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Resumen: La fertilidad del semen criopreservado es inferior a la del semen fresco.
Este hecho esta relacionado con los dafios subletales instaurados en la poblacion es-
permatica que sobrevive al proceso de congelacién. Diversos factores (shock de frio,
velocidad de enfriamiento, composicion de los diluyentes y estrés osmotico) que ocu-
rren durante el proceso de congelacion, son responsables de la disminucion de la ferti-
lidad en el semen congelado. En este trabajo se discuten los factores que afectan la
calidad de los espermatozoides sobrevivientes al proceso de criopreservacion.
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ABSTRACT: Cryopreserved semen has impaired fertility compare to fresh semen. The
lower post-thaw viability and fertility is related with the spermatozoa sub lethal dys-
function establishes in part of the survival population. These facts are relations with
many factors (e.g. cold shock, cooling rate, extender composition, and osmotic stress)
during the cryopreservation process. In this paper factor affecting the quality or survival
spermatozoa are reviewed.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de semen y la utili-
zacion del semen congelado mediante insemi-
nacion artificial ha causado un gran impacto
sobre la reproduccién animal y humana. In-
numerables crias de diferentes especies han
nacido a partir del uso de semen congelado.
Sin embargo constantemente se modifican los
protocolos de congelacién a fin de obtener
mejores resultados en relaciéon a la supervi-
vencia espermatica y fertilidad del semen al
descongelado. Para lograr estos objetivos es
necesario comprender a que tipo de estrés se
ven sometidos los espermatozoides durante los
procesos de congelacion y descongelacién asi
como la manera en que las células responden
a las agresiones fisicoquimicas medioambien-
tales.

Mediante la criopreservacion es posible
detener el proceso que sufre el espermatozoi-
de desde la eyaculacion hasta la fecundaciéon
y conservarlo en el tiempo potencialmente fértil
(1). Crister (2) observé que los espermatozoi-
des descongelados motiles, con membranas
intactas no mantenian su viabilidad y capaci-
dad fecundante durante tanto tiempo como los
espermatozoides del semen fresco. Estas ob-
servaciones se relacionan con los cambios se-
mejantes a la capacitacion, inducidos por los
procesos de congelaciéon en la célula esper-
matica. Durante la congelacion y descongela-
cién se producen alteraciones celulares que
causan reduccidn de la fertilidad del semen
criopreservado en comparaciéon con el semen
fresco. Esta reduccién de la fertilidad se rela-
ciona tanto con la muerte de las células que
no soportan la injuria del proceso de congela-
cion y descongelacion, como con la disfunciéon
no letal instaurada en una parte de la pobla-
cion sobreviviente. (3). Un aumento de las ta-
sas de concepcidén puede lograrse mejorando
los métodos de criopreservacion tratando de
prevenir o minimizar la ocurrencia de los even-
tos que desestabilizan las membranas y mejo-
rando la calidad de los espermatozoides so-
brevivientes (1, 3).

Diversos factores estan implicados en la
bajas tasas de concepcién logradas mediante
el uso de semen congelado en comparacién
con el semen fresco. Un factor de suma im-
portancia es la calidad de semen obtenida al
descongelado. Multiples factores afectan la
sobrevida de los espermatozoides al descon-
gelado: la metodologia de congelacion y des-
congelacidon, la concentracion espermatica en
el diluyente, el envasado, la composicién del
diluyente empleado.

Criopreservacion y fertilidad seminal

Durante el proceso de congelacién-des-
congelacion se pierde aproximadamente el
50% de la poblacion inicial de espermatozoi-
des debido a los efectos de la criopreservacion
sobre las membranas, citoesqueleto, aparato
motor y nucleo del espermatozoide (1, 4, 5).
Se considera que el principal sitio de dafo
asociado a los cambios de temperatura son las
membranas espermaticas (1). La reduccion de
la fertilidad asociada al semen congelado es
atribuida en gran parte a la alteracion de la
estructura y funcién de las membranas du-
rante los procesos de refrigeracién, congela-
cion y descongelacion (4, 6). Para poder inte-
ractuar con el oocito, los espermatozoides de-
ben estar vivos, motiles y poseer la membrana
plasmatica y acrosomal intactas y funciona-
les.

La pérdida espermatica ocurrida duran-
te la criopreservacion puede compensarse en
parte mediante la inseminacion artificial (IA)
de un gran numero de espermatozoides, o0
mediante la colocacién del semen en la por-
cion craneal del tracto reproductivo. En el pri-
mer caso, al colocar un nimero mayor de es-
permatozoides totales contariamos con un
mayor numero de espermatozoides que han
sobrevivido viables luego de soportar las inju-
rias ocurridas durante la congelacion-descon-
gelacién (6). Asi mismo si no aumentamos la
dosis inseminante pero colocamos mediante
IA quirdrgica el semen en la porcidon proximal
del tracto reproductivo podremos lograr un au-
mento de la fertilidad. Esta mejora de la ferti-
lidad puede entenderse si recordamos los
eventos necesarios para la fecundacién. Debe
haber un numero suficiente de espermatozoi-
des competentes capaces de realizar la fertili-
zacion en el periodo de tiempo en el cual exis-
ten Ovulos fértiles capaces de ser fecundados.
El isthmus del oviducto actiia como un reser-
vorio funcional de espermatozoides brindan-
do una fuente de potenciales espermatozoi-
des fertilizadores durante este periodo (7). Sélo
una pequefia parte de los espermatozoides
depositados en el tracto genital distal de la
hembra llega al reservorio oviductal, la mayo-
ria es expulsado a través de la vulva o fagoci-
tado en el aparato genital femenino. En la
ampolla oviductal, en el momento de la fertili-
zacion, el radio espermatozoide-oocito es
aproximadamente 1(8). La competencia numé-
rica y temporal de estos espermatozoides de-
pende tanto del namero como de la calidad de
espermatozoides introducidos en el tracto ge-
nital distal. Cuando la calidad o el nUmero de
espermatozoides inseminados no es 6ptima,
la disponibilidad de espermatozoides poten-
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cialmente fértiles es escasa y la fertilidad se
ve reducida (9, 10).

Si el nimero total de espermatozoides
funcionales en una IA con semen congelado
cae por debajo del niumero necesario para lo-
grar una alta probabilidad de fertilizacién,
entonces la fertilidad se ve afectada. Cuando
la Al es realizada en la regiéon proximal del
tracto genital se requieren pocos espermato-
zoides para lograr altas probabilidades de fer-
tilidad ya que muchos sobreviviran para al-
canzar el oviducto. Este hecho fue evidencia-
do por Maxwell (11) quien demostré que solo
20x10°% espermatozoides métiles criopreserva-
dos son necesarios para lograr un porcentaje
de fertilidad mayor al 50% realizando IA in-
trauterina en ovejas mientras que se necesita
una dosis muy superior al utilizar la 1A cervi-
cal. Si la IA fue hecha dentro del oviducto se
requieren menos de 1x10°% espermatozoides
(12).

Un factor importante a considerar es la
diferente sensibilidad a los procesos de con-
gelacién que poseen los espermatozoides de
diferentes machos (13, 14). Muchos estudios
experimentales se han realizado utilizando un
pool de semen de varios machos, en estos tra-
bajos quedan enmascaradas las diferencias
individuales (15, 16, 17). Estas diferencias son
un factor importante en la elecciéon del proto-
colo de congelacién seleccionado para obte-
ner buenos resultados a la descongelacion.

La optimizacion del protocolo de conge-
laciéon debe contemplar no solo la obtencién
de un alto nimero de espermatozoides sobre-
vivientes sino también la habilidad funcional
de esta poblacion.

FACTORES QUE AFECTAN LA VIABI-
LIDAD ESPERMATICA DURANTE EL

PROCESO DE CRIOPRESERVACION
Cuando los espermatozoides son conge-
lados y descongelados se ven sometidos a va-
rios ciclos de deshidratacién e hidratacion lo
que resulta en cambios significativos de volu-
men. El primer cambio de volumen ocurre
cuando la célula es colocada dentro de un di-
luyente, el cual contiene sustancias criopro-
tectoras como glicerol, y posteriormente cuan-
do la solucién es congelada. Mas tarde ocu-
rren cambios de volumen cuando la solucion
es descongelada. Estos cambios de volumen
estan asociados a cambios de la concentra-
cion de iones y electrélitos en las soluciones
intra y extra celular. La forma en que ocurren
estas modificaciones determinan la mayor o
menor capacidad de la célula para soportar la

injuria a la que se ve sometida. Los cambios
de volumen son solo uno de los factores de
estrés a los que la célula se ve sometida du-
rante el proceso de criopreservacion. Otros
factores de estrés estan representados por los
cambios de temperatura, el estrés téxico pro-
ducido por la exposicidon a crioprotectores, la
formacion y disolucién de hielo asi como los
cambios de osmolalidad en el ambiente extra-
celular (18).

Shock de frio

Es bien conocido que el enfriamiento
rapido del semen entre 30 °C y 0 °C induce un
estrés letal en algunas células, el cual es pro-
porcional a la tasa de enfriamiento. Es asi que
el enfriamiento en este rango de temperatu-
ras debe ser realizado cuidadosamente (1, 19).
Este fenbmeno es conocido como shock de frio
y puede apreciarse durante el enfriamiento de
espermatozoides de cualquier especie. En el
porcino este fendmeno se manifiesta inmedia-
tamente después de la eyaculacién haciéndo-
se las células cada vez menos sensibles al
mismo en las horas siguientes (20).

Sin embargo, un lento enfriamiento in-
duce estrés sobre la membrana del esperma-
tozoide. Este hecho se relacionaria con un
cambio de fase lipidica y alteraria el estado
funcional de la membrana. Este fendmeno se
relacionaria en parte con el efecto crioprotector
observado al agregar trealosa al diluyente uti-
lizado para congelacién, ya que la trealosa
posee la propiedad de interaccionar con los
lipidos de membrana (21), aumentando su es-
tabilidad y limitando la fase de transiciéon (22),
ejerciendo asi un efecto estabilizador de la
membrana, lo cual explicaria su accién
crioprotectora (23). El shock de frio es visto
como el estado extremo de un stress continuo
influenciado por la velocidad con que este fe-
némeno se inicia. (24).

El hecho de que el shock de frio es cau-
sado por un cambio de fase de los lipidos de la
membrana fue propuesto por Dobrins en 1993
(25). Asi mismo Holt obtuvo evidencias de que
el cambio de fase podria ser el responsable de
las manifestaciones de crioinjuria observadas
durante el calentamiento celular luego de la
descongelaciéon. Estas evidencias fueron ob-
tenidas a partir del estudio de la integridad de
membrana de espermatozoides de carnero
durante los procesos de enfriamiento (entre 5
y -20 °C) y posterior calentamiento hasta 30°C.
En este experimento se observé que los mayo-
res dafios de membrana ocurrian durante el
proceso de calentamiento luego de la descon-
gelacion (24).
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El estrés de membrana puede continuar
por debajo de 0 °C sin que el cambio de fase
sea completo a 0 °C, sin embargo es bien co-
nocido que los cambios de fase ocurren, en su
mayoria, entre los 5 °C y 15 °C (25). Se ha
demostrado la importancia de la composiciéon
lipidica del medio ambiente donde se encuen-
tra la membrana plasmatica durante el enfria-
miento, esto relaciona al componente lipidico
en el mecanismo de injuria (19, 26). El agre-
gado de preparaciones lipidicas purificadas a
los espermatozoides reduce significativamen-
te el shock de frio y el dafio producido por la
congelacién-descongelaciéon (27, 28, 29).
Usualmente se incluye yema de huevo en la
preparacion de los diluyentes debido a que los
fosfolipidos (30) y las lipoproteinas de baja
densidad (31) poseen un efecto protector con-
tra el shock de frio. EI SDS es un detergente
anionico soluble en agua que se utiliza para
solubilizar proteinas. Se ha observado que este
detergente posee un efecto benéfico sobre la
motilidad e integridad acrosémica relaciona-
do con su accién sobre la yema de huevo (20).
Sin embargo no deben pasarse por alto los
otros componentes de membrana que pueden
alterarse por este stres. Las proteinas integra-
les de membrana se encuentran asociadas a
la bicapa lipidica y es esperable que alteren
su funcién, sobre todo aquellas que cumplen
funciones de transporte como las que confor-
man los canales de calcio. De hecho es bien
conocido que la permeabilidad aumenta con
el enfriamiento, por lo tanto la regulacién del
calcio se ve afectada (32, 33). Estos hechos
tienen serias consecuencias sobre la funcio-
nalidad celular (34) y muchas veces los cam-
bios ocurridos pueden ser incompatibles con
la viabilidad espermatica. La absorcién de cal-
cio durante el enfriamiento posibilita que ocu-
rran cambios relacionados con el proceso de
capacitacion como la fusién entre membrana
plasmatica y la capa externa de la membrana
acrosomal. Existe gran similitud entre los cam-
bios ocurridos durante el enfriamiento y la re-
accion acros6mica, es asi que la primera co-
mienza como una version desorganizada de la
segunda. Asi mismo, los elementos del citoes-
gueleto son sensibles a la temperatura. Se ha
postulado que la despolimerizacién de los fi-
lamentos de actina del citoesqueleto es un
prerrequisito para la aproximacion de la mem-
brana plasmatica a la membrana acrosomal
externa en el camino hacia la exocitosis acro-
somal (35).

Crioprotectores y estrés celular

Los crioprotectores permiten mantener
una mayor proporciéon de agua liquida a bajas
temperaturas y en consecuencia una menor

Criopreservacion y fertilidad seminal

concentracion de electrdlitos posibilitando la
supervivencia celular durante el proceso de
criopreservacién. Sin embargo, estos compues-
tos, incorporados a los diluyentes producen
un estrés transitorio pero importante sobre la
membrana plasmatica de los espermatozoides.
La magnitud de este hecho esta intimamente
relacionada con la capacidad penetrante de los
crioprotectores (36). El crioprotector de elec-
cién es el glicerol, el cual produce estrés os-
motico. Se ha observado que la hiperosmola-
ridad producida por este compuesto posee un
efecto estimulador de la reaccién acrosémica
(37). Gao (36) ha demostrado que este estrés
puede reducirse mediante la incorporaciéon en
etapas de glicerol en el proceso de criopreser-
vacién. Este procedimiento permite aumentar
considerablemente la proporcién de esperma-
tozoides sobrevivientes al descongelado. Ade-
mas del glicerol existen otros compuestos que
poseen propiedades crioprotectoras como por
ejemplo el etilenglicol (38). Los espermatozoi-
des son también sensibles a los efectos toxi-
cos de los crioprotectores, es asi que los com-
puestos utilizados habitualmente para
criopreservar otras células (ej. Dimetilsulfoxi-
do ( DMSO) resultan menos satisfactorios para
la criopreservacion espermatica (39). Se ha
observado que el dimetilsulfoxido es mas toxi-
co para los espermatozoides humanos que el
glicerol, recuperandose un menor porcentaje
de espermatozoides motiles al descongelado
cuando se utiliza DMSO como crioprotector.
(40).

Estrés osmotico

Mazur establecié que cada tipo celular
posee una velocidad 6ptima de congelacién que
garantiza su supervivencia luego de la crio-
preservacion. Si la velocidad de congelacion
es demasiado rapida o demasiado lenta el es-
trés producido por el proceso de criopreserva-
cién aumenta (41). El estrés inducido por la
formacién de cristales de hielo esta asociado
a los cambios en la presién osmética de la frac-
cién no congelada (42). Cuando una soluciéon
es enfriada por debajo del punto de congela-
cion los cristales de hielo se nuclean y el agua
pura cristaliza formando hielo. Los solutos
permanecen disueltos en la fraccién de agua
liquida y por lo tanto la presion osmética de la
solucion aumenta. La proporciéon de agua cris-
talizada como hielo y por lo tanto la presiéon
osmotica de la solucién restante depende de:
la temperatura, la velocidad de descenso de la
misma y el volumen de la fraccién no congela-
da.

En general se reconoce que la duracion
de la exposicidon a estos eventos deberia mini-
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mizarse para lograr una 6ptima sobrevida,
implicando entonces que el enfriamiento ce-
lular deberia ser rapido. Sin embargo la tasa
de enfriamiento debe ser suficientemente lenta
como para permitir la salida de agua intrace-
lular gracias a la presiéon osmoética extracelu-
lar, y prevenir la formacién de cristales de hielo
intracelular, lo cual es letal para la célula. Las
células espermaticas son congeladas a tasas
bastante rapidas, en el rango de 15-60 °C/
min, lo cual ha sido empiricamente calculado
como la velocidad de congelacién que permite
mayor probabilidad de obtener una mejor tasa
de sobrevida celular. Conociendo la permeabi-
lidad hidrica celular y su activacién energéti-
ca podria predecirse la maxima tasa de enfria-
miento compatible con el equilibrio osmético
y entonces determinar protocolos 6ptimos de
criopreservacion. Se ha demostrado que estas
consideraciones son importantes para otros
tipos celulares (43). La célula espermatica de
muchas especies posee una mayor permeabi-
lidad al agua que otros tipos celulares (38, 44,
45).

Es importante considerar que la pobla-
cion espermatica, tanto en diferentes especies
como en un individuo en particular es muy
heterogénea. Un eyaculado posee una diversa
poblaciéon de células con diferentes estados de
maduracion. Las diferencias entre poblacio-
nes espermaticas entre especies y en un eya-
culado simple se relacionan con la composi-
cion y fluidez de la membrana celular, carac-
teristicas que influencian su permeabilidad al
agua y a solutos asi como su susceptibilidad
a la injuria por frio (46).

Holt y North (24) han demostrado que
los signos de estrés manifestado por los es-
permatozoides luego de la descongelacién no
se relacionan solo con el estrés osmotico su-
frido en el descongelado sino también con el
estrés sufrido durante el congelado.

El porcentaje de células que sobrevive a
un proceso de congelacién esta determinado
por la sensibilidad al estrés osmoético durante
la adicién y remocioén de crioprotectores y du-
rante el enfriamiento y el recalentamiento. Si
bien puede haber diferencias entre especies
en la sensibilidad espermatica a la criopreser-
vacioén, el eyaculado es heterogéneo con una
resistencia variable al estrés osmotico entre
las células. El hecho de que los individuos
puedan ser clasificados como “buenos conge-
ladores” o “malos congeladores” implica que
ciertas caracteristicas de estructura de mem-
brana, las cuales pueden estar genéticamente
determinadas, predisponen a la superviven-

cia bajo el estrés de criopreservacion (18).

A pesar de que optimicemos el proceso
de criopreservacion y minimicemos el riesgo
de muerte celular, una parte de la poblacién
celular no es capaz de sobrevivir. Por lo tanto
es necesario concentrarse en la funcionalidad
de la poblacién superviviente (39).

ALTERACIONES OBSERVADAS EN
LOS ESPERMATOZOIDES SOBREVI-
VIENTES A LOS PROCESOS DE CRIO-

PRESERVACION

Se ha comprobado que la motilidad es-
permatica disminuye luego de la criopreser-
vacion.

En tanto que una pequefia parte de la
poblacién celular exhibe un movimiento pro-
gresivo vigoroso, la mayoria de las células
muestran un variable grado de alteracién de
la motilidad en comparacién con la motilidad
del semen fresco. Este hecho puede estar in-
timamente relacionado con la pobre capaci-
dad fecundante del semen congelado. En un
estudio de FIV con semen criopreservado rea-
lizado en humanos se encontré que tanto mo-
tilidad progresiva como vigor eran factores re-
lacionados estrechamente con la fertilidad (47).

Los cambios de temperatura inducen a
gue los espermatozoides se comporten como
si se capacitaran (1). Los espermatozoides en-
friados muestran un aumento del calcio libre
intracelular asi como coloracién con clortetra-
ciclina, cambios tipicos de la capacitacion, sin
embargo los patrones de fosforilacién de tiro-
sina son diferentes en espermatozoides enfria-
dos y recalentados (1). Estos hechos marcan
que si bien los cambios inducidos por la crio-
preservacion en la célula espermatica son si-
milares a la capacitacion los procesos difieren
en algunos aspectos.

Se ha demostrado que los procesos de
criopreservacion inducen a la formacién de
especies reactivas de oxigeno las cuales po-
seen efectos téxicos sobre las células y com-
prometen su funcionalidad (48, 49). Diferen-
tes antioxidantes han sido usados como parte
de variados diluyentes en distintas especies y
se ha verificado el efecto benéfico de los mis-
mos (50). Sin embargo no debe olvidarse que
el dafio oxidativo es solo un de los diferentes
factores de estrés al que es sometido el esper-
ma durante el proceso de congelaciéon (48).

Recientemente se ha estudiado la capa-
cidad de la poblacién celular sobreviviente para
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interactuar con el epitelio del oviducto (51).
Se ha demostrado que en la interaccién de
receptores celulares se combinan mecanismos
intracelulares de transmisién de sefales. Un
tipo de interaccion similar ocurre entre évulo
y espermatozoide (52). Estudios del efecto de
la congelacién sobre la membrana celular su-
gieren gue la agrupacion de las proteinas du-
rante la fase de separacion lipidica inducida
por el enfriamiento no es enteramente rever-
sible, esto podria tener implicancias sobre la
estructura de los receptores y por lo tanto so-
bre la interaccion de gametas. Si bien estu-
dios de fertilizacion in vitro han demostrado
que los espermatozoides criopreservados son
capaces de fertilizar (51), s6lo algunos acce-
den al proceso pero muchos otros podrian es-
tar estructuralmente afectados y ser incapa-
ces de fertilizar.

Si bien no ha sido estudiada extensa-
mente la relacidon entre semen criopreservado
y sobrevida embrionaria, se sugirié la asocia-
cidn entre espermatozoides congelados y au-
mento en la incidencia de mortalidad embrio-
naria temprana (12). La ocurrencia de dafos a
nivel del DNA luego del proceso de criopreser-
vacion, podrian relacionarse con dafios fun-
cionales nucleares (52).

CONCLUSIONES

Para que sea posible la interacciéon 6vu-
lo-espermatozoide y el comienzo de una nue-
va vida, el espermatozoide debe ser capaz de
expresar su capacidad funcional a través de
la ocurrencia de variados procesos con una
adecuada secuencia temporal. Es asi que un
numero suficiente de espermatozoides férti-
les debe arribar a la ampolla para encontrarse
con los oocitos y que ocurra asi la secuencia
de eventos necesarios para la fertilizacion.

Durante el proceso de criopreservacion
los espermatozoides se ven sometidos a varia-
dos y diversos tipos de estrés, lo cual puede
inducir, en la célula espermatica, dafos leta-
les 0 sub-letales los cuales comprometen su
funcionalidad.

La identificacién de la poblacién esper-
matica intacta asi como el descarte de la po-
blaciéon viva pero con dafios sub-letales, per-
mitiria optimizar el uso del semen criopreser-
vado y evitar la ocurrencia de potenciales erro-
res genéticos con aumento de pérdidas em-
brionarias. El estudio funcional de las cé-
lulas y de los diferentes tipos de reaccién ce-
lular en relaciéon al estrés medio-ambiental y
a las diferencias individuales (celulares in-
terespecie e interindividuo) son dos puntos
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claves en el entendimiento y posibilidad de
manejo del tipo y grado de dafio celular.

Durante los ultimos 50 afios los avances
obtenidos en la criopreservacién de semen han
tenido un profundo impacto sobre la biotec-
nologia reproductiva humana y animal. Sin
embargo muchos tépicos sobre la criopreser-
vaciéon de semen permanecen oscuros. Futu-
ras investigaciones sobre este tema permiti-
ran obtener nuevos avances en el area.
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