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ESPERMATOZOIDES CANINOS CONGELADOS:

cJPOR QUE SON TAN DEBILES?

El enfriamiento y la congelacion a
que se someten los espermatozoides
para lograr preservarlos, constituye
una herramienta basica en la
implementacion de biotecnologias
en reproduccién, como también

en ensayos experimentales de
investigacion. Sin embargo, los
efectos que genera el proceso
de criopreservacion sobre los
espermatozoides, que se traducen
en el detrimento de su capacidad
fecundante, ha sido un factor
relevante en el desarrollo de las
biotecnologiascomolainseminacion
artificial, fecundacién in vitro y
la produccion y transferencia de
embriones, lo que aun son bastante
escasas en la especie canina.

Los espermatozoides de perro
presentan una gran diferencia
que se observa en el tiempo de
sobrevida entre los espermatozoides
eyaculados, 268 horas, versus
los congelados-descongelados
con una sobrevida aproximada
de 12 horas en el tracto genital de
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la hembra, lo que influye en los
porcentajes de fertilidad al utilizar
semen congelado. La evaluacion
de la interaccion gamética en
espermatozoides  criopreservados
caninos tendiente a la fecundacion,
ha demostrado que el dafio producto
del enfriamiento afecta severamente
la  funcionalidad  espermatica
en relacion a su capacidad de
penetraciéon a la zona pelucida,
que es una cubierta extracelular
que rodea al ovocito. En estudios
recientes, hemos podido determinar
que laviabilidad de espermatozoides
de perro expresada a través de
la actividad mitocondrial y en la
integridad acrosomal, que en los
espermatozoides  criopreservados
tienen una disminucion significativa

de la viabilidad e integridad
de membrana con respecto a
los  espermatozoides  frescos,

observandose también un aumento
en la ruptura acrosomal.

Las alteraciones estructurales y fun-
cionales se producirian como conse-
cuencia del estrés tér-
mico, osmotico y toxi-
co al que se someten
los componentes de las
membranas espermati-
cas durante el proceso
de congelacion. El
estrés térmico puede
considerarse como un
estado maximo de al-
teracion celular, el que

se cree perduraria bajo los 0° C y
que entre los 5y -15° C tendria su
maxima expresion, considerandose
este rango de temperatura como el
momento en el cual se generarian
la mayor cantidad de modificacio-
nes de las membranas. También se
afirma que los dafios de membrana
ocurren entre los -15 y -60° C, du-
rante la congelacion y descongela-
cién y no durante su conservacion
en nitrogeno liquido a -196°C. La
membrana plasmatica del esperma-
tozoide es una estructura dinamica
que participa en el reconocimiento
y transporte de moléculas, funcio-
nes que permiten al espermatozoide
adaptar su metabolismo al medio en
que se encuentra, proporcionando
un sistema molecular para el reco-
nocimiento del ovocito y sus envol-
turas. Por esto, la mantencion de la
integridad de membrana no sélo es
fundamental para el metabolismo
del espermatozoide, sino que tam-
bién para su capacidad fértil.

Aunque no esta totalmente claro
la naturaleza del dafio
en la membrana celular
del espermatozoide,
como también de las
membranas  acrosoma-
les y mitocondriales,
entre otras; hay eviden-
cias que sugieren que
esta alteraciébn  seria
provocada  por  un
reordenamiento de los



lipidos de la membrana, necesarios
para la adecuada funcion de ésta.
La susceptibilidad a las bajas
temperaturas varia de acuerdo con la
especie, la relacion entre los acidos
grasos saturados y polinsaturados
unidos a los fosfolipidos de la
membrana, condicionaria el grado de
sensibilidad al shock térmico. Esta
relacidnesbajaenlosespermatozoides
caninos, por lo que serian menos
susceptibles en comparaciéon a
otras especies. No obstante, los
espermatozoides, independiente
de la especie, experimentan dafios
durante el proceso de congelacion
y descongelacion que se traducen
en cambios morfologicos en las
membranas, tales como la separacion
lateral de la fase lipidica con las
proteinas integrales, debido a que
mas del 90% del agua osmoticamente
activa es removida desde la célula
afectando su estructura, lo que seria
parcialmente revertido durante la
descongelacion.

La  permeabilidad  de las
membranas aumenta después del
enfriamiento lo que podria deberse
a un efecto especifico sobre los
canales celulares, ya que las
proteinas de membrana que se
encuentran unidas por fosfolipidos
experimentan cambios estructurales
que se traducen en una alteracion
funcional, como ocurre con las
proteinas que actuan como canales
de iones, haciendo que la membrana
se torne mas permeable luego de la
congelacion. Las fracturas celulares
generadas por la criopreservacion
sugieren que la agrupacion de las
proteinas de membrana durante
la fase de separacion de lipidos al
no ser totalmente reversible, altera
su funcibn de reconocimiento
de receptores y la interaccion
ligando-receptor, lo que afectaria
la relacion del espermatozoide con
el epitelio oviductal y las cubiertas

ovocitarias.

La regulacion del calcio se
afecta por el enfriamiento, lo
que tendria consecuencias en
términos de la funcion celular,
que en casos severos, puede ser
incompatible con la viabilidad del
espermatozoide. La disminucion en
la fertilidad observada en el semen
criopreservado resultaria por tanto,
ademéas de la disminucion de la
viabilidad, a posibles alteraciones
en la funcionalidad espermatica
(capacidad fértil), de la poblacion
de espermatozoides que lograron
sobrevivir al proceso.

Otra causa de las alteraciones
estructurales y funcionales que
experimentan los espermatozoides
son las tasas de congelacion y
descongelacionempleadas, lascuales
determinan en parte la sobrevivencia
de los espermatozoides. De estas
tasas depende la formacién y
disolucion de cristales de hielo intra
y extracelulares durante el proceso
de criopreservacion, perjudiciales
para los espermatozoides. Durante
la congelacion, se produce una
deshidratacion celular progresiva,
que se traducird en un adecuado
funcionamiento celular pos descon-
gelacion, el que se logrard sélo
cuando la tasa de congelacion es
lo suficientemente lenta como para
permitir una progesiva salida del
agua desde el interior de la célula, por
osmosis, previniéndose la formacion
de hielo intracelular y cuando es lo
suficientemente rapida como para
minimizar el efecto negativo de
la exposicion de la célula a altas
concentraciones de solutos.

Por otro lado, la adicién y remocion
del crioprotector también genera un
importante estrés osmotico y toxico
sobre la membrana plasmatica del
espermatozoide durante el proceso de
criopreservacion. El dafio dependera,
entre otras cosas, del crioprotector

utilizado y de la permeabilidad de la
membrana celular a éste. El glicerol
es el crioprotector mas utilizado para
la congelacion de espermatozoides
de perro, asi como en otras especies,
este crioprotector es osmoéticamente
activo e ingresa a la célula
reemplazando al agua, generando
cambios  volumétricos  durante
la congelacion y descongelacion
celular que en ocasiones exceden los
fisiolégicamente tolerables.
Elementos del citoesqueleto
también son sensibles a las bajas
temperaturas. Producto de Ia
criopreservacion se genera la
depolimerizacién prematura de los
filamentos de actina, que se cree
seria un paso esencial que permitiria
el acercamiento de la membrana
plasmatica y la membrana acrosomal
externa promoviendo la reaccion
acrosomal. Por esto se ha postulado
que la congelacién contribuiria a
una fusion desorganizada de ambas
membranas.

Estudios en espermatozoides con-
gelados, han relacionado el efecto
de someter a los espermatozoides
a bajas temperaturas y el tiempo
requerido en la capacitacion, sefia-
lando una diferente funcionalidad
entre los espermatozoides frescos
y aquellos que se han congelado.
Se ha sugerido que la criopreser-
vacién, por tanto, promoveria mo-
dificaciones, que segun diversas
investigaciones serian similares a
la capacitacion del espermatozoide,
proceso fisiologico que ocurre en las
cercanias del ovocito y le permite
al espermatozoide adquirir su capa-
cidad fecundante. Esto podria estar
dado por modificaciones a nivel de
la membrana, especialmente en los
canales de calcio, permitiendo un
mayor influjo de calcio provocando
cambios similares a la capacitacion
espermatica en los espermatozoides
congelados y descongelados. Este
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fenémeno estaria relacionado por
tanto a un menor tiempo de capa-
citacion y de acuerdo a lo que he-
mos observado en los ltimos estu-
dios en espermatozoides caninos en
nuestro laboratorio, la penetracion
espermatica a través (Figura 1) de
la zona pelicida del ovocito seria
también diferente, lo que podria ex-
plicar, en parte, la reduccion en el
tiempo de vida fértil de los esper-
matozoides criopreservados.

Figura 1: Penetracion de un
espermatozoide canino in vitro
al ovocito. (Barra= 2 micrones)

Segun estudios en espermatozoides
de otras especies, se sugeriria que
aquellos que han sido criopreser-
vados pueden ser mas sensibles a
estimulos que induzcan estos cam-
bios asociados a la capacitacion y
reaccion acrosomica. Este hecho lo
hemos podido comprobar en esper-
matozoides caninos, a través de una
enzima acrosomal, la “acrosina”,
presente en el acrosoma de esper-
matozoides intactos, la cual ha sido
involucrada en la unién y penetra-

cion del espermatozoide a la zona
peltucida del ovocito. Esta enzima
se activa y libera desde el acroso-
ma durante el proceso de reaccion
acrosomica luego de la capacitacion
y previo a la fecundacion. Los es-
tudios financiados por el Proyecto

FONDECYT 1060602, a nuestro
laboratorio, demuestran que la ac-
tivacion de esta enzima se produce
mas temprano en los espermatozoi-
des congelados con respecto a los
espermatozoides eyaculados fres-
cos (Figura 2), lo que estaria alta-
mente correlacionado a una pene-
tracion espermatica a las cubiertas
del ovocito en forma mas precoz.
Sin embargo, este mismo hecho im-
plica que los espermatozoides con-
gelados tengan una menor retencion
de su capacidad fecundante en el
tiempo, disminuyendo por tanto su
potencial fértil.

Los estudios de criopreservacion
en caninos en relacion a los facto-
res asociados a la funcionalidad

espermatica son necesarios para
la correcta interpretacion de los
cambios experimentados por estos
espermatozoides en el proceso de
fecundacion, de modo que en un
futuro préximo se puedan optimizar
las técnicas de criopreservacion de
los espermatozoides caninos, ten-
dientes al desarrollo biotecnologico
reproductivo en esta especie.
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