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RESUMEN

Lacrioconservacion de gametos y embriones considera estudios relacionados con las téenicas y crioprotectores que se
usan para obtener altas tasas de sobrevivencia. También estudia los cambios celulares ocurridos durante estos proce-
sos. En la actualidad, la crioconservacion de gametos y embriones de mamiferos ha llegado a ser un procedimiento
rutinario en ganaderia y medicina pudiendo lograrse por procedimientos de refrigeracion, preservacion hipotérmica,
congelacion estandar y vitrificacion. Al conservar gametos y embriones a temperaturas extremadamente bajas (-196
°C en nitrogeno liquido) es posible detener casi por completo sus actividades fisiologicas y hacer posible almacenar
gametos y embriones durante un largo periodo sin afectar su viabilidad y sin causarles cambios genéticos. Este hecho,
convierte a la crioconservacion de gametos y embriones en una biotecnologia reproductiva insustituible para el
comercio internacional de reproductores. La capacitacion espermatica es un proceso complejo que confiere al esper-
matozoide capacidad fecundante. Existen evidencias que una de las causas de la baja fertilidad obtenida con semen
congelado, es una capacitacion prematura provocada por el frio. El conocimiento de esta hipotética criocapacitacién
resultaria de gran importancia para la comprensién de las alteraciones producidas por la exposicién al frio, especial-
mente en especies mamiferas que muestran una gran susceptibilidad a los procesos de crioconservacion. Existen
evidencias que durante estos procesos, se producen alteraciones morfol6gicas, principalmente en la membrana plas-
matica y en el acrosoma del espermatozoide que disminuirian su viabilidad y por consiguiente fertilidad cuando son
usados en los programas de inseminacion artificial. De ahi que el presente trabajo de revision, menciona algunos
avances experimentales que tratan de relacionar la ocurrencia de la criocapacitacion con la baja fertilidad en especies
de mamiferos, y de esta manera tener una buena base bibliogréfica a partir de la cual emprender las diferentes investi-
gaciones en la busqueda de sustancias que inhiban los mecanismos de sefializacion que provocan alteraciones en las
membranas plasmatica y acrosémica del espermatozoide cuando se encuentran en estrés hipotérmico.

Palabras claves: crioconcervacion espermdtica capacitacidn, criocapacitacion.
SUMMARY

The cryopreservation of gametes and embryos considers studies related to techniques and cryoprotectants used to
obtain high survival rates. Also studying the cell changes occurring during these processes. Currently, cryopreserva-
tion of gametes and embryos of mammals has become a routine procedure in animal husbandry and human medicine
can be accomplished by cooling, hypothermic and freezing preservation. By preserving gametes and embryos to
extremely low temperatures (-196 ° C in liquid nitrogen) can almost completely stop his activities. Thus it is possible
to store gametes and embryos during a long period without affecting their viability and without causing genetic chan-
ges This fact makes the cryopreservation of gametes and embryos in reproductive biotechnology in international trade
irreplaceable player. Sperm capacitation is a complex process which gives the sperm fertilizing capacity. There is
evidence that one of the causes of low fertility obtained with frozen semen, is a training-induced premature cold. The
knowledge of this hypothetical criocapacitacion be of great importance for the understanding of the alterations
produced by exposure to cold, especially in mammalian species show increased susceptibility to cryopreservation
processes. There is evidence that during these processes, morphological changes occur mainly in the plasma membra-
ne and the sperm acrosome would diminish its viability and therefore fertility when used in artificial insemination
programs.Hence, the present review, some experimental advances mentioned attempting to relate the occurrence of
criocapacitacion with low fertility in mammalian species, and thus have a good bibliographic database from which to
pursue the various investigations in the search for substances that inhibit the signaling mechanisms that cause altera-
tions in plasma and acrosome of sperm membranes when they are hypothermic stress.
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INTRODUCCION

El espermatozoide mamifero recién eyaculado necesita
adquirir capacidad tértil a través de cambios concurren-
tes que ocurren en el tracto genital de la hembra, deno-
minados “capacitacion” (Bedford, 1970). Aunque los
mecanismos moleculares de la capacitacion no estan
completamente aclarados, muchos estudios han
demostrado la participacion de numerosas modifica-
ciones estructurales y bioquimicas en los espermato-
zoides, como cambios en la composicion y fluidez de la
membrana (Langlais &. Roberts, 1985; Harrison et al.,
1996; Lin & Kan, 1996), aumento del calcio intracelu-
lar (Visconti et al., 1995), alcalizacion del citoplasma
(Vredenburgh-Wilberg & Parrish, 1995), activacion de
canales i6nicos (Florman et. al., 1998), v la generacion
de especies oxigeno reactivas (de Lamirande et al,
1998) entre otros. De la misma manera, existen eviden-
cias de que la capacitacion estd asociada con la fosfori-
lacion de proteinas en tirosina (Chamberland et al.,
2001), que se modula a través de una via dependiente
del AMPc en muchas especies, incluyendo ratén
(Visconti et al., 1996), humanos (Galantino-Homer et
al., 1997), toro (Leclerc et al., 1996) entre otros. La
capacitacion de los espermatozoides de mamiferos
también puede ocurrir ixn vitro en medios quimicamente
definidos o en medios suplementados con algunas
macromoléculas o moléculas energéticas (Lin & Kan,
1996; Maxwell & Johnson, 1997 Gonzales-Figueroa &
Gonzales-Molfino, 2001).

PRESERVACION HIPOTERMICA O
REFRIGERACION

La crioconservacion del semen humano y de animales
de importancia econdmica es una herramienta impor-
tante en los programas de reproduccion asistida, sin
embargo existen evidencias que las temperaturas bajas
reducen la fertilidad de los espermatozoides refrigera-
dos o criopreservados debido a dafios subletales cuyas
causas no se entienden completamente (Watson et al.,
1995). La reduccion de la temperatura por debajo de
37°C induce una serie de alteraciones en las estructuras
y funciones del espermatozoide (Amann & Pickett,
1987). Durante el proceso de congelacion, el reto de las
células no es resistir a las bajas temperaturas del nitro-
geno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango
de temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células
experimentan en dos ocasiones, durante la congelacion
y durante la descongelacién, puesto que a—196"C no se
producen reacciones térmicas, debido a que a —130°C
no se encuentra el agua en estado liquido (Mazur,
1984).

Existen evidencias de que los procedimientos de
crioconservacion (dilucion, refrigeracion, congelacion
estdndar y virificacién) inducen cambios, en los esper-

matozoides, similares a los que ocurren en la capacita-
cion fisioldgica (Bailey ef al., 2000), por lo que a estos
cambios se le conocen como “criocapacitacion” y se le
asocia con la baja fertilidad que se encuentra en las
inseminaciones que se realizan con el semen desconge-
lado.

Durante el proceso de refrigeracion se ha detectado
cambios en el espermatozoide similares a loa que
ocurren durante la capacitacion (Watson, 1996) como
alteracion de la fluidez de la membrana y cambios en
las concentraciones celulares de iones, como es el caso
del Ca™ entre otros (Green & Watson, 2001). Ademas,
el aumento de Ca” intracelular durante la refrigeracion
contribuye a las alteraciones de capacitacion y al
fendmeno de fusion entre la membrana plasmatica y la
membrana acrosémica externa parecida a una reaccion
del acrosoma, pero que ocurre de manera precoz y que
haria a estos espermatozoides incapaces de fecundar el
ovocito (Watson, 2000). Sin embargo, estas alteracio-
nes no reflejan la totalidad de los cambios que ocurren
durante la capacitacion in vitro, dando lugar aun estado
de capacitacion “intermedia” que harfa que los esper-
matozoides no tengan el tiempo suficiente de viabili-
dad para alcanzar el lugar de fecundacion y por eso, no
proporcionarian porcentajes de fertilidad normales in
vivo. Los principales dafios celulares inducidos por la
refrigeracion incluyen alteraciones en la organizacion
de la membrana plasmatica, que es la estructura mas
sensible a la refrigeracidn, va que presenta areas com-
pletamente diferentes en cuanto a la disposicion de los
lipidos y proteinas, lo que origina propiedades fisicas y
funciones distintas en en areas diferentes. La conserva-
cion de dichas areas resulta critica para las funciones
del espermatozoide, ya que cada una asume una fun-
cion muy especifica en la fecundacion (Parks &
Graham (1992), La deformacion acrossémica y lesio-
nes en las mitocondrias son otras de las alteraciones que
provoca la baja de temperatura (De Leeuw et al., 1990).

La preservacion hipotérmica consiste en colocar,
inmerso en un medio sin macromoléculas, epididimos
de mamiferos, sellar la superficie con aceite mineral y
mantener el tubo de cultivo a 53°C (temperatura similar a
la usada en la refrigeracion), recambiando el medio
cada 48 horas. Usando este método se ha mantenido la
sostenibilidad de los espermatozoides de cuy hasta por
15 dias, los de macho cabrio hasta 12 dias y los esper-
matozoides de alpaca hasta por 10 dias inclusive. Es
interesante comprobar que cultivando epididimos
colectados después de la muerte del animal, las células
espermaticas permanecen, potencialmente, fértiles por
varios dias (Gonzales-Figueroa et al., 1999).

La sostenibilidad de los espermatozoides de cuy se

expreso por la supervivencia de 15 dias en condiciones
hipotérmicas, y ademas por el acortamiento en 60
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minutos del tiempo de la hiperactivacién después de las
24 h de preservacion hipotérmica y que se mantuvo
hasta los 11 dias inclusive (Gonzéles-Figueroa, 1988),
a juzgar por la penetracion en ovocitos de hamster sin
zona pelucida (tabla 1). Sibien es cierto que el frio dafia
la membrana plasmaética y la membrana acrosomal
externa del espermatozoide (Breitbart et al., 2005), en
cuy pareciera existir una correlacion entre la capacidad
fecundante y la dispersion gradual de la matriz acrosé-
mica en condiciones hipotérmicas (Gonzales-Figueroa
& Valdivia, 1992). Los cambios morfologicos que
conducen a la dispersidn de la matriz se inician con una
pérdida progresiva de la electrodensidad en la porcion
apical del acrosoma, a partir de las 72 h de incubacion
hipotérmica (fig.1). La membrana externa del acroso-
ma adopta forma globular a las 120 h, apreciandose
granulos densos y pequenas vesiculas en la matriz
acrosomica (fig.2). Esta dispersion ocurre porque la
preservacion hipotérmica promueve una permeabiliza-
ci6n gradual de la matriz espermatica, con caracteristi-
cas muy similares a la permeabilizacion inducida por
agentes como digitonina (Noland, 1990).

CRIOPRESERVACION

En cuanto a los dafios provocados por la congelacion y
la vitrificacion, las evidencias demuestran que siempre
las membranas celulares son mas sensibles a los dafios
que provocan las bajas temperaturas, en relacion al
nicleo y al segmento intermedio del espermatozoide.
En relacion al acrosoma, la membrana externa es mas
vulnerable que la membrana interna y la matriz acroso-
mal (Salamon & Maxwell, 1995). Durante los procesos
de congelacién y descongelacion las membranas son
sensibles a los cambios de tipo térmico, mecanico,
quimico y osmotico, también deben incluirse las altera-
ciones del volumen de la célula, provocado por la
adicion del crioprotector antes de la congelacion, las
contracciones y expansiones de la membrana, en res-
puesta a las soluciones hiperosmoticas crioprotectoras,
la deshidratacion derivada de la congelacion, las fases
de transicion de los fosfolipidos de membrana, asi como
los efectos de la elevada concentracion de solutos y la
formacion intracelular de hielo (Parks y Graham, 1992).

Estas evidencias indican que los dafios en la membrana
del espermatozoide incluyen alteraciones en su organi-
zacion, fluidez, permeabilidad y en su composicion
lipidica, ademas de la pérdida de algunas proteinas de la
membrana durante los procesos de congelacion y
descongelacion (Ollero et al., 1998).

Enel acrosoma, las lesiones son mas marcadas después
de la descongelacion, pero estas empiezan a eviden-
ciarse desde la dilucion, refrigeracion y equilibrio
(Oettlé, 1986). Estas alteraciones ori ginan un edema en
la porcién anterior, que la microscopia electrénica
muestra como expansiones de la matriz acrosomal en
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forma de pliegues y proyecciones, similares a lo que se
observa en espermatozoides de cuy mantenidos en
preservacion hipotérmica (fig.2).

El proceso de capacitacion es otra funcidn espermatica
afectada por la congelacion. El espermatozoide capaci-
tado exhibe una tasa metabdlica elevada motilidad
hiperactiva, y un incremento en la fluidez y permeabili-
dad de la membrana plasmatica (Curry,2000). Después
de la congelacion, el espermatozoide pierde capacidad
para controlar el eflujo de Ca'™ posiblemente por la
disminucién de la actividad de la fosfolipasa A, , res-
ponsable de la reduccién de la actividad de la Ca™-
ATPasa, lo que provocaria un aumento de Ca™ intrace-
lular en el espermatozoide y la capacitacién prematura
(Cormieretal., 1997).

De la misma manera, algunos experimentos indican
que el proceso de criopreservacion aumenta la peroxi-
dacion de los lipidos de la membrana espermatica
originando la formacion de especies reactivas del
oxigeno (EROs) y la reduccion del contenido en fosfo-
lipides, como la fosfatidilcolina y la fosfatidiletanola-
mida. Estas alteraciones y la reduccidn en la actividad
de la enzima superoxido-dismutasa, uno de los antioxi-
dantes mas importantes de la célula, serfan las respon-
sables de una funcién espermatica defectuosa con
disminucién de la motilidad (Alvarez y Storey, 1992).
El contenido elevado en acidos grasos insaturados de
los fosfolipidos hace al espermatozoide més suscepti-
ble a las lesiones de peroxidacién, que ademas de
afectar a la motilidad, también afectan el metabolismo
espermatico, lo que podria alterar la fertilidad (White,
1993).

CONCLUSIONES

Como se puede apreciar, la refrigeracion, o preserva-
cion hipotérmicay la criopreservacion, provocan en los
espermatozoides de mamiferos cambios morfologicos
y fisiolégicos muy similares a la capacitacion fisiologi-
ca, pero que en la gran mayoria de casos inciden en la
reduccion de la fertilidad del semen expuesto a bajas
temperaturas.

Considerando que la crioconservacion es el método
mas usado en los programas de reproduccion asistida,
es necesario conocer si las alteraciones moleculares y
celulares se producen simultineamente o en distintas
fases de los procesos de enfriamiento, llimense refrige-
racion o preservacién hipotérmica y/o congela-
cion/descongelacion, con la finalidad de mejorar estos
procesos y reducir los dafios provocados por la crioca-
pacitacion y entender de una mejor manera que meca-
nismos moleculares y celulares son los alterados.
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Tabla 1: Fecundacién heteréloga de los espermatozoides de cuy mantenidos en preservacion hipotérmica

con ovocitos de hamster sin zona pelicida.

Promedio (rango) de dispersion

Dias N° ovocitos ingeminados N° de ovocitos frpemmidall
(h) (N° de experimentos) fecundados (%) espermaticalovocito
0 (0) 76 (6) 76 (100) 4,3 (1-5)
1(24) 45 (4) 5 (100) 5,4 (1-8)
3(72) 22.(2) 22 (100) 4,9 (1-15)

6 (144) 88 (7) 81 (92) 5,0(1-8)

11 (264) 76 (7) 56 (74) 3,0 (1-11)

Figura 1. Espermatozoides de cuy en preservacion hipotér-
mica por 48 h, se observa la forma globular que adopta la
membrana plasmatica en la parte posterior de la cabeza del

espermatozoide (8400 X).

Figura2 Espermatozoides de cuy de 148 y 336 horas respectivamente de preservacién hipotérmica. En la figura dela
izquierda, se observa la forma globular que adopta la membrana externa del acrosoma (8400 X). En la figura de la
derecha, se observala dispersién completa de la matriz acrosomica (22 600 X).
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