisión (porcentaje escindido 48 horas después de IVF); C1 (cantidad de 

blastocistos expandidos y en incubación y blastocistos incubados 7 días después de IVF); 

C1- (cantidad de blastocistos 7 días después de IVF); y C2 (cantidad de blastocistos 20 

prematuros  y mórulas compactas 7 días después de IVF), embriones totales (cantidad total 
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de blastocistos = C1+ C1- + C2); % de bastocistos (porcentaje de cigotos cultivados que 

resultan en la formación de blastocistos); # de incubación (cantidad de embriones que se 

desprenden de la zona pelúcida en la preparación para la implantación observada a los 8.5 

días después de IVF); y % de incubación (porcentaje de embriones que se desprendieron de 

la zona). Los resultados se muestran en la tabla 4 a continuación. 5 
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TABLA 4:  IVF - Embrión / Fecundación (3 etapas)  

 Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 

Embriones 

totales 

% blastocistos # incubación 

% 

incubación 

Toro A 

Control 96 36 8 8.3 45.8 1 0 5 6 6.3 2 33.3 

Control 68 19 7 10.3 38.2 0 0 2 2 2.9 0 0.0 

Control 91 31 19 20.9 54.9 2 3 10 15 16.5 5 33.3 

Total/ 

Promedio 

255 86 34 (13.3) (47.1) 

3 3 17 23 (9.0) 7 (30.4) 

0.05mg/ml 87 20 3 3.4 26.4 0 0 1 1 1.1 0 0.0 

0.05mg/ml 95 26 9 9.5 36.8 1 0 1 2 2.1 1 50.0 

0.05mg/ml 94 20 11 11.7 33.0 0 3 1 4 4.3 1 25.0 
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Total/ 

Promedio 

276 66 23 (8.3) (32.2) 

1 3 3 7 (2.5) 2 (28.6) 

0.15mg/ml 89 25 4 4.5 32.6 0 1 4 5 5.6 0 0.0 

0.15mg/ml 90 29 9 10.0 42.2 1 0 4 5 5.6 3 60.0 

0.15mg/ml 91 24 6 6.6 33.0 2 1 4 7 7.7 3 42.9 

Total/ 

Promedio 

270 78 19 (7.0) (35.9) 

3 2 12 17 (6.3) 6 (35.3) 

0.25mg/ml 91 33 6 6.6 42.9 0 2 3 5 5.5 2 40.0 

0.25mg/ml 93 38 20 21.5 62.4 4 2 10 16 17.2 10 62.5 

0.25mg/ml 91 26 16 17.6 46.2 2 3 10 15 16.5 6 40.0 

Total/ 

Promedio 

275 97 42 (15.3) (50.5) 

6 7 23 36 (13.1) 18 (50.0) 
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 Toro B 

Control 91 15 35 38.5 54.9 3 3 8 14 15.4 9 64.3 

Control 90 25 29 32.2 60.0 4 5 9 18 20.0 10 55.6 

Control 92 20 33 35.9 57.6 7 6 12 25 27.2 15 60.0 

Total/ 

Promedio 

273 60 97 (35.5) (57.5) 

14 14 29 57 (20.9) 34 (59.6) 

0.05mg/ml 90 18 40 44.4 64.4 2 4 13 19 21.1 9 47.4 

0.05mg/ml 92 23 27 29.3 54.3 4 2 9 15 16.3 7 46.7 

0.05mg/ml 93 22 27 29.0 52.7 5 3 13 21 22.6 8 38.1 

Total/ 

Promedio 

275 63 94 (34.2) (57.1) 

11 9 35 55 (20.0) 24 (43.6) 

0.15mg/ml 96 21 38 39.6 61.5 6 7 10 23 24.0 17 73.9 
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0.15mg/ml 93 32 14 15.1 49.5 2 3 6 11 11.8 6 54.5 

0.15mg/ml 100 21 29 29.0 50.0 4 4 14 22 22.0 9 40.9 

Total/ 

Promedio 

289 74 81 (28.0) (53.6) 

12 14 30 56 (19.4) 32 (57.1) 

0.25mg/ml 92 24 34 37.0 63.0 5 3 11 19 20.7 14 73.7 

0.25mg/ml 96 31 23 24.0 56.3 1 3 3 7 7.3 5 71.4 

Total/ 

Promedio 

188 55 57 (30.3) (59.6) 

6 6 14 26 (13.8) 19 (73.1) 
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Ejemplo 5 

Se realizó un experimento similar al del ejemplo 4 para probar el efecto de las 

células espermáticas tratadas con OSR sobre el desarrollo de los huevos fecundados 

mediante el uso de una concentración más alta de antioxidante, en comparación con una de 

las concentraciones utilizadas anteriormente.  Las muestras de semen de dos toros de 5 

diferente raza (uno Holstein; uno Jersey) se clasificaron por sexo con citometría de flujo, 

nuevamente con el uso de vitamina B12 como antioxidante, presente en concentraciones 

iguales durante la tinción, en el líquido de recepción del recipiente de recolección y en el 

diluyente crioprotector antes de congelar la muestra clasificada por sexo (3 etapas).  Para 

cada toro las dos concentraciones de vitamina B12 probadas fueron: 0.5mg/ml y 10 

0.25mg/ml.  Las muestras de control no se trataron con vitamina B12.  Todas las etapas 

experimentales se llevaron a cabo en la misma forma que en el ejemplo 4.  Los resultados 

se muestran en la tabla 5 a continuación. 
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TABLA 5:   IVF - Fecundación de embriones (3 etapas)    

 Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 
Embriones 

totales 

% blasto-

cistos 

# incu- 

bación 

% incu-

bación 

Toro A (Holstein) 

Control 91 25 35 38.5 65.9 3 2 4 9 9.9 3 33.3 

Control 93 40 19 20.4 63.4   1 2 3 3.2 0 0.0 

Control 98 25 25 25.5 51.0 3 6 5 14 14.3 6 42.9 

Total/ 

Promedio 282 90 79 28.0 (60.1) 6 9 11 26 (9.2) 9 (34.6) 

0.25mg/ml 97 25 39 40.2 66.0 6 9 5 20 20.6 8 40.0 

0.25mg/ml 97 34 30 30.9 66.0 5 6 5 16 16.5 4 25.0 

0.25mg/ml 97 23 33 34.0 57.7 6 7 6 19 19.6 9 47.4 

Total/ 

Promedio 291 82 102 35.1 (63.2) 17 22 16 55 (18.9) 21 (38.2) 
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0.5mg/ml 94 25 34 36.2 62.8 0 3 3 6 6.4 1 16.7 

0.5mg/ml 95 29 30 31.6 62.1 1 7 7 15 15.8 4 26.7 

0.5mg/ml 93 18 35 37.6 57.0 5 7 8 20 21.5 11 55.0 

Total/ 

Promedio 282 72 99 35.1 (60.6) 6 17 18 41 (14.5) 16 (39.0) 

 

 Toro B (Jersey) 

Control 97 39 39 40.2 80.4 5 5 3 13 13.4 7 53.8 

Control 100 22 12 12.0 34.0 4 5   9 9.0 2 22.2 

Control 100 22 29 29.0 51.0 2 5 1 8 8.0 3 37.5 

Total/ 

Promedio 297 83 80 26.9 (55.1) 11 15 4 30 (10.1) 12 (40.0) 

0.25mg/ml 94 25 45 47.9 74.5 5 9 4 18 19.1 12 66.7 

0.25mg/ml 99 36 20 20.2 56.6 7 6 6 19 19.2 6 31.6 
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0.25mg/ml 99 17 46 46.5 63.6 5 7 8 20 20.2 9 45.0 

Total/ 

Promedio 292 78 111 38.0 (64.8) 17 22 18 57 (19.5) 27 (47.4) 

0.5mg/ml 100 40 34 34.0 74.0 4 6 1 11 11.0 5 45.5 

0.5mg/ml 95 31 24 25.3 57.9 5 11 7 23 24.2 6 26.1 

0.5mg/ml 99 15 46 46.5 61.6 8 5 5 18 18.2 9 50.0 

Total/ 

Promedio 294 86 104 35.4 (64.5) 17 22 13 52 (17.7) 20 (38.5) 
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Ejemplo 6 

Se realizó otro experimento similar al de los ejemplos 4 y 5 para probar el efecto 

reproducible de las células espermáticas tratadas con OSR con respecto a un único toro 

mediante el control de desarrollo de embriones.  Se tomaron muestras del Toro A 

(Holstein) tres veces diferentes; se tomaron muestras del Toro B cinco veces diferentes; se 5 

tomaron muestras del Toro C una única vez; todas las muestras de semen se sometieron a 

procedimientos de clasificación por sexo estándar mediante el uso de citometría de flujo 

con vitamina B12 como el OSR a 0.25 mg/ml durante las etapas de tinción, recolección en 

el líquido de recepción y antes de la crioconservación (3 etapas).  Las muestras de control 

no se trataron con vitamina B12. Todas las etapas experimentales se llevaron a cabo en la 10 

misma forma que en el ejemplo 4.  Los resultados se muestran en la tabla 6 a continuación. 
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TABLA 6:   IVF (3 etapas) - Reproducibilidad   

Toro A 

(Holstein) 
Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 

Embriones 

totales 

% blasto-

cistos 

% de 

congela-

miento 

% incubación 

Ensayo 1             

Control 507 85 119 23.5 40.2 34 19 31 84 16.6 10.5  

0.25mg/ml 434 92 100 23.0 44.2 27 14 44 85 (19.6) 9.4  

Ensayo 2             

Control 993 238 287 28.9 52.9 54 26 86 166 16.7 8.1  

0.25mg/ml 884 204 222 25.1 48.2 81 36 128 245 (27.7) 13.2  

Ensayo 3             

Control 907 209 215 23.7 46.7 70 27 90 187 20.6 10.7  

0.25mg/ml 1053 230 285 27.1 48.9 83 39 129 251 (23.8) 11.6  
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Promedio - Control        (18.2) (9.6)  

Promedio - 0.25 mg/ml        (24.5) (11.8)  

Toro B 

(Holstein) 

Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 

Embriones 

totales 

% blasto-

cistos 

% de congel-

amiento 

% 

% incubación 

Ensayo 1             

Control 507 85 119 23.5 40.2 34 19 31 84 16.6 10.5  

0.25mg/ml 434 92 100 23.0 44.2 27 14 44 85 (19.6) 9.4  

Ensayo 2             

Control 993 238 287 28.9 52.9 54 26 86 166 16.7 8.1  

0.25mg/ml 884 204 222 25.1 48.2 81 36 128 245 (27.7) 13.2  

Ensayo 3             
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Control 907 209 215 23.7 46.7 70 27 90 187 20.6 10.7  

0.25mg/ml 1053 230 285 27.1 48.9 83 39 129 251 (23.8) 11.6  

Ensayo 4             

Control 550 122 177 32.2 54.4 12 19 56 87 15.8 5.6  

0.25mg/ml 595 124 183 30.8 51.6 12 8 52 72 (12.1) 3.4  

Ensayo 5             

Control 596 107 159 26.7 44.6 31 21 83 135 22.7 8.7  

0.25mg/ml 636 137 185 29.1 50.6 27 24 79 130 (20.4) 8.0  

             

Promedio - Control        (18.5) (8.8)  

Promedio - 0.25 mg/ml        (21.7) (9.7)  
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Toro C Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 

Embriones 

totales 

% blasto-

cistos 

 % de congel-

amiento 

% incu-

bación 

Ensayo 1             

Control 454 113 265 58.4 83.3 21 17 49 87 (19.2) (8.4)  

0.25mg/ml 509 104 335 65.8 86.2 31 27 62 120 (23.6) (11.4)  
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Ejemplo 7 

Se realizó un experimento a mayor escala para probar de forma adicional la 

reproducibilidad de lo que se realizó en los ejemplos 6 y 7, pero probando cinco toros cada 

tres intervalos de tiempo separados.  Se tomaron muestras de semen de cinco toros y se 

clasificaron por sexo mediante el uso de citometría de flujo de conformidad con los 5 

procedimientos anteriores y se trataron con 0.25 mg/ml de vitamina B12 como el OSR (3 

etapas). Las muestras de control no se trataron con vitamina B12. 
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TABLA 7:  Efecto promedio (Mezcla de Holstein y Jersey)  

 Cig 4-2C 8C 8C% % Clv C1 C1- C2 
Embriones 

totales 

% blasto-

cistos 
# incu-bación 

% incu-

bación 

Control-A1 993 238 287 28.9 52.9 54 26 86 166 16.7   

Control-A2 507 85 119 23.5 40.2 34 19 31 84 16.6   

Control-A3 907 209 215 23.7 46.7 70 27 90 187 20.6   

Control-B1 96 36 8 8.3 45.8 1 0 5 6 6.3 2 33.3 

Control-B2 68 19 7 10.3 38.2 0 0 2 2 2.9 0 0.0 

Control-B3 91 31 19 20.9 54.9 2 3 10 15 16.5 5 33.3 

Control-C1 91 15 35 38.5 54.9 3 3 8 14 15.4 9 64.3 

Control-C2 90 25 29 32.2 60.0 4 5 9 18 20.0 10 55.6 

Control-C3 92 20 33 35.9 57.6 7 6 12 25 27.2 15 60.0 

Control-D1 97 39 39 40.2 80.4 5 5 3 13 13.4 7 53.8 

Control-D2 100 22 12 12.0 34.0 4 5   9 9.0 2 22.2 
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Control-D3 100 22 29 29.0 51.0 2 5 1 8 8.0 3 37.5 

Control-E1 91 25 35 38.5 65.9 3 2 4 9 9.9 3 33.3 

Control-E2 93 40 19 20.4 63.4   1 2 3 3.2 0 0.0 

Control-E3 98 25 25 25.5 51.0 3 6 5 14 14.3 6 42.9 

Total/ 

Promedio 3514 851 911 25.9 (50.1) 192 113 268 573 (16.3) 62 (10.8) 

             

0.25 –A1 884 204 222 25.1 48.2 81 36 128 245 27.7     

0.25 –A2 434 92 100 23.0 44.2 27 14 44 85 19.6     

0.25 –A3 1053 230 285 27.1 48.9 83 39 129 251 23.8     

0.25 –B1 91 33 6 6.6 42.9 0 2 3 5 5.5 2 40.0 

0.25 –B2 93 38 20 21.5 62.4 4 2 10 16 17.2 10 62.5 

0.25 –B3 91 26 16 17.6 46.2 2 3 10 15 16.5 6 40.0 

0.25 –C1 92 24 34 37.0 63.0 5 3 11 19 20.7 14 73.7 
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0.25 –C2 96 31 23 24.0 56.3 1 3 3 7 7.3 5 71.4 

0.25 –C3             

0.25 –D1 94 25 45 47.9 74.5 5 9 4 18 19.1 12 66.7 

0.25 –D2 99 36 20 20.2 56.6 7 6 6 19 19.2 6 31.6 

0.25 –D3 99 17 46 46.5 63.6 5 7 8 20 20.2 9 45.0 

0.25 –E1 97 25 39 40.2 66.0 6 9 5 20 20.6 8 40.0 

0.25 –E2 97 34 30 30.9 66.0 5 6 5 16 16.5 4 25.0 

0.25 –E3 97 23 33 34.0 57.7 6 7 6 19 19.6 9 47.4 

Total/ 

Promedio 3417 838 919 26.9 (51.4) 237 146 372 755 (22.1) 85 (11.3) 
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Ejemplo 8  

En un experimento adicional, se verificó la movilidad y movilidad progresiva 

después del descongelamiento mediante el uso de CASA a las 0, 3 y 5 horas después del 

descongelamiento de muestras de semen clasificadas por sexo (clasificadas mediante el uso 

de citometría de flujo) tratadas con vitamina B12 como el antioxidante. No se agregó OSR 5 

a las muestras de control. Las muestras de semen provenían de dos toros Holstein. Se 

agregó vitamina B12 en una concentración de 0.25 mg/ml a las muestras de prueba durante 

la etapa de tinción, la etapa de recolección (en el fluido de recepción del recipiente de 

recolección) y en el diluyente crioprotector antes del congelamiento de la muestra (3 

etapas).   Los resultados se muestran en la tabla 8 a continuación. 10 
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TABLA 8:  Movilidad después del descongelamiento (3 etapas)  

Toro A 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

0 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro A - Control 1884 77 53 107 81 211 9 23 76 40   

Toro A - Control 1275 74 51 99 75 198 9 24 77 41 90 

   Promedio  (76) (52) 103 78 205 9 24 77 41   

Toro A - 0.25 1074 73 51 89 68 183 8 26 77 40   

Toro A - 0.25 1519 69 50 101 78 195 8 27 78 43 90 

   Promedio  (71) (51) 95 73 189 8 27 78 42   
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3 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro A - Control 1064 48 3 38 29 76 6 14 77 40 56 

Toro A - Control 683 53 7 44 36 80 5 17 84 46 63 

   Promedio  (50) (5) 41 32.5 78 5.5 15.5 80.5 43 59.5 

Toro A - 0.25 870 64 22 48 39 84 8 14 77 41 86 

Toro A - 0.25 978 46 7 41 31 83 8 14 77 38 76 

    Promedio  (55) (15) 45 35 84 8 14 77 40 81 

5 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro A - Control 903 40 8 14 11 25 3 7 14 9 52 

Toro A - Control 517 15 1 12 10 18 2 10 17 18 60 
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   Promedio  (27.5) (4.5) 13 10.5 21.5 2.5 8.5 15.5 13.5 56 

Toro A - 0.25 708 61 26 17 17 23 2 6 13 12 79 

Toro A - 0.25 747 34 7 20 16 28 3 8 14 13 72 

    Promedio  (47.5) (16.5) 18.5 16.5 25.5 2.5 7 13.5 12.5 75.5 

 

Toro B 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

0 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro B - Control 1878 73 57 88 73 153 7 27 83 49   

Toro B - Control 1706 72 54 83 69 142 6 28 84 51 90 
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   Promedio  (73) (55.5) 85.5 71 148 7 28 84 50   

Toro B - 0.25 1804 79 58 85 70 145 6 28 83 51   

Toro B - 0.25 1150 79 54 81 67 143 6 29 84 51 90 

   Promedio  (79) (56) 83 69 144 6 29 84 51   

3 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro B - Control 666 30 10 39 25 80 8 16 66 33 60 

Toro B - Control 670 50 12 45 37 85 6 16 82 44 72 

   Promedio  (50) (11) 42 31 82.5 7 16 74 38.5 66 

Toro B - 0.25 928 56 18 50 39 96 6 18 80 42 83 

Toro B - 0.25 772 42 12 46 37 89 6 18 80 42 82 

    Promedio  (49) (15) 48 38 93 6 18 80 42 82.5 
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5 horas después del 

descongelamiento: 

           

Toro B - Control 539 0 0 40 16 52 0 26 40 31 46 

Toro B - Control 609 0 0 35 26 44 0 71 75 39 61 

   Promedio  (0) (0) 37.5 21 48 0 48.5 57.5 35 53.5 

Toro B - 0.25 902 43 4 41 28 85 7 14 70 34 83 

Toro B - 0.25 721 21 0 38 21 70 4 14 57 32 73 

    Promedio  (32) (2) 39.5 24.5 77.5 5.5 14 63.5 33 78 
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Ejemplo 9  

En un experimento adicional, se verificó la movilidad y movilidad progresiva a las 

0 horas y a las 3 horas después del descongelamiento de muestras de semen clasificadas por 

sexo (clasificadas mediante el uso de citometría de flujo) tratadas con el antioxidante, 

vitamina B12.  No se agregó OSR a la muestra de control. Las muestras de semen 5 

provenían de dos razas diferentes de toro, una Holstein, la otra Texas Longhorn.  Se agregó 

vitamina B12 en una concentración de 0.25 mg/ml a las muestras de prueba (i) durante la 

etapa de tinción (tinción en 1 etapa); (ii) la etapa de tinción y la etapa de recolección (en el 

fluido de recepción del recipiente de recolección) (tinción en 2 etapas); (iii) en la etapa de 

tinción, la etapa de recolección y la etapa de congelamiento (en el diluyente crioprotector 10 

antes del congelamiento de la muestra) (3 etapas) - tabla 9 (A) durante 3 horas y (B) 

durante 0 horas; o (iv) únicamente antes de la etapa de crioconservación (congelamiento en 

1 etapa) - tabla 9 (C) durante 3 horas.   
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TABLA 9 (A):  Movilidad 3 horas después del descongelamiento (3 etapas; tinción en 2 etapas; tinción en 1 etapa)  

 

Toro 1 (TL) 

3 horas después del 

descongelamiento 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

Control  (12) (3) 42 35 77 3 19 83 46 23 

3 etapas (+ + +)  42 25 55 47 101 5 23 84 48 73 

tinción en 2 etapas (+ + -)  25 9 47 41 85 5 21 87 49 47 

tinción en 1 etapa (+ - -)  37 23 56 47 84 5 16 85 57 52 

 

Toro 2 (Jersey) 

3 horas después del 

descongelamiento 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL  

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 
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Control  (72) (63) 70 59 108 5 19 85 56 72 

3 etapas (+ + +)  75 70 81 74 124 5 22 88 58 80 

tinción en 2 etapas (+ + -)  57 35 60 50 105 5 19 84 48 78 

tinción en 1 etapa (+ - -)  47 32 59 49 98 5 19 84 51 71 

 

Promedio 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

Promedio - Control  (42) (33) 56 47 92 4 19 84 51 48 

3 etapas (+ + +)  58 47 68 60 112 5 23 86 53 77 

tinción en 2 etapas (+ + -)  41 22 53 45 95 5 20 85 48 63 

tinción en 1 etapa (+ - -)  42 28 57 48 91 5 18 85 54 61 
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TABLA 9 (B) - Movilidad 0 horas después del descongelamiento (3 etapas; tinción en 2 etapas; tinción en 1 etapa) 

Toro 1 (TL) 

0 horas después del 

descongelamiento 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

móvil (%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 

Control  (58.5) (49.5) 93.5 81.0 161.5 7.0 26.0 86.5 52.5  

3 etapas (+ + +)  76 60 89.5 79.5 154.5 7.0 27.5 89.0 56.5  

tinción en 2 etapas (+ + 

-) 

 57 48 96.0 84.0 168.0 7.0 25.5 87.5 52.0  

tinción en 1 etapa (+ - -

) 

 60.5 55 95.0 83.5 167.0 7.0 26.5 88.5 52.0  

 

Toro 2 (Jersey) 

0 horas después del 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%) 
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descongelamiento móvil (%) 

Control  (79) (68) 105.0 89.0 179.0 7.0 26.0 86.0 53.0  

3 etapas (+ + +)  70 57.7 94.5 82.0 165.5 6.5 30.0 86.5 52.0  

tinción en 2 etapas (+ + 

-) 

 74 67 97.0 85.0 170.0 7.0 27.0 88.0 52.0  

tinción en 1 etapa (+ - -

) 

 80 71 104.0 88.0 189.0 8.0 26.0 85.0 49.0  

 

 

TABLA 9 (C) - Movilidad 3 horas después del descongelamiento (congelamiento de 1 etapa) 

Toro 3 

3 horas después del 

descongelamiento 

Células 

totales 

Móvil 

(%) 

Progres-

ivamente móvil 

(%) 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

STR 

(%) 

LIN 

(%) 

PIA 

(%)  
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Control 418 20 0 38 26 67 14 12   63 

Control 238 29 0 35 23 53 0 14   59 

  Promedio - Control 656 (24.5) (0) 36.5 24.5 60 7 13   61 

            

congelamiento en 1 

etapa (- - +) 

384 50 10 43 35 80 5 17   63 

congelamiento en 1 

etapa (- - +) 

385 59 17 48 40 86 5 19   83 

congelamiento en 1 

etapa (- - +) 

210 32 4 41 31 75 6 13   67 

congelamiento en 1 

etapa (- - +) 

301 45 11 45 33 81 6 13   85 
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Promedio - 

congelamiento en 1 

etapa 

1280 (46.5) (10.5) 44.25 34.75 80.5 5.5 15.5   74.5 
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Ejemplo 10  

Se realizó un experimento adicional para evaluar la tasa de preñez de bovinos 

hembra inseminados con muestras de células espermáticas clasificadas tratadas con un 

antioxidante. Las muestras de semen de dos toros se clasificaron por sexo mediante el uso 

del protocolo descrito anteriormente. Se agregó vitamina B12 en una concentración de 0.25 5 

mg/ml a las muestras de prueba durante la etapa de tinción, la etapa de recolección (en el 

fluido de recepción del recipiente de recolección) y en la etapa de congelamiento (3 etapas).  

Los tubillos de semen congelados que contenían muestras de células espermáticas 

clasificadas por sexo se descongelaron mediante el uso de procedimientos estándar. Se 

calentó una pistola de inseminación artificial (AI) en la medida necesaria para que el 10 

recipiente alcanzara la temperatura corporal y se colocó un tubillo en el tambor de la pistola 

de inseminación.  El extremo sellado del tubillo se cortó y se colocó una lámina de plástico 

sobre el tubillo y la pistola a efectos de higiene.  Las hembras se colocaron previamente en 

una cabina de contención para la inseminación.  La pistola se insertó a través de la vagina y 

el cuello del útero y el semen se distribuyó en el cuerpo uterino.  Se inseminaron 384 15 

hembras, cada una de las cuales se inseminó con una única dosis de células espermáticas y 

cada dosis contenía 2.1 millones de células espermáticas en 0.25 ml.  Los chequeos de 

preñez se realizaron a los 33 a 40 días después de la inseminación con una máquina de 

ultrasonido.  Los resultados se muestran en la tabla 10 a continuación. 

 20 

TABLA 10:  Preñez (3 etapas) 
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  Inseminaciones Porcentaje de preñez 

Toro A Control 87 32.8 

 0.25mg/ml 100 35.6 

Toro B Control 99 30.9 

 0.25mg/ml 98 27.0 

Total/ Promedio Control 186 (31.9) 

Total/ Promedio 0.25mg/ml 198 (31.3) 

   

Ejemplo 11 

Se realizaron ensayos de campo de preñez adicionales mediante el uso de semen 

clasificado por sexo tratado con vitamina B12 a 0.25 mg/ml agregada a las muestras de 

prueba durante la etapa de tinción, durante la etapa de recolección y nuevamente en la etapa 5 

de congelamiento (3 etapas), como se realizó en el ejemplo 10, se evaluó otra vez mediante 

el uso de semen de cinco toros Holstein diferentes. Cada muestra de semen se dividió en 

grupos de control y de tratamiento con vitamina B12 (0.25 mg/ml) y después se 

inseminaron en vaquillas primiparas receptoras. Los chequeos de preñez se realizaron a los 

33 a 40 días después de la inseminación mediante el uso de ultrasonido.  Los resultados se 10 

muestran en la tabla 11 a continuación.  

TABLA 11:  Preñez (3 etapas) 

 Antioxidante Inseminaciones Porcentaje de 
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preñez 

Toro A Control  27.9 

 0.25 mg/ml  28.4 

Toro B Control  26.1 

 0.25 mg/ml  28.0 

Toro C Control  32.8 

 0.25 mg/ml  35.6 

Toro D Control  26.0 

 0.25 mg/ml  30.7 

Toro E Control  50.0 

 0.25 mg/ml  57.0 

Total/ Promedio Control 499 (32.6) 

Total/ Promedio 0.25 mg/ml 374 (35.9) 

 

Ejemplo 12 

También se analizaron los niveles de fragmentación de ADN mediante el uso de un 

kit de fragmentación de ADN ‘Halomax para animales’ (Halotech DNA, sl, Madrid, 

España) para determinar si había algún efecto ventajoso relacionado con el uso de 5 

antioxidantes durante la tinción y el procesamiento de esperma clasificado por sexo.  Se 

examinaron dos razas diferentes de ganado, Jersey y Holstein, mediante el uso de dos 
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concentraciones diferentes de antioxidante, 0.25 mg/ml y 0.5 mg/ml de vitamina B12 con el 

protocolo de 3 etapas, mediante la adición de la misma concentración de OSR durante la 

tinción celular, en el líquido de recepción de la recolección y antes de la crioconservación. 

Uno de los toros se utilizó para evaluar el efecto de la adición u omisión de OSR en una o 

más de las etapas de clasificación del esperma.  Se registró la movilidad y nivel de 5 

fragmentación de ADN.  Los resultados se muestran en la tabla 12 a continuación.  

TABLA 12:  Fragmentación de ADN (tinción en 1 etapa, 2 etapas, 3 etapas) 

 

  % de movilidad % de fragmentación de ADN 

 0 horas 3 horas 

0 horas 24  

horas 

48  

horas 

Toro A (Jersey)      

Control 57 17 1 1 1.7 

0.25mg/ml 72 51 0.3 0.3 0.7 

0.5mg/ml 60 42 0.3 0.7 1.3 

Toro B (Holstein)      

Control 62 32 0.3 0.3 0.7 

0.25mg/ml 67 32 0 0.3 0.3 

0.5mg/ml 79 48 0.3 0.3 0.7 
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  % de movilidad % de fragmentación de ADN 

Toro C (Jersey) 0 horas 3 horas 

0  

horas 

24  

horas 

48  

horas 

   Ensayo 1      

Control 79 72 1 1 1 

3 etapas  

(+ + +) 

70 75 0 0.3 0.3 

tinción en 2 

etapas  

(+ + -) 

74 57 0.3 1 1 

tinción en 1 etapa  

(+ - -) 

80 47 0.7 1 1.3 

   Ensayo 2      

Control 59 12 0.3 1.7 1.7 

3 etapas  

(+ + +) 

76 42 0.3 0.3 0.7 

tinción en 2 

etapas  

(+ + -) 

57 25 0.3 0.7 0.7 
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Ejemplo 13 

Se evaluó el efecto del OSR sobre la movilidad como una función de la 

concentración del esperma clasificado por sexo en el tubillo congelado. Las pruebas se 

realizaron mediante el uso de vitamina B12 como el OSR en tres concentraciones diferentes 5 

de antioxidante: 0.15 mg/ml; 0.25 mg/ml y 0.35 mg/ml; todas se agregaron a las muestras 

de prueba durante la etapa de tinción, la etapa de recolección y nuevamente en la etapa de 

congelamiento (3 etapas), como se realizó en el ejemplo 8. Se evaluó el esperma de 

Holstein a tres concentraciones de células espermáticas con base en la cantidad total de 

esperma por tubillo: 1 millón de esperma/tubillo; 2.1 de millones esperma/tubillo; y 5 10 

millones de esperma/tubillo. Se registró la movilidad 3 horas después del 

descongelamiento.  

También se evaluó una muestra de esperma de Jersey en la misma forma mediante 

el uso de 0.15 mg/ml o 0.25 mg/ml de vitamina B12 en cada una de las tres etapas (3 

etapas), pero únicamente a una concentración de 2.1 millones de esperma/tubillo.  Los 15 

resultados se muestran en la tabla 13. 

tinción en 1 etapa  

(+ - -) 

61 37 0.7 1 1 
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TABLA 13:  Concentración de células espermáticas congeladas (3 etapas) 

(Holstein) Móvil 

Progresivamente 

móvil 

VAP VSL VCL 

AL

H 

BCF STR LIN PIA  

1M/tubillo           

Control 20 4 40 32 76 3 15 78 42 43 

.15mg/ml 48 18 48 42 81 4 12 88 53 66 

.25 mg/ml 48 29 55 47 92 4 22 87 53 58 

.35 mg/ml 65 46 58 51 94 4 23 88 55 70 

2.1 M/tubillo           

Control 28 2 39 33 73 6 16 85 46 41 

.15mg/ml 49 10 44 38 79 5 18 86 48 72 

.25 mg/ml 48 18 46 40 81 5 20 87 50 76 
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.35 mg/ml 46 30 58 51 99 5 23 88 53 60 

5M/tubillo           

Control 20 1 39 29 69 7 13 74 43 46 

.25mg/ ml 24 2 41 28 69 7 14 70 42 68 

.35mg/ ml 28 3 41 32 68 7 14 69 43 69 

.5mg/ ml 14 3 43 30 71 6 15 70 43 50 

(Jersey)           

2.1 M/tubillo           

Control 25 2 37 28 55 2 11 76 52 53 

.15mg/ml 25 4 42 35 75 6 15 84 47 63 

.25mg/ml 48 20 51 43 87 5 20 85 50 78 
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Ejemplo 14 

Se evaluó el efecto de un OSR diferente sobre la movilidad del esperma bovino 

después de un período de 0 horas y 3 horas del descongelamiento. El OSR, α-tocoferilo, 

una forma de vitamina E, se compró como ‘polioxietanil-α-tocoferilo sebacato’ en una 

solución concentrada al 15% (Aldrich). Las pruebas se realizaron mediante el uso de α-5 

tocoferilo como el OSR a tres concentraciones diferentes: 0.01 mg/ml; 0.1 mg/ml y 0.5 

mg/ml; todas se agregaron a las muestras de prueba durante la etapa de tinción, durante la 

etapa de recolección y nuevamente en la etapa de congelamiento (3 etapas), como se realizó 

en los ejemplos anteriores. El esperma de Holstein clasificado por sexo se evaluó mediante 

el uso de una concentración de esperma estándar de 2.1 millones de esperma/tubillo 10 

procesado de tres toros diferentes. Se comparó la movilidad de las muestras tratadas con los 

controles sin tratar y se registró a las 0 horas y 3 horas después del descongelamiento.  
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TABLA 14:  Movilidad con α-tocoferilo (vitamina E)  (3 etapas) 

 

Células 

totales Móvil 

Progresivamente 

móvil VAP 

VS

L VCL ALH BCF STR LIN 

Holstein 

0 horas después del 

descongelamiento 

        

Toro A           

Control 548 56 25 75 52 151 7 22 74 39 

0.01  617 72 17 100 49 201 10 20 56 27 

0.1 458 73 33 99 62 217 9 22 66 32 

0.5 424 63 36 97 68 214 9 22 72 34 

Toro B           

Control 548 56 25 75 52 151 7 22 74 39 
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0.01 617 72 17 100 49 201 10 20 56 27 

0.1 458 73 33 99 62 217 9 22 66 32 

0.5 424 63 36 97 68 214 9 22 72 34 

Toro C (1)           

Control 280 50 30 66 51 140 7 20 78 39 

0.01 530 59 39 89 68 188 10 20 76 38 

0.1 518 63 35 86 61 196 10 20 72 33 

0.5 269 30 17 75 53 179 8 22 72 31 

Toro C (2)           

Control 364 23 12 65 54 116 5 25 82 49 

0.01 347 36 27 86 78 140 6 26 90 57 

0.1 822 27 18 84 75 149 6 25 88 52 
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0.5 764 29 18 74 64 130 7 28 87 55 

Holstein 

3 horas después del 

descongelamiento 

        

A-toc 

Células 

totales 

Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN 

Toro A           

Control 260 25 6 39 33 71 5 16 83 47 

0.01 253 64 20 51 42 92 5 21 84 49 

0.1 297 62 32 54 46 101 5 22 86 48 

0.5 235 54 29 60 51 106 5 24 85 49 

Toro B           
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Control 309 29 8 46 37 83 6 19 82 46 

0.01 126 28 9 54 39 103 4 21 76 41 

0.1 154 14 4 56 36 100 6 18 73 38 

0.5 151 36 10 57 41 104 5 22 77 44 

Toro C (1)           

Control 200 14 2 40 33 77 5 18 83 44 

0.01 222 19 3 41 38 60 4 29 93 70 

0.1 155 15 5 49 41 94 7 21 84 45 

0.5 82 26 13 50 44 89 5 18 87 50 

Toro C (2)           

Control 207 2 0 19 15 26 1 11 73 27 

0.01 270 6 0 35 21 55 0 13 60 39 
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0.1 658 4 0 38 29 63 1 8 76 46 

0.5 278 2 0 37 21 64 0 14 55 33 
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Ejemplo 15 

Se evaluó el efecto de un tercer OSR sobre la movilidad del esperma bovino 

después de un período de 0 horas, 3 horas y seis horas del descongelamiento. Se preparó 

alfa-cetoglutarato (AKG) y se utilizó en tres concentraciones diferentes: 0.25 mg/ml; 0.35 

mg/ml y 0.45 mg/ml; todas se agregaron a las muestras de prueba durante la etapa de 5 

tinción, durante la etapa de recolección y nuevamente en la etapa de congelamiento (3 

etapas), como se realizó en los ejemplos anteriores. Se evaluó el esperma bovino de 

Holstein y Jersey clasificado por sexo mediante el uso de una concentración estándar de 2.1 

M esperma/tubillo. Se comparó la movilidad de las muestras tratadas con los controles sin 

tratar a las 0 horas, 3 horas y 6 horas después del descongelamiento.  10 
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TABLA 15:  Alfa-ceto Glutarato (AKG)  (3 etapas) 

Holstein - 0 

horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN  

control 41 16 69 44 143 8 21 66 34  

.25 mg/ ml 91 75 104 81 185 8 27 82 48  

.35 mg/ ml 80 65 94 80 165 7 29 85 51  

.45 mg/ ml 86 75 98 88 162 7 30 89 57  

  

Holstein - 3 

horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN PIA 

control 4 0 36 24 53 0 10 67 48 44 

.25 mg/ ml 77 60 99 79 176 7 26 81 45 89 

.35 mg/ ml 63 48 85 70 145 6 25 83 50 80 
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.45 mg/ ml 60 56 94 80 145 5 24 85 56 80 

  

Holstein - 3 

horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN PIA 

control 30 7 40 30 68 3 13 74 46 44 

.25 mg/ ml 71 55 96 77 169 6 26 81 47 89 

.35 mg/ ml 64 38 69 57 117 5 21 84 50 80 

.45 mg/ ml 60 50 90 75 144 6 25 84 53 80 

  

Holstein - 6 

horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN PIA 

control 4 0 38 23 55 0 12 61 42 56 

.25 mg/ ml 36 7 44 33 87 6 17 76 39 73 
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.35 mg/ ml 58 7 42 32 80 7 16 76 40 85 

.45 mg/ ml 52 22 55 46 96 5 22 82 48 79 

  

Holstein - 6 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN PIA 

control 4 0 38 23 55 0 12 61 42 56 

.25 mg/ ml 36 7 44 33 87 6 17 76 39 73 

.35 mg/ ml 58 7 42 32 80 7 16 76 40 85 

.45 mg/ ml 52 22 55 46 96 5 22 82 48 79 

  

Jersey - 0 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN 

control 72 60 82 72 141 6 25 87 53 

.25 mg/ ml 67 51 83 68 152 7 24 83 48 

.35 mg/ ml 57 43 79 63 146 6 25 82 47 
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.45 mg/ ml 81 66 81 70 133 6 27 87 56 

  

Jersey - 3 horas Móvil 

Progresivamente 

móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN PIA 

control 13 1 36 24 65 2 14 66 38 42 

.25 mg/ ml 33 16 65 49 117 5 24 79 46 62 

.35 mg/ ml 26 10 59 46 110 6 25 80 45 54 

.45 mg/ ml 59 25 67 50 66 6 25 78 45 71 
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Ejemplo 16 

Se evaluó el efecto de la combinación de dos antioxidantes sobre la movilidad del 

esperma bovino después de un período de 0 horas, 3 horas y seis horas del 

descongelamiento. Se utilizó vitamina B12 a 0.25 mg/ml y alfa-cetoglutarato (AKG) recién 

preparado a 0.35 mg/ml.  La vitamina B12 o el AKG o ambos tratamientos se agregaron en 5 

las concentraciones designadas durante la etapa de tinción, durante la etapa de recolección 

y nuevamente en la etapa de congelamiento (3 etapas), como se realizó anteriormente. Se 

evaluó el esperma clasificado por sexo de tres toros Jersey mediante el uso de un estándar 

de 2.1 M esperma/tubillo. Se comparó la movilidad de las muestras tratadas con los 

controles sin tratar a las 0 horas, 3 horas y 6 horas después del descongelamiento.  10 
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TABLA 16:  AKG de combinación, vitamina B12 y combinación (3 etapas) 

Jersey 1 - 0 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN 

Control 75 67 99 87 162 6 30 88 56 

B12 - 0.25 mg/ml 88 78 97 87 157 6 33 89 58 

AKG - 0.35 mg/ml 87 75 93 81 148 6 31 88 57 

COMBO 78 69 93 83 149 6 32 89 57 

  

Jersey 1 - 3 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN 

Control 43 5 41 33 74 6 15 56 46 

B12 - 0.25 mg/ml 53 34 58 51 93 4 23 87 55 

AKG - 0.35 mg/ml 60 44 82 67 136 5 27 83 50 

COMBO 51 36 79 63 129 5 25 80 50 
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Jersey 1 - 6 horas Móvil 

Progresivamente 

móvil VAP VSL VCL ALH 

BC

F 

ST

R LIN 

Control 2 1 48 38 58 3 8 75 64 

B12 - 0.25 mg/ml 37 2 38 28 61 4 15 73 48 

AKG - 0.35 mg/ml 36 18 50 42 90 4 22 82 46 

COMBO 35 6 45 34 81 5 17 76 43 

  

Jersey 2 - 3 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH 

BC

F 

ST

R LIN 

Control 18 1 35 22 57 5 13 61 38 

B12 - 0.25 mg/ml 66 30 51 43 93 5 18 84 47 

AKG - 0.35 mg/ml 64 50 78 62 117 5 19 82 56 

COMBO 50 38 72 57 124 5 24 80 48 
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Jersey 2 - 6 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH 

BC

F 

ST

R LIN 

Control 1 0 16 16 35 0 0 50 23 

B12 - 0.25 mg/ml 24 1 36 24 51 1 17 65 47 

AKG - 0.35 mg/ml 44 5 42 36 68 2 17 86 54 

COMBO 46 18 61 46 111 5 21 77 44 

 

Jersey 3 - 0 horas          

Control 80 60 100 80 186 8 26 81 46 

B12 - 0.25 mg/ml 83 70 89 76 160 7 27 85 51 

AKG - 0.35 mg/ml 86 73 95 82 170 7 27 85 50 

COMBO 89 74 99 81 177 7 28 84 49 
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Jersey 3 - 3 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF 

ST

R 

LI

N 

Control 64 22 47 38 88 6 16 81 45 

B12 - 0.25 mg/ml 73 52 64 52 104 10 20 81 51 

AKG - 0.35 mg/ml 80 44 69 53 118 6 19 79 47 

COMBO 77 30 56 44 107 7 19 79 42 

  

Jersey 3 - 6 horas Móvil Progresivamente móvil VAP VSL VCL ALH BCF 

ST

R LIN 

Control 16 0.5 38 24 54 1 17 64 47 

B12 - 0.25 mg/ml 44 1 37 24 56 3 14 66 44 

AKG - 0.35 mg/ml 79 11 46 33 84 6 15 74 41 

COMBO 72 12 49 34 98 8 16 71 35 
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Ejemplo 17 

En un experimento adicional, se verificó la movilidad y movilidad progresiva del 

esperma de venado clasificado por sexo femenino o masculino a las 0, 1 y 3 horas después 

del descongelamiento de muestras de semen clasificadas por sexo que se trataron con el 

antioxidante, vitamina B12 en dos concentraciones: 0.25 mg/ml y 0.35 mg/ml; todas las 5 

muestras se trataron durante la tinción, la recepción y antes de la crioconservación (3 

etapas).  No se agregó OSR a la muestra de control. Las muestras de semen provenían de 

dos ciervos de cola blanca.  Cada muestra se clasificó en poblaciones de esperma 

enriquecidas por sexo masculino y femenino. 
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TABLA 17:  Ciervo (macho y hembra) - vitamina B12 (3 etapas) 

0 horas 
HEMBR

A 

TOTA

L 

MÓVI

L 

Progresivamente 

móvil 
VAP 

VS

L 

VC

L 

AL

H 

BC

F 
STR 

Ciervo A 

CONTRO

L 
1887 74 53 85 67 157 7 24 78 

0.25 2803 82 53 83 62 157 7 24 74 

0.35 2484 84 55 92 68 169 7 24 74 

MACHO           

CONTRO

L 
2939 81 55 94 70 178 7 24 76 

0.25 3036 76 49 91 66 173 7 24 73 

0.35 2448 86 54 98 71 181 8 24 73 

             

  

Ciervo B 

  

HEMBR

A 
          

CONTRO 2025 80 36 92 56 185 8 22 64 
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L 

0.25 1531 82 40 91 56 179 7 22 65 

0.35 1859 89 43 105 69 198 8 23 66 

MACHO           

CONTRO

L 
2114 85 39 103 62 202 8 22 63 

0.25 1169 81 35 109 63 219 8 23 61 

0.35 1658 89 46 103 67 197 8 23 66 

           

1 hora 
HEMBR

A 

TOTA

L 

MÓVI

L 

Progresivamente 

móvil 
VAP 

VS

L 

VC

L 

AL

H 

BC

F 
STR 

Ciervo A 

  

CONTRO

L 
1286 64 29 86 57 170 8 21 68 

0.25 1380 78 41 97 64 185 8 21 67 

0.35 1808 80 31 109 68 216 9 22 63 

MACHO  MÓVI Progresivamente VAP VS VC AL BC STR 
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L móvil L L H F 

CONTRO

L 
1612 67 27 71 50 141 7 22 73 

0.25 1817 57 23 64 45 125 7 22 70 

0.35 3169 85 52 105 75 198 8 23 72 

             

  

Ciervo B 

  

HEMBR

A 
 

MÓVI

L 

Progresivamente 

móvil 
VAP 

VS

L 

VC

L 

AL

H 

BC

F 
STR 

CONTRO

L 
1371 81 26 65 43 127 6 19 68 

0.25 1541 83 28 84 51 158 8 19 64 

0.35 2637 92 32 116 66 214 9 20 58 

MACHO          

CONTRO

L 
1520 84 48 86 57 169 6 23 70 

0.25 1086 84 46 104 66 203 8 22 67 
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0.35 1881 92 46 112 71 216 8 22 65 

           

2 horas 
HEMBR

A 

TOTA

L 

MOVI

LIDAD 

Progresivamente 

móvil 
VAP 

VS

L 

VC

L 

AL

H 

BC

F 
STR 

Ciervo A 

  

CONTRO

L 
1188 58 16 58 42 114 7 18 74 

0.25 1045 75 40 97 65 190 9 20 68 

0.35 877 54 19 68 50 137 8 20 75 

MACHO          

CONTRO

L 
1325 59 13 51 38 101 6 19 77 

0.25 1523 56 24 66 46 130 6 22 70 

0.35 1797 58 39 101 75 193 8 23 76 

            

  

Ciervo B 

HEMBR

A 
 

MÓVI

L 

Progresivamente 

móvil 
VAP 

VS

L 

VC

L 

AL

H 

BC

F 
STR 
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  CONTRO

L 
1125 73 15 56 38 111 7 18 69 

0.25 834 64 11 53 36 106 7 16 68 

0.35 1378 85 26 100 57 190 8 19 60 

MACHO          

CONTRO

L 
1603 77 37 66 46 126 6 19 73 

0.25 866 78 47 95 67 177 7 21 71 

0.35 1760 89 41 78 51 149 7 20 70 

  

* * * * * * * * * * 
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Como puede entenderse fácilmente de lo que antecede, los conceptos básicos de la 

presente invención pueden estar comprendidos en una variedad de formas.  Como tal, las 

realizaciones particulares, elementos, términos o expresiones divulgadas en la descripción o 

mostrados en las figuras que acompañan a la presente solicitud no pretenden ser limitativos, 

sino ejemplos de las numerosas y variadas realizaciones comprendidas de forma general en 5 

la invención o sus equivalentes con respecto a cualquier elemento particular de estos.  

Asimismo, puede que la descripción específica de una única realización o elemento de la 

invención no describa explícitamente todas las realizaciones o elementos posibles; muchas 

alternativas se divulgan implícitamente en la descripción y figuras.   

 Debe entenderse que cada elemento de un aparato o cada etapa de un método 10 

pueden describirse por un término de aparato o un término de método.  Dichos términos 

pueden sustituirse siempre que se desee para hacer explícito el alcance implícitamente 

amplio de la presente invención.  Por ejemplo, debe entenderse que todas las etapas de un 

método pueden divulgarse como una acción, un medio para realizar dicha acción o un 

elemento que provoca dicha acción.  De forma similar, cada elemento de un aparato puede 15 

divulgarse como un elemento físico o la acción que dicho elemento físico facilita.  Como 

ejemplo adicional, debe entenderse que la divulgación de un “clasificador” abarca la 

divulgación del acto de “clasificar”, sea que se discuta explícitamente o no, y a la inversa, 

debe entenderse que la divulgación del acto de “clasificar” abarca la divulgación de un 

“clasificador”.  Debe entenderse que dichos términos alternativos para cada elemento o 20 

etapa se encuentran incluidos explícitamente en la descripción. 
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 Además, debe entenderse que a menos que la utilización del término específico en 

esta solicitud sea contradictoria con el uso e interpretación común de dicho término, debe 

entenderse que las definiciones de diccionario se encuentran incluidas en la descripción 

para cada término como se encuentran contenidas en el diccionario íntegro Random House 

Webster’s, segunda edición, donde cada definición se incorpora en la presente a modo de 5 

referencia.   

Asimismo, a los efectos de la presente invención, el término “un”, “uno” o “una” 

antes de un elemento también se refiere a uno o más de dicho elemento; por ejemplo, “un 

recipiente” se refiere a uno o más recipientes.  Como tal, los términos “un”, “uno” o “una”, 

“uno/a o más” y “al menos uno/a” pueden utilizarse de forma intercambiable en la presente.  10 

Además, como se utiliza en la presente el término “o” significa “y/o” a menos que se 

indique específicamente lo contrario. 

 La sección de antecedentes de la presente solicitud de patente proporciona una 

declaración del campo de emprendimiento al que pertenece la invención. Esta sección 

también puede incorporar o contener paráfrasis de ciertas patentes de Estados Unidos, 15 

solicitudes de patente, publicaciones o materia de la invención reivindicada útiles para 

relacionar información, problemas o preocupaciones con respecto al estado de la tecnología 

a la cual se refiere la invención.  No se pretende que ninguna patente de Estados Unidos, 

solicitud de patente, publicación, declaración u otra información citada o incorporada en la 

presente se interprete o considere reconocida como técnica anterior con respecto a la 20 

presente invención y los términos utilizados en dichos documentos anteriores que pueden 
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utilizarse de forma similar en esta divulgación no alterarán la definición de los mismos 

términos como se define o desea en la presente. 

 Las reivindicaciones expuestas en la presente memoria descriptiva, si las hubiera, se 

incorporan en la presente a modo de referencia como parte de la descripción de la presente 

invención y el solicitante se reserva expresamente el derecho de utilizar la totalidad o una 5 

parte de dichos contenidos incorporados como descripción adicional para dar apoyo a todas 

y cada una de las reivindicaciones o cualquiera de sus elementos o componentes. El 

solicitante asimismo se reserva expresamente el derecho de quitar cualquier porción o todos 

los contenidos incorporados de dichas reivindicaciones o cualquiera de sus elementos o 

componentes de la descripción y colocarlo en las reivindicaciones o viceversa, según sea 10 

necesario para definir la invención para la cual se busca una protección con la presente 

solicitud o cualquier solicitud posterior o continuación, división o continuación en parte de 

la misma o para obtener cualquier beneficio para la reducción de costos en cumplimiento 

con las leyes, normas o regulaciones de patentes de cualquier país o tratado y dicho 

contenido incorporado sobrevivirá a la totalidad del transcurso de la presente solicitud así 15 

como cualquier presentación de solicitud posterior, división, solicitud de continuación en 

parte o cualquiera de sus renovaciones o prórrogas. 

Las reivindicaciones expresadas en la presente memoria descriptiva pretenden 

describir las medidas y límites de un número limitado de realizaciones preferidas de la 

invención y no deben interpretarse como la realización más amplia de la invención o un 20 

listado completo de las realizaciones de la invención que pueden reivindicarse.  El 
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solicitante no renuncia a ningún derecho de desarrollo de realizaciones adicionales con base 

en la descripción realizada anteriormente como parte de cualquier continuación, división o 

continuación en parte o solicitud similar. 

Se hace constar que con relación a esta fecha, el mejor método conocido por la 

solicitante para llevar a la práctica la citada invención, es el que resulta claro de la presente 5 

descripción de la invención. 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

112 

 

Reivindicaciones:  

Habiéndose descrito la invención como antcede, se reclama como propiedad lo 

contenido en las siguientes reivindicaciones: 

1. Un método para tratar células espermáticas durante el procesamiento para 

mejorar la integridad celular que comprende las siguientes etapas: 5 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. procesar la muestra de célula espermática; y 

c. agregar uno o más OSR en un intervalo de concentración de 0.01 mg/ml a 5 

mg/ml a una muestra de célula espermática para formar una composición de 

células espermáticas. 10 

2. El método como se reivindica en la reivindicación 1, que comprende además 

la etapa de mantener la composición de células espermáticas a una temperatura de 

mantenimiento sin congelarla durante un período de tiempo en el intervalo de 

aproximadamente 2 segundos a aproximadamente una semana después de la adición de uno 

o más OSR. 15 

3.  El método como se reivindica en la reivindicación 2, donde el período de 

espera se selecciona de un intervalo que se selecciona del grupo de: aproximadamente 2 

segundos a aproximadamente 3 minutos; de aproximadamente 3 minutos a 

aproximadamente 15 minutos; de aproximadamente 15 minutos a aproximadamente 1 hora; 

de aproximadamente 1 hora a aproximadamente 8 horas; de aproximadamente 8 horas a 20 

aproximadamente 12 horas; de aproximadamente 12 horas a aproximadamente 18 horas; de 
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aproximadamente 8 horas a aproximadamente 24 horas; de aproximadamente 24 horas a 

aproximadamente 48 horas; de aproximadamente 48 horas a aproximadamente 72 horas; de 

aproximadamente 72 horas a aproximadamente 96 horas; de aproximadamente 96 horas a 

aproximadamente 120 horas; de aproximadamente 120 horas a aproximadamente 144 horas 

y de aproximadamente 144 horas a aproximadamente 168 horas. 5 

4. El método de la reivindicación 2, donde la temperatura de mantenimiento se 

encuentra en el intervalo de 4°C y 39°C. 

5.  El método de la reivindicación 4, donde la temperatura de mantenimiento se 

encuentra en el intervalo de aproximadamente 4°C a 16°C. 

6.   Un método para transportar células espermáticas procesadas que comprende 10 

las siguientes etapas: 

a. formar una composición de células espermáticas de conformidad con 

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y 

b. transportar la composición de células espermáticas a una segunda ubicación. 

7. El método como se reivindica en la reivindicación 1, donde el 15 

procesamiento de la muestra de célula espermática comprende dos o más etapas de 

procesamiento que se seleccionan del grupo de:  recolección de una muestra de semen; 

mantenimiento; transporte; tamponación; enfriamiento; calentamiento; tinción; dilución; 

concentración; excitación con láser; carga electrónica; deflexión; ablación; clasificación; 

recolección; agitación; oscilación; separación magnética; oxigenación; marcación; 20 

precipitación; centrifugación; resuspensión; mezcla; diálisis; crioestabilización; 
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congelamiento; descongelamiento; vitrificación; cultivo; inseminación; microinyección; 

procesamiento microfluídico; procesamiento con microchip; procesamiento a chorro y con 

aire; procesamiento de citometría de flujo; y técnicas de manejo similares. 

8. El método como se reivindica en la reivindicación 1, donde el 

procesamiento comprende un procedimiento de clasificación de esperma de múltiples 5 

etapas que da como resultado la recolección de una o más subpoblaciones de células 

espermáticas enriquecidas. 

9. El método como se reivindica en la reivindicación 8, donde el procedimiento 

de clasificación incluye la etapa de teñir el esperma con tinte selectivo para el ADN. 

10. El método como se reivindica en la reivindicación 8, donde las 10 

subpoblaciones comprenden al menos una subpoblación de células espermáticas 

enriquecida por sexo. 

11. El método como se reivindica en la reivindicación 8, donde el procedimiento 

de clasificación incluye al menos una etapa de procesamiento a una temperatura que se 

selecciona del grupo que consiste en: 5°C a 15°C; 15°C a 20°C; 20°C a 25°C; 25°C a 30°C; 15 

30°C a 35°C; 35°C a 40°C y 40°C a 45°C. 

12. El método como se reivindica en la reivindicación 8, donde el procedimiento 

de clasificación comprende la etapa de agregar un diluente a la muestra de célula 

espermática o a la composición de células espermáticas, donde el pH del diluente se 

encuentra en el intervalo de pH 5.5 a pH 7.8.  20 
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13. El método como se reivindica en la reivindicación 12, donde el pH se 

selecciona del grupo de: aproximadamente 5.5; aproximadamente 5.6; aproximadamente 

5.7; aproximadamente 5.8; aproximadamente 5.9; aproximadamente 6.0; aproximadamente 

6.1; aproximadamente 6.2; aproximadamente 6.3; aproximadamente 6.4; aproximadamente 

6.5; aproximadamente 6.6; aproximadamente 6.7; aproximadamente 6.8; aproximadamente 5 

6.9; aproximadamente 7.0; aproximadamente 7.1; aproximadamente 7.2; aproximadamente 

7.3; aproximadamente 7.4; aproximadamente 7.5; aproximadamente 7.6; aproximadamente 

7.7 y aproximadamente 7.8.  

14. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, 

donde la muestra de célula espermática se congeló y se descongeló antes de su 10 

procesamiento adicional. 

15. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, 

donde el método comprende además la etapa de congelar la composición de células 

espermáticas para formar una composición de células espermáticas congelada. 

16. El método como se reivindica en la reivindicación 15, donde el método 15 

comprende además la etapa de descongelar la composición de células espermáticas 

congelada. 

17. Un método para producir un embrión que comprende: formar una 

composición de células espermáticas como se reivindica en la reivindicación 1 y utilizar la 

composición de células espermáticas para técnicas de reproducción asistida. 20 
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18. El método para producir un embrión de conformidad con el método de la 

reivindicación 17, donde la técnica de reproducción asistida (ART) se selecciona del grupo 

que consiste en: fecundación in vitro (IVF), inseminación artificial (AI), inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), ovulación múltiple y transferencia de 

embriones (MOET) así como otras técnicas de transferencia de embriones.  5 

19. El método para producir un embrión de conformidad con el método de la 

reivindicación 17, donde la técnica de reproducción asistida es la fecundación in vitro (IVF) 

u ovulación múltiple y transferencia de embriones (MOET). 

20. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, 

donde los OSR se seleccionan del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de 10 

SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, 

ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, 

vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, 

tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), 

dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 15 

21. El método como se reivindica en la reivindicación 20, donde los OSR se 

seleccionan del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

22. El método como se reivindica en la reivindicación 20, donde los uno o más 20 

OSR se agregan a la composición de células espermáticas en cualquier etapa dada por la 
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cual el OSR agregado se agrega para encontrarse en el intervalo de 0.01 a 5.0 mg/ml en la 

composición de células espermáticas.  

23. El método como se reivindica en la reivindicación 21, donde la 

concentración del OSR agregado se selecciona del grupo de: 0.01 a 5.0 mg/ml; 0.01 a 0.25 

mg/ml; 0.01 a 0.5 mg/ml; 0.01 a 1 mg/ml; 0.01 a 2.5 mg/ml; 0.01 a 5 mg/ml; 0.05 a 0.1 5 

mg/ml; 0.05 a 1.0 mg/ml; 0.05 a 2.5 mg/ml;    0.1 a 0.25 mg/ml; 0.1 a 0.5 mg/ml; 0.1 a 1 

mg/ml; 0.1 a 2.5 mg/ml; 0.1 a 5 mg/ml; 0.15 a 0.45 mg/ml; 0.15 a 0.5 mg/ml; 0.25 a 0.35 

mg/ml; 0.25 a 0.5 mg/ml; 0.25 a 1 mg/ml; 0.25 a 2.5 mg/ml; 0.25 a 5 mg/ml;  0.35 a 0.5 

mg/ml; 0.35 a 1 mg/ml; 0.35 a 2.5 mg/ml; 0.35 a 5 mg/ml; 0.5 a 1 mg/ml; 0.5 a 2.5 mg/ml; 

0.5 a 5 mg/ml; 1 a 2.5 mg/ml y 1 a 5 mg/ml. 10 

24. El método como se reivindica en la reivindicación 23, donde la 

concentración del OSR agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; 

aproximadamente 0.1 mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 

mg/ml; aproximadamente 0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 

0.5 mg/ml. 15 

25. El método como se reivindica en la reivindicación 24, donde la 

concentración del OSR agregado es de aproximadamente 0.15 mg/ml, aproximadamente 

0.25 mg/ml o aproximadamente 0.35 mg/ml. 

26. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, 

donde el procesamiento constituye dos o más etapas de procesamiento y donde el OSR se 20 

agrega en una o más etapas de procesamiento. 
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27. Un medio de reducción de tensión que comprende al menos un OSR en una 

concentración adecuada de solución madre presente en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 

mg/ml en la composición de células espermáticas en el momento del procesamiento. 

28. Un medio de reducción de tensión como se reivindica en la reivindicación 

27, para clasificar las células espermáticas que comprende uno o más de los siguientes 5 

tampones que se seleccionan del grupo de: Tris, TES, HEPES, TALP, TCA, PBS, citrato, 

leche y sus derivados.  

29. El medio de reducción de tensión para clasificar el esperma como se 

reivindica en la reivindicación 27 o 28, donde el OSR se selecciona del grupo que 

comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión 10 

peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y 

vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y 

vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), 

malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 

biológicamente activos. 15 

30. El medio de reducción de tensión para clasificar el esperma como se 

reivindica en la reivindicación 29, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: 

vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E, vitámeros de vitamina E, 

tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus derivados. 

31. Un método para clasificar una muestra de célula espermática para formar 20 

una o más subpoblaciones que comprenden las siguientes etapas: 
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a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 

subpoblaciones; y 

c. agregar al menos un OSR a la muestra de célula espermática, durante una o 

más de las etapas de procesamiento, donde la concentración del OSR agregado a 5 

la muestra de célula espermática se encuentra en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 

mg/ml. 

32. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde el método 

comprende además una etapa de tinción de la muestra de célula espermática con un tinte 

selectivo para el ADN para formar una muestra de célula espermática teñida. 10 

33. El método como se reivindica en la reivindicación 31 o 32, donde la una o 

más subpoblaciones comprenden al menos una población enriquecida por sexo de células 

espermáticas que presentan el cromosoma X o que presentan el cromosoma Y que tienen un 

tinte selectivo para el ADN asociado con su ADN. 

34. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde el OSR se 15 

selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, 

glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, 

flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de 

vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-

tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica 20 

(ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 
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35. El método como se reivindica en la reivindicación 34, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

36. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 31 a 35, 5 

donde el método comprende además la etapa de congelar la una o más subpoblaciones. 

37. El método como se reivindica en la reivindicación 36, donde el método 

comprende además la etapa de descongelar la población enriquecida por sexo congelada de 

células espermáticas que presentan el cromosoma X o que presentan el cromosoma Y y 

utilizarla para ART. 10 

38. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde el método 

comprende además la etapa de dejar que transcurra un período de tiempo después de la 

adición del antioxidante, el período de tiempo se encuentra en el intervalo de 

aproximadamente 3 segundos a aproximadamente 72 horas. 

39. El método como se reivindica en la reivindicación 38, donde el período de 15 

tiempo se selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 3 segundos a 

aproximadamente 3 horas; de aproximadamente 3 horas a aproximadamente 6 horas; de 

aproximadamente 6 horas a aproximadamente 12 horas; de aproximadamente 12 horas a 

aproximadamente 18 horas; de aproximadamente 18 horas a aproximadamente 24 horas; de 

aproximadamente 24 horas a aproximadamente 36 horas; de aproximadamente 36 horas a 20 
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aproximadamente 48 horas; de aproximadamente 48 horas a aproximadamente 60 horas y 

de aproximadamente 60 horas a aproximadamente 72 horas. 

40. El método de la reivindicación 39, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula 

espermática. 5 

41. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde la 

concentración del OSR agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; 

aproximadamente 0.1 mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 

mg/ml; aproximadamente 0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 

0.5 mg/ml. 10 

42. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde el método 

comprende además la etapa de agregar un tampón, un medio y/o un diluente a una muestra 

de célula espermática donde el tampón, el medio y/o el diluente se encuentran en un 

intervalo de pH de 6.5 a 7.5.  

43. El método como se reivindica en la reivindicación 42, donde el pH se 15 

selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 6.5; aproximadamente 6.6; 

aproximadamente 6.7; aproximadamente 6.8; aproximadamente 6.9; aproximadamente 7.0; 

aproximadamente 7.1; aproximadamente 7.2; aproximadamente 7.3; aproximadamente 7.4 

y aproximadamente 7.5.  

44. El método como se reivindica en la reivindicación 31, donde al menos una 20 

de las etapas de procesamiento se lleva a cabo dentro de un intervalo de temperatura que se 
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selecciona del grupo que consiste en aproximadamente 5°C a aproximadamente 15°C; 

aproximadamente 15°C a aproximadamente 20°C; aproximadamente 20°C a 

aproximadamente 25°C; aproximadamente 25°C a aproximadamente 30°C; 

aproximadamente 30°C a aproximadamente 35°C; aproximadamente 35°C a 

aproximadamente 40°C y aproximadamente 40°C a aproximadamente 45°C. 5 

45. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 31 a 44, 

donde la muestra de célula espermática es una muestra de célula espermática congelada que 

se descongeló. 

46. Un método para clasificar una muestra de célula espermática que comprende 

las siguientes etapas: 10 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. teñir la muestra de célula espermática con un primer medio; 

c. clasificar la muestra de célula espermática para formar al menos una 

subpoblación contenida en un segundo medio; y 

d. congelar la al menos una subpoblación en un tercer medio; 15 

donde al menos uno del primer medio, el segundo medio o el tercer medio contiene 

al menos un OSR a una concentración de procesamiento final en el intervalo de 0.01 mg/ml 

a 5 mg/ml. 

47. El método de la reivindicación 46, donde el OSR se selecciona del grupo 

que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, 20 

glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, 
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vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E (y vitámeros relacionados), tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato 

(AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 

biológicamente activos. 

48. El método como se reivindica en la reivindicación 47, donde el OSR se 5 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

49. El método de la reivindicación 47, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula 10 

espermática. 

50. El método de la reivindicación 49, donde la concentración del OSR 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 

mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 15 

51. El método de cualquiera de las reivindicaciones 46 a 50, donde el al menos 

un OSR se agrega a: el primer medio o el segundo medio o el tercer medio. 

52. El método de cualquiera de las reivindicaciones 46 a 50, donde el al menos 

un OSR se agrega a: el primer medio y el segundo medio o el primer medio y el tercer 

medio o el segundo y el tercer medio. 20 



WO 2012/167151  PCT/US2012/040553 

 

124 

 

53. El método de cualquiera de las reivindicaciones 46 a 50, donde el al menos 

un OSR se agrega a: el primer medio y el segundo medio y el tercer medio. 

54. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 o 31 a 53, donde la 

muestra de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, 

alce, búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 5 

55. Un método para clasificar una muestra de célula espermática que comprende 

las siguientes etapas: 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. teñir la muestra de célula espermática con un primer medio; y 

c. clasificar la muestra de célula espermática para formar al menos una 10 

subpoblación contenida en un segundo medio; 

donde al menos uno del primer medio o el segundo medio contiene al menos un 

OSR con una concentración de procesamiento final en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 

mg/ml. 

56. El método de la reivindicación 55, donde el OSR se selecciona del grupo 15 

que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, 

glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, 

vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato 

(AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 20 

biológicamente activos. 
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57. El método como se reivindica en la reivindicación 56, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

58. El método de la reivindicación 56, donde la concentración del OSR 5 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula 

espermática. 

59. El método de la reivindicación 56, donde la concentración del OSR 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 

mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 10 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

60. El método de cualquiera de las reivindicaciones 55 a 59, donde el al menos 

un OSR se agrega al primer medio o al segundo medio. 

61. El método de cualquiera de las reivindicaciones 55 a 59, donde el al menos 

un OSR se agrega al primer medio y al segundo medio. 15 

62. El método de cualquiera de las reivindicaciones 55 a 61, donde la muestra 

de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, alce, 

búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 

63.  Una muestra de esperma procesada que comprende una muestra de célula 

espermática que se sometió a una o más etapas de procesamiento y que contiene uno o más 20 

OSR en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml.  
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64. La muestra de esperma procesada como se reivindica en la reivindicación 

63, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de 

SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, 

ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, 

vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, 5 

tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA) y 

dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 

65. La muestra de esperma procesada como se reivindica en la reivindicación 

64, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de 

vitamina B12, vitamina E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, 10 

alfa cetoglutarato y sus derivados. 

66. La muestra de esperma procesada de cualquiera de las reivindicaciones 63 a 

65, donde la muestra de célula espermática se clasificó. 

67. La muestra de esperma procesada de la reivindicación 66, donde la muestra 

de célula espermática se clasificó por sexo. 15 

68. La muestra de esperma procesada de cualquiera de las reivindicaciones 63 a 

67, donde la muestra de célula espermática se encuentra descongelada. 

69. La muestra de esperma procesada de cualquiera de las reivindicaciones 63 a 

67, donde la muestra de célula espermática se encuentra congelada. 

70. La muestra de esperma procesada de cualquiera de las reivindicaciones 63 a 20 

69, donde la muestra de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, 
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equino, ciervo, alce, búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros 

mamíferos marinos. 

71. Un método para fecundar uno o más huevos que comprende las siguientes 

etapas: 

a. colocar una muestra de célula espermática en un medio para preparar una 5 

composición de células espermáticas, donde el medio contiene uno o más OSR 

que tienen una concentración adecuada para preparar una composición de células 

espermáticas que presente una concentración de OSR en el intervalo de 0.01 

mg/ml a 5 mg/ml; y 

b. mezclar el uno o más huevos con la muestra de célula espermática para 10 

formar una composición de células espermáticas. 

72. El método de la reivindicación 71, donde el OSR se selecciona del grupo 

que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, 

glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, 

vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 15 

E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato 

(AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 

biológicamente activos. 

73. El método como se reivindica en la reivindicación 72, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 20 
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E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

74. El método de la reivindicación 72, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la composición de células 

espermáticas. 5 

75. El método de la reivindicación 72, donde la concentración del OSR 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 

mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

76. El método de cualquiera de las reivindicaciones 71 a 75, donde la 10 

composición de células espermáticas se clasificó. 

77. El método de la reivindicación 76, donde la composición de células 

espermáticas se clasificó por sexo. 

78. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, 15 a 26, 31 a 44, 46 

a 54 o 71 a 77, donde la muestra de célula espermática se encuentra descongelada. 15 

79. El método de cualquiera de las reivindicaciones 15 a 26, 46 a 54, 55 a 62 o 

71 a 77, donde la muestra de célula espermática se encuentra congelada. 

80. El método de cualquiera de las reivindicaciones 71 a 77, donde la muestra 

de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, alce, 

búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 20 
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81. Un embrión producido mediante el método que comprende las siguientes 

etapas:  

a. colocar una muestra de célula espermática en un medio, donde el medio 

contiene al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 

mg/ml a 5 mg/ml; y 5 

b. mezclar el uno o más huevos con la muestra de célula espermática para 

producir un embrión. 

82. El embrión como se reivindica en la reivindicación 81, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, 

glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, 10 

flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de 

vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados), tocoferoles, tocotrienoles, α-

tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica 

(ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 

83. El embrión como se reivindica en la reivindicación 82, donde el OSR se 15 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

84. El embrión de la reivindicación 81, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula 20 

espermática. 
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85. El embrión de la reivindicación 81, donde la concentración del OSR 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 

mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

86. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 81 a 85, donde la muestra 5 

de célula espermática se clasificó. 

87. El embrión de la reivindicación 86, donde la muestra de célula espermática 

se clasificó por sexo. 

88. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 81 a 87, donde la muestra 

de célula espermática se encuentra descongelada. 10 

89.   El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 81 a 87, donde la muestra 

de célula espermática se encuentra congelada. 

90. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 81 a 89, donde la muestra 

de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, alce, 

búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 15 

91. Un método para fecundar uno o más huevos que comprende las siguientes 

etapas: 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática en el primer medio; 20 
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d. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 

subpoblaciones de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; 

f. mezclar la subpoblación de células espermáticas con uno o más huevos  para 

fecundar uno o más de los huevos; 5 

donde el primer medio y/o el segundo medio contiene al menos un OSR en el 

intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y donde el medio que contiene OSR puede prepararse 

antes de la adición a la muestra de célula espermática o mediante la adición de una solución 

concentrada de OSR a la solución de muestra de célula espermática. 

92. Un método para fecundar uno o más huevos que comprende las siguientes 10 

etapas: 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática en el primer medio; 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 15 

subpoblaciones de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; 

f. congelar la subpoblación de células espermáticas en un tercer medio; 

g. descongelar la subpoblación de células espermáticas; y 

h. mezclar la subpoblación de células espermáticas descongelada con uno o 20 

más huevos  para fecundar uno o más de los huevos; 
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donde al menos uno del primer medio, el segundo medio o el tercer medio contiene 

al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y 

donde el medio que contiene OSR puede prepararse antes de la adición a la muestra de 

célula espermática o mediante la adición de una solución concentrada de OSR a la solución 

de muestra de célula espermática. 5 

93. El método como se reivindica en la reivindicación 91 o 92, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, 

glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, 

flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de 

vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-10 

tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica 

(ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 

94. El método como se reivindica en la reivindicación 93, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 15 

derivados. 

95. El método de la reivindicación 93, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la composición de células 

espermáticas. 

96. El método de la reivindicación 93, donde la concentración del OSR 20 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 
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mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

97. El método de cualquiera de las reivindicaciones 91 a 96, donde la muestra 

de célula espermática se encuentra descongelada. 

98. El método de cualquiera de las reivindicaciones 91 a 96, donde la muestra 5 

de célula espermática se encuentra congelada. 

99. El método de cualquiera de las reivindicaciones 91 a 98, donde la muestra 

de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, alce, 

búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 

100. El método de cualquiera de las reivindicaciones 71 a 80 o 91 a 99, donde los 10 

huevos se cultivaron en un medio de maduración. 

101. El método de la reivindicación 100, donde el medio de maduración 

comprende FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al menos un 

antibiótico. 

102. El método de la reivindicación 101, donde el medio de maduración también 15 

comprende TCM-199. 

103. El método de la reivindicación 102, donde el huevo se cultivó en un medio 

de maduración que comprende TCM-199, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, 

estradiol y al menos un antibiótico en una relación aproximada de 

9:1:0.02:0.1:0.01:0.01:0.02 en volumen, respectivamente.  20 

104. Un embrión clasificado producido mediante el método que comprende:  
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a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática en el primer medio; 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 

subpoblaciones de células espermáticas; 5 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; y 

f. mezclar la subpoblación de células espermáticas con uno o más huevos para 

producir uno o más embriones; 

donde el primer medio y/o el segundo medio contiene al menos un OSR en el 

intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y donde el medio que contiene OSR puede prepararse 10 

antes de la adición a la muestra de célula espermática o mediante la adición de una solución 

concentrada de OSR a la solución de muestra de célula espermática. 

105. Un embrión clasificado producido mediante el método que comprende las 

siguientes etapas:  

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 15 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática con un primer medio; 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar al menos una 

subpoblación de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; 20 

f. congelar la subpoblación en un tercer medio; 
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g. descongelar la subpoblación; y 

h. mezclar la subpoblación de células espermáticas con uno o más huevos para 

producir uno o más embriones, 

donde al menos uno del primer medio, el segundo medio o el tercer medio contiene 

al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y 5 

donde el medio que contiene OSR puede prepararse antes de la adición a la muestra de 

célula espermática o mediante la adición de una solución concentrada de OSR a la solución 

de muestra de célula espermática. 

106. El embrión como se reivindica en la reivindicación 104 o 105, donde el OSR 

se selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, 10 

glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, 

flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de 

vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-

tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica 

(ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 15 

107. El embrión como se reivindica en la reivindicación 106, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina 

E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 
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108. El embrión de la reivindicación 106, donde la concentración del OSR 

agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula 

espermática. 

109. El embrión de la reivindicación 106, donde la concentración del OSR 

agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 5 

mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 

0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

110. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 104 a 109, donde la 

muestra de célula espermática se encuentra descongelada. 

111. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 104 a 109, donde la 10 

muestra de célula espermática se encuentra congelada. 

112. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 104 a 111, donde la 

muestra de célula espermática deriva de un humano, bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, 

alce, búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 

113. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 104 a 112, donde el huevo 15 

se cultivó en un medio de maduración. 

114. El embrión de la reivindicación 113, donde el medio de maduración 

comprende FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al menos un 

antibiótico. 

115. El embrión de la reivindicación 114, donde el medio de maduración también 20 

comprende TCM-199. 
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116. El embrión de la reivindicación 115, donde el huevo se cultivó en un medio 

de maduración que comprende TCM-199, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, 

estradiol y al menos un antibiótico en una relación aproximada de 

9:1:0.02:0.1:0.01:0.01:0.02 en volumen, respectivamente. 

117. Una composición de células espermáticas que comprende: 5 

a. una muestra de célula espermática; y 

b. al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml 

a 5 mg/ml. 

118. La composición de células espermáticas de la reivindicación 117, donde la 

muestra de célula espermática se clasificó. 10 

119. La composición de células espermáticas de la reivindicación 117 o 118, que 

también comprende un tinte. 

120. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 117 a 119, que también comprende un diluente o un medio. 

121. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 15 

reivindicaciones 117 a 120 que también comprende un crioprotector. 

122. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 117 a 121, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: catalasa, 

SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, 

mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros 20 

relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros 
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relacionados), tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), 

malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 

biológicamente activos. 

123. La composición de células espermáticas de la reivindicación 122, donde el 

OSR se selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, 5 

vitamina E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa 

cetoglutarato y sus derivados. 

124. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 122 a 123, donde la concentración del OSR agregado se encuentra en el 

intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula espermática. 10 

125. La composición de células espermáticas de la reivindicación 124, donde la 

concentración del OSR agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; 

aproximadamente 0.1 mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 

mg/ml; aproximadamente 0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 

0.5 mg/ml. 15 

126. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 117 a 125, donde la muestra de célula espermática se encuentra 

descongelada. 

127. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 117 a 125, donde la muestra de célula espermática se encuentra congelada. 20 
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128. La composición de células espermáticas de cualquiera de las 

reivindicaciones 117 a 127, donde la muestra de célula espermática deriva de un humano, 

bovino, porcino, ovino, equino, ciervo, alce, búfalo, canino, felino, chimpancé, gorila, 

ballena, delfín y otros mamíferos marinos. 

129. Un medio de maduración para ART, que comprende FBS, piruvato, 5 

gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al menos un antibiótico. 

130. El medio de maduración de la reivindicación 129, que también comprende 

TCM-199. 

131. El medio de maduración de la reivindicación 130, que comprende TCM-

199, FSH, gonadotropina coriónica, estradiol, piruvato y al menos un antibiótico en una 10 

relación aproximada de 9:1:0.02:0.1:0.01:0.01:0.02 en volumen, respectivamente. 

132. La muestra de esperma procesada como se reivindica en cualquiera de las 

reivindicaciones 63 a 70 que se encuentra congelada. 

133.  El embrión como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 81 a 90 

o 104 a 116 que se encuentra congelado o vitrificado. 15 

134. La composición de células espermáticas como se reivindica en cualquiera de 

las reivindicaciones 117 a 128 que se encuentra congelada. 

135. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde la muestra de célula espermática se congeló y 

descongeló antes del procesamiento adicional, se sometió a un procedimiento de 20 

clasificación de múltiples etapas y se utilizó directamente en ART sin congelamiento. 
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136. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde la muestra de célula espermática se congeló y 

descongeló antes del procesamiento adicional, se sometió a un procedimiento de 

clasificación de múltiples etapas y se congeló. 

137. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 5 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde la muestra de célula espermática se descongeló, se 

sometió a un procedimiento de clasificación de múltiples etapas y se utilizó directamente en 

ART sin congelamiento. 

138. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde la muestra de célula espermática se descongeló, se 10 

sometió a un procedimiento de clasificación de múltiples etapas y se congeló. 

139. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de tinción. 

140. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de recolección 15 

después de la clasificación. 

141. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de preparación 

criogénica antes del congelamiento. 
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142. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de tinción y en la 

etapa de recolección. 

143. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de recolección y 5 

en la etapa de preparación criogénica antes del congelamiento. 

144. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde uno o más OSR se agregan en la etapa de tinción, en la 

etapa de recolección y en la etapa de preparación criogénica antes del congelamiento. 

145. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 139 a 10 

144 donde al menos un OSR es un vitámero de vitamina B12 y se agrega con una 

concentración de 0.25 mg/ml en la suspensión de células espermáticas. 

146. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 139 a 

144 donde al menos un OSR es un vitámero de vitamina B12 y se agrega con una 

concentración en el intervalo de 0.15 mg/ml a 0.5 mg/ml en la suspensión de células 15 

espermáticas. 

147. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 139 a 

144 donde al menos un OSR es un vitámero de vitamina E y se agrega con una 

concentración en el intervalo de 0.15 mg/ml a 0.5 mg/ml en la suspensión de células 

espermáticas. 20 
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148. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 139 a 

144 donde al menos un OSR es una forma activa de AKG y se agrega con una 

concentración en el intervalo de 0.15 mg/ml a 0.5 mg/ml en la suspensión de células 

espermáticas. 

149. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 139 a 5 

144, donde dos OSR se utilizan en combinación y se seleccionan del grupo que comprende: 

un vitámero de vitamina B12 agregado con una concentración en el intervalo de 0.15 

mg/ml a 0.5 mg/ml, un vitámero de vitamina E agregado a una concentración en el 

intervalo de 0.15 mg/ml a 0.5 mg/ml y un derivado activo de AKG con una concentración 

en el intervalo de 0.15 mg/ml a 0.5 mg/ml en la suspensión de células espermáticas. 10 

150. El método como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, 

31 a 62, 71 a 80 o 91 a 103, donde la muestra de célula espermática contiene células 

muertas indeseadas. 

151. El método como se reivindica en la reivindicación 150, donde la muestra de 

célula espermática se extrae manualmente para matar los tipos celulares indeseados dentro 15 

de la muestra de célula espermática. 
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RESUMEN 

La invención se refiere de forma general a composiciones y métodos para el manejo 

de poblaciones de esperma procesado que incluyen muestras recién extraídas, las que se 

transportan como muestras recién extraídas, así como las muestras que se congelan y 

descongelan, las que se clasifican en una o más subpoblaciones y las que de otro modo se 5 

procesan o manejan de forma tal que ejercen un trauma sobre la célula espermática.  Dicho 

trauma puede reducir la movilidad, fecundidad, viabilidad e integridad global del esperma y 

reducir la capacidad del esperma de fecundar un huevo, crecer como un embrión saludable 

y producir una cría sana. La presente invención se refiere a compuestos nuevos que pueden 

agregarse a la muestra de célula espermática para reducir los efectos traumáticos de la 10 

tensión física durante el procesamiento de células espermáticas moderado así como 

exhaustivo, métodos para utilizar los compuestos en procedimientos de procesamiento de 

esperma estándar, los productos finales preparados a partir de estos métodos que incluyen 

esperma y embriones así como los métodos para utilizar dichos productos finales en 

técnicas biológicas de reproducción asistida en animales.  15 
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Reivindicaciones: 

Habiéndose descrito la invención como antecede, se reclama como propiedad lo contenido 

en las siguientes reivindicaciones: 

 

1. Un medio de reducción de tensión que comprende al menos un OSR en una concentración 5 

adecuada de solución madre presente en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml en la 

composición de células espermáticas en el momento del procesamiento. 

 

2. Un medio de reducción de tensión como se reivindica en la reivindicación 1, para clasificar 

las células espermáticas que comprende uno o más de los siguientes tampones que se 10 

seleccionan del grupo de: Tris, TES, HEPES, TALP, TCA, PBS, citrato, leche y sus 

derivados.  

 

3. El medio de reducción de tensión para clasificar el esperma como se reivindica en la 

reivindicación 1 o 2, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, 15 

un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, 

mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros 

relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros 

relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), 

malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 20 

biológicamente activos. 
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4. El medio de reducción de tensión para clasificar el esperma como se reivindica en la 

reivindicación 3, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, 

vitámeros de vitamina B12, vitamina E, vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, 

α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus derivados. 5 

 

5. Un método para fecundar uno o más huevos que comprende las siguientes etapas: 

a. colocar una muestra de célula espermática en un medio para preparar una 

composición de células espermáticas, donde el medio contiene uno o más OSR que 

tienen una concentración adecuada para preparar una composición de células 10 

espermáticas que presente una concentración de OSR en el intervalo de 0.01 mg/ml 

a 5 mg/ml; y 

b. mezclar el uno o más huevos con la muestra de célula espermática para formar 

una composición de células espermáticas. 

 15 

6. El método de la reivindicación 5, donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: 

catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, 

piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros 

relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros 

relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), 20 
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malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus derivados 

biológicamente activos. 

 

7. El método como se reivindica en la reivindicación 6, donde el OSR se selecciona del grupo 

que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E, vitámeros de 5 

vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus derivados. 

 

8. El método de la reivindicación 6, donde la concentración del OSR agregado se encuentra 

en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la composición de células espermáticas. 

 10 

9. El método de la reivindicación 6, donde la concentración del OSR agregado se selecciona 

del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 mg/ml; aproximadamente 

0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 0.35 mg/ml; 

aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

 15 

10. El método de la reivindicación 5-9, donde la composición de células espermáticas se 

clasificó por sexo. 

 

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-9, donde la muestra de célula 

espermática se encuentra descongelada. 20 
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12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-9 donde la muestra de célula 

espermática se encuentra congelada. 

 

13. Un embrión producido mediante el método que comprende las siguientes etapas:  

a. colocar una muestra de célula espermática en un medio, donde el medio 5 

contiene al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 

mg/ml a 5 mg/ml; y 

b. mezclar el uno o más huevos con la muestra de célula espermática para 

producir un embrión. 

 10 

14. Un método para fecundar uno o más huevos que comprende las siguientes etapas: 

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática en el primer medio; 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 15 

subpoblaciones de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; 

f. congelar la subpoblación de células espermáticas en un tercer medio; 

g. descongelar la subpoblación de células espermáticas; y 

h. mezclar la subpoblación de células espermáticas descongelada con uno o más 20 

huevos  para fecundar uno o más de los huevos; 
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Donde al menos uno del primer medio, el segundo medio o el tercer medio contiene al menos 

un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y donde el 

medio que contiene OSR puede prepararse antes de la adición a la muestra de célula 

espermática o mediante la adición de una solución concentrada de OSR a la solución de 

muestra de célula espermática. 5 

 

15. El método como se reivindica en la reivindicación 13 o 14,  donde el OSR se selecciona 

del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión 

reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, 

quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, 10 

vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-

cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus 

derivados biológicamente activos. 

 

16. El método como se reivindica en la reivindicación 15, donde el OSR se selecciona del 15 

grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E, vitámeros de 

vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus derivados. 

 

17.  El método de la reivindicación 15, donde la concentración del OSR agregado se 

encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la composición de células espermáticas. 20 
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18. El método de la reivindicación 15, donde la concentración del OSR agregado se 

selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 mg/ml; 

aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 0.35 

mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

 5 

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13-15, donde la muestra de célula 

espermática se encuentra descongelada. 

 

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 13-15, donde la muestra de célula 

espermática se encuentra congelada. 10 

 

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5-12 o 14-20, donde los huevos se 

cultivaron en un medio de maduración. 

 

22. El método de la reivindicación 21, donde el medio de maduración comprende FBS, 15 

piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al menos un antibiótico. 

 

23. El método de la reivindicación 22, donde el medio de maduración también comprende 

TCM-199. 

 20 
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24. El método de la reivindicación 23, donde el huevo se cultivó en un medio de 

maduración que comprende TCM-199, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, 

estradiol y al menos un antibiótico en una relación aproximada de 

9:1:0.02:0.1:0.01:0.01:0.02 en volumen, respectivamente.  

 5 

25. Un embrión clasificado producido mediante el método que comprende:  

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática en el primer medio; 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar una o más 10 

subpoblaciones de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; y 

f. mezclar la subpoblación de células espermáticas con uno o más huevos para 

producir uno o más embriones; 

Donde el primer medio y/o el segundo medio contiene al menos un OSR en el intervalo de 15 

0.01 mg/ml a 5 mg/ml y donde el medio que contiene OSR puede prepararse antes de la 

adición a la muestra de célula espermática o mediante la adición de una solución concentrada 

de OSR a la solución de muestra de célula espermática. 

 

 20 
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26. Un embrión clasificado producido mediante el método que comprende las siguientes 

etapas:  

a. proporcionar una muestra de célula espermática; 

b. agregar un primer medio; 

c. teñir la muestra de célula espermática con un primer medio; 5 

d. clasificar la muestra de célula espermática para formar al menos una 

subpoblación de células espermáticas; 

e. recolectar la subpoblación de células espermáticas en un segundo medio; 

f. congelar la subpoblación en un tercer medio; 

g. descongelar la subpoblación; y 10 

h. mezclar la subpoblación de células espermáticas con uno o más huevos para 

producir uno o más embriones, 

Donde al menos uno del primer medio, el segundo medio o el tercer medio contiene al menos 

un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 mg/ml y donde el 

medio que contiene OSR puede prepararse antes de la adición a la muestra de célula 15 

espermática o mediante la adición de una solución concentrada de OSR a la solución de 

muestra de célula espermática. 

 

27. El embrión como se reivindica en la reivindicación 25-26, donde el OSR se selecciona 

del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, glutatión, glutatión 20 

reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido lipoico, flavinas, 
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quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, 

vitamina E (y vitámeros relacionados) tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa-

cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica (ADMA) y sus 

derivados biológicamente activos. 

 5 

28. El embrión como se reivindica en la reivindicación 27, donde el OSR se selecciona del 

grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E, vitámeros de 

vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus derivados. 

 

29. El embrión de la reivindicación 27, donde la concentración del OSR agregado se 10 

encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml en la muestra de célula espermática. 

 

30. El embrión de la reivindicación 27, donde la concentración del OSR agregado se 

selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; aproximadamente 0.1 mg/ml; 

aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; aproximadamente 0.35 15 

mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

 

31. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 22-26, donde la muestra de célula 

espermática se encuentra descongelada. 

 20 
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32. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 22-26, donde la muestra de célula 

espermática se encuentra congelada. 

 

33. El embrión de cualquiera de las reivindicaciones 25-32, donde el huevo se cultivó en un 

medio de maduración. 5 

 

34. El embrión de la reivindicación 33, donde el medio de maduración comprende FBS, 

piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al menos un antibiótico. 

 

35. El embrión de la reivindicación 34, donde el medio de maduración también comprende 10 

TCM-199. 

 

36.  El embrión de la reivindicación 35, donde el huevo se cultivó en un medio de maduración 

que comprende TCM-199, FBS, piruvato, gonadotropina coriónica, FSH, estradiol y al 

menos un antibiótico en una relación aproximada de 9:1:0.02:0.1:0.01:0.01:0.02 en volumen, 15 

respectivamente. 

 

37. Una composición de células espermáticas que comprende: 

a. una muestra de célula espermática; y 

b. Al menos un OSR que tiene una concentración en el intervalo de 0.01 mg/ml a 5 20 

mg/ml. 
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38. La composición de células espermáticas de la reivindicación 37, donde la muestra de 

célula espermática se clasificó. 

 

39. La composición de células espermáticas de la reivindicación 37 o 38, que también 5 

comprende un tinte. 

 

40. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 37-39, que 

también comprende un diluente o un medio. 

 10 

41. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 37 a 40 que 

también comprende un crioprotector. 

 

42. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 37-41, 

donde el OSR se selecciona del grupo que comprende: catalasa, SOD, un mimético de SOD, 15 

glutatión, glutatión reductasa, glutatión peroxidasa, piruvato, mercaptoetanol, BHT, ácido 

lipoico, flavinas, quininas, vitamina K (y vitámeros relacionados), vitamina B12, vitámeros 

de vitamina B12, vitamina E (y vitámeros relacionados), tocoferoles, tocotrienoles, α-

tocoferilo, alfa-cetoglutarato (AKG), malondialdehído (MDA), dimetilarginina asimétrica 

(ADMA) y sus derivados biológicamente activos. 20 
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43. La composición de células espermáticas de la reivindicación 42, donde el OSR se 

selecciona del grupo que comprende: vitamina B12, vitámeros de vitamina B12, vitamina E, 

vitámeros de vitamina E, tocoferoles, tocotrienoles, α-tocoferilo, alfa cetoglutarato y sus 

derivados. 

 5 

44. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 42-43, 

donde la concentración del OSR agregado se encuentra en el intervalo de 0.05 a 0.5 mg/ml 

en la muestra de célula espermática. 

 

45. La composición de células espermáticas de la reivindicación 44, donde la concentración 10 

del OSR agregado se selecciona del grupo de: aproximadamente 0.05 mg/ml; 

aproximadamente 0.1 mg/ml; aproximadamente 0.15 mg/ml; aproximadamente 0.25 mg/ml; 

aproximadamente 0.35 mg/ml; aproximadamente 0.45 mg/ml y aproximadamente 0.5 mg/ml. 

 

46. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 37 a 45, 15 

donde la muestra de célula espermática se encuentra descongelada. 

 

47. La composición de células espermáticas de cualquiera de las reivindicaciones 37-45, 

donde la muestra de célula espermática se encuentra congelada. 

 20 
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RESUMEN 

La invención se refiere de forma general a composiciones y métodos para el manejo 

de poblaciones de esperma procesado que incluyen muestras recién extraídas, las que se 

transportan como muestras recién extraídas, así como las muestras que se congelan y 

descongelan, las que se clasifican en una o más subpoblaciones y las que de otro modo se 5 

procesan o manejan de forma tal que ejercen un trauma sobre la célula espermática.  Dicho 

trauma puede reducir la movilidad, fecundidad, viabilidad e integridad global del esperma y 

reducir la capacidad del esperma de fecundar un huevo, crecer como un embrión saludable 

y producir una cría sana. La presente invención se refiere a compuestos nuevos que pueden 

agregarse a la muestra de célula espermática para reducir los efectos traumáticos de la 10 

tensión física durante el procesamiento de células espermáticas moderado así como 

exhaustivo, métodos para utilizar los compuestos en procedimientos de procesamiento de 

esperma estándar, los productos finales preparados a partir de estos métodos que incluyen 

esperma y embriones así como los métodos para utilizar dichos productos finales en 

técnicas biológicas de reproducción asistida en animales.  15 


