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Introduccion

Criopreservar gametos y embriones nos
permite almacenar material genético en un rango
de usos muy variados, desde las necesidades de
preservacion de la fertilidad de los pacientes con
cancer, hasta la reproduccidn de especies de interés
agropecuario o la preservacion de genomas en las
especies animales y vegetales amenazadas de extin-
cion. En fertilidad asistida humana permite mane-
jar el tiempo de ocurrencia de los eventos (timing)
de la fecundacion y las transferencias. La criopre-
servacion de espermatozoides esta estandarizada,
pero la de ovocitos permanece aun en su fase expe-
rimental. Su desarrollo significaria un importante
impacto clinico ya que:
* permitiria la preservacion de la fertilidad en
pacientes oncologicas o en aquellas mujeres sin
pareja,
* reduciria o eliminaria la necesidad de utilizar dro-
gas de hiperestimulacioén ovarica,
* evitaria entonces el sindrome de hiperestimula-
cion ovarica,
* seria una opcion terapéutica para las pacientes
anovuladoras,
* permitiria estudiar el estatus de salud de las
donantes de ovocitos seis meses después de la
donaciéon (como se hace actualmente con los
donantes masculinos).

Teoria criobiologica

En 1866 Mantegazza observo que los esper-
matozoides sobrevivian el enfriamiento a -17°C. Pero
no fue hasta 1949 (83 anos después) en que Polge,
Smith y Parkes descubrieron los efectos crioprotecto-
res del glicerol sobre los espermatozoides y otras
células de varias especies (1), Esto abrio el campo a
una serie de descubrimientos subsecuentes que for-
maron la base de la actual teoria criobiologica.

En sintesis, criopreservar una célula cual-
quiera consiste en exponerla primero a una solu-
cion salina hipertdnica simple que contiene una
sustancia “crioprotectora” permeable (por ejem-
plo, el mencionado glicerol) y una no permeable (la

sacarosa, por ejemplo). Esta exposicion breve va a
hacer que la célula se deshidrate y que el agua inter-
celular sea reemplazada por la sustancia crioprotec-
tora permeable. O sea que voy a tener una célula X
llena de glicerol en lugar de agua. Luego la célula
sera enfriada en una maquina hasta -7°C (entre -6°C
y -9°C segun cada protocolo y el material que se
desee congelar). En este punto el contenido sera
enfriado abruptamente (tocando el recipiente con un
hisopo o una pinza enfriada previamente en nitroge-
no liquido) y se disparara la formacion de hielo en la
solucién extracelular. Esto evitara el stuper-enfriado
de esa solucion (su punto de congelamiento esta por
debajo de -7°C) que es dafiino para las células. A
partir de alli se iniciara un descenso lento hasta por
debajo de -30°C donde ird aumentando paulatina-
mente la tonicidad de la solucién (es decir, se hara
cada vez mas hipertdnica porque habra cada vez mas
hielo y la sal se ird concentrando en el crioprotector
remanente aun en estado liquido, lo que deshidrata-
ra aun mas a la célula). Luego de -30°C se podra
sumergir directamente en nitrogeno liquido (-196°C)
para ser almacenada casi, en términos practicos,
indefinidamente. Esta temperatura vitrificara la
pequenia cantidad de agua remanente, evitando la
formaciodn de los peligrosos cristales de hielo.

El hielo tiene otra oportunidad de formar-
se: cuando se quiera descongelar el material. Para
evitarlo habra que, a la inversa del congelamiento,
hacerlo lo mas rapido posible para no dar lugar a
que el agua vitrificada que se esta licuando se con-
vierta en cristales de hielo. Luego habra que re-
hidratar el material pasandolo por sucesivas solu-
ciones cada vez mas isotonicas.

Durante estos dos procesos, el enfriamiento
y la descongelacion, las células son expuestas a un
numero de factores estresantes que pueden infligir
diferentes grados de dafio, a saber:
* la toxicidad de los medios o agentes crioprotectores,
* las modificaciones osmoticas,
* el efecto del enfriamiento.
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Identificar estos y otros factores y asignar-
les una importancia relativa es una de las metas de
la moderna criobiologia. El propésito de este arti-
culo es revisar los conceptos de la criobiologia de
ovocitos y espermatozoides humanos para su uso
en reproduccion y conservacion de la fertilidad.
Las opciones de criopreservacion son las siguientes:
* Ovocitos inmaduros y preovulatorios,

* tejido ovarico,

« foliculos primordiales y pre-antrales,
* semen,

* células madre espermatogoniales.

Se mencionaran brevemente algunos aspec-
tos de la congelacion de tejido, foliculos y células
madre, ya que el presente articulo estd enfocado pre-
ferentemente a los aspectos de la criobiologia de ovo-
citos y espermatozoides como células individuales.

Ovocitos

Podriamos decir que los ovocitos de
mamiferos son células muy grandes, que estan lle-
nas de reservas y que, a diferencia de los gametos
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masculinos, no poseen movimiento propio.
También podriamos definirlos como esferoides
cuya relacion superficie/volumen es muy baja (la
esfera es el cuerpo de mayor volumen y menor
superficie). Esto hace que para congelarlos sea
necesario enfriarlos y deshidratarlos lentamente
para dar tiempo a que salga la suficiente cantidad
de agua como para evitar la formacion intracelu-
lar de hielo y la consiguiente injuria (denominada
“criodafio”: es decir, la destruccion de estructuras
celulares debido a la accion de los cristales de
hielo (@. Por el contrario, se necesita un protoco-
lo de descongelacion rapida para no dar tiempo a
la recristalizacion durante la rehidratacion.

En 1986 Chen reportd el primer embarazo
originado a partir de un ovocito humano criopre-
servado (3). A partir de alli se han reportado nume-
rosos nacimientos originados de esta manera, resu-
midos en la siguiente tabla (4:

Una revision de estos resultados nos mues-
tra que, a pesar de que se han reportado valores
aceptables de sobrevida, fecundacién y desarrollo

Tabla I: Resultados de criopreservacion de ovocitos humanos reportados en la literatura (hasta 2003).

Estudio Método Fertilizacion Ovocitos (n) Embarazos Nacidos
Chen, 1986 (3) enfriado lento FIV 40 1
Van Uem et al., 1987 (5) enfriado lento FIV 28 1
Al-Hasani et al., 1987 (6) enfriado lento y rapido FIV 182 2
Siebzehnribl et al., 1986 (7) enfriado lento FIV 38 1
Tucker et al., 1996 (8) enfriado lento, PG+S ICSI 81 3 0
Porcu et al., 1997 (9) enfriado lento, PG+S ICSI 12 1 1
Tucker et al., 1998 (10) enfriado lento, PG+S ICSI 13 1 1
Borini et al., 1998 (11) enfriado lento, PG+S ICSI 129 3 -
Porcu et al., 1998 (12) enfriado lento, PG+S ICSI 709 9 6
Young et al., 1998 (13) enfriado lento, PG+S ICSI 9 1 (3)
Polak de Fried et al., 1998 (14) enfriado lento, PG+S ICSI 10 1 1
Kuleshova et al., 1999 (15) vitrificacion, EG+S ICSI 17 1 1
Kuwayama and Kato, 2000 (16) vitrificacion, EG+S ICSI ? 1 1
Donaldson et al., 2000 (17) enfriado lento, PG+S ICSI 18 2 -
Yoon et al., 2000 (18) vitrificacion, EG+S CSl 90 3 2
Porcu et al., 2000 (19) enfriado lento, PG+S ICSI 1840 19 12
Winslow et al., 2001 (20) enfriado lento, PG+S ICSI 324 - 16
Wu et al., 2001 (21) vitrificacion, EG+S FIV 1 -
Chen et al., 2002 (22) enfriado lento, PG+S ICSI 8 1 -
Porcu et al., 2002 (23) enfriado lento, PG+S ICSI 124 - 3
Yang et al., 2002 (24) enfriado lento, PG+S ICSI 158 11 14
Quintans et al., 2002 (25) enfriado lento, PG+S ICSI 109 5 2
Katayama et al., 2003 (26) vitrificacion, EG+S ICSI 46 2 -
Yoon et al., 2003 (27) vitrificacion, EG+S ICSI 474 - 7
Fosas et al., 2003 (28) enfriado lento, PG+S ICSI 88 - 5
Boldt et al., 2003 (29) enfriado lento, PG+S ICSI 90 - 5

PG: propilen glicol; S: sacarosa; EG: etilen glicol.
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embrionario, el numero de nifios nacidos por nume-
ro de ovocitos congelados es raramente superior al
uno por ciento. Esto nos demuestra que simplemen-
te adecuar protocolos de criopreservacion de
embriones (con los que se logran resultados muy
aceptables con protocolos ya estandarizados) a la
congelacion de ovocitos no funciona del todo bien.

Es evidente que el equipo de Eleonora
Porcu lleva la delantera en cuanto a numero y
resultados. En 2003 present6 su experiencia (30) en
una Sesion Plenaria del congreso anual de la
Sociedad Estadounidense de Reproduccion
Humana. Su casuistica en ese momento incluia a
pacientes menores de 38 afios que padecian so6lo
infertilidad tubaria, con factor masculino normal,
sin fracasos previos de fecundacion in vitro, y con
al menos 10 ovocitos de buena calidad recuperados
durante un procedimiento de hiperestimulacion
ovarica controlada y puncién folicular. Luego de
300 transferencias de embriones producidos a par-
tir de la congelacidon-descongelacion de estos ovo-
citos (mediante un protocolo lento con propilen
glicol y sacarosa como agentes crioprotectores),
estos autores obtuvieron una tasa de embarazo del
19 % con una implantacién del 8 % y abortos del
25 %, cifras nada desdefiables pero muy alejadas de
lo que se consigue con un grupo asi seleccionado
de pacientes mediante técnicas convencionales de
fecundacion in vitro.

Han aparecido ademas reportes ocasiona-
les indicando que la congelaciéon de ovocitos
podria inducir efectos mutagénicos en los embrio-
nes resultantes (1. 32), Hace varios afios un famo-
so estudio sugirié también que la congelacion de
embriones podia “no ser completamente neutral”,
y que las consecuencias potenciales a largo plazo
“justificaban un uso mas limitado de esta técnica
en la practica clinica” 33), Un analisis reciente de
niflos nacidos a partir de embriones criopreserva-
dos, ha concluido que los datos disponibles indican
que la criopreservacion no tiene efectos negativos
sobre el desarrollo perinatal y temprano de los
infantes 34).

Las razones por las cuales los ovocitos son
mas dificiles de congelar que los embriones son atin
inciertas. Evidentemente en las diferencias entre
ambos tipos de células esta la clave. La mas obvia es
la referida al estatus genético: en ovocitos maduros el
ADN esta compactado en forma de cromosomas ali-
neados en la placa metafasica, mientras que la mayo-
ria del ADN en un embridn existe como cromatina
descondensada en interfase. Es ldgico suponer
entonces que el estado fisico del ADN tiene su efec-
to sobre el éxito de la criopreservacion.
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La fecundacion de los ovocitos criopreser-
vados y el desarrollo embrionario posterior pue-
den verse afectados después del proceso de crio-
preservacion debido a numerosas razones que tra-
taré de resumir a continuacion (35, 36):

Ovocitos maduros (metafase II)

* El problema ntimero uno es el del desmontaje irre-
versible del huso meiotico durante el enfriamiento:
los ovocitos maduros estan bloqueados en Metafase
II (segundo bloqueo meiodtico) donde los cromoso-
mas estan unidos a los microtubulos del huso meio-
tico. Este estadio es muy sensible al enfriamiento
debido a que los microtubulos pueden ser despoli-
merizados 37 38)_ Esto puede conducir a un aumen-
to de la poliploidia y aneuploidia cuando los ovoci-
tos descongelados son fecundados. Pickering y sus
colegas 37) encontraron que enfriar ovocitos huma-
nos a temperatura ambiente durante tan breve tiem-
po como 10 minutos causaba dafios irreversibles al
huso meiético. Porcu (2), siguiendo los resultados de
Gook et al. 39), ha argumentado que la pérdida de
cromosomas luego de congelar y descongelar ovoci-
tos no seria tan importante como se pensd en un
principio. Este argumento parece ser mas una res-
puesta a la critica contra la falta de estudios de diag-
nostico genético preimplantacion en los embriones
generados a partir de ovocitos congelados, que un
argumento cientifico bien fundamentado.
Curiosamente, Songsassen et al. (38) encontraron
que habia diferencias significativas en la sensibili-
dad de los ovocitos al enfriamiento segun provinie-
ran de diferentes hembras de monos Rhesus. Si
esto es verdad también para humanos, podria
explicarse entonces, en parte, por qué ha sido tan
dificil obtener niveles altos de sobrevida con ovoci-
tos congelados de una manera reproducible.

* También los componentes del cito-esqueleto se
pueden des-polimerizar y conducir a una altera-
cion en la forma y los movimientos de las organe-
las y proteinas dentro de las células (40),

* La exocitosis espontanea de los granulos corticales
conduce a la reaccion prematura de la zona peluci-
da, impidiendo la entrada de espermatozoides.

* Fecundacion reducida debido a los efectos de los
medios crioprotectores (que aumentan su toxici-
dad con el tiempo de exposicidén y la temperatura),
y el enfriamiento sobre la zona pelucida (produ-
ciendo el endurecimiento o la rotura de la zona).

* Activacion partenogenética debido al choque (shock)
térmico o a la accion de los crioprotectores (41).

* Choque osmoético durante la deshidratacion y
rehidratacion.
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* Dafio a la membrana celular.
» Diginia producto de la retencién del segundo
cuerpo polar luego de la fecundacion.

Ovocitos inmaduros (profase I)

La criopreservacion de ovocitos en Profase |
se ha propuesto como una alternativa para evitar los
problemas de trabajar con ovocitos MII. En el esta-
dio de dictiotene durante la Profase I los cromoso-
mas estan ordenados de una forma muy distinta, las
células son mas pequefias e indiferenciadas y carecen
de una zona pelticida bien desarrollada (2-30). Pero
después de descongelar esta material enfrentaremos
aun la barrera de la maduracion de estos ovocitos
tempranos. Los resultados actuales no han alentado
mayor investigacion en este sentido.

Tejido ovarico, foliculos primordiales y pre-antrales

La idea de criopreservar tejido ovarico o
foliculos aislados en lugar de ovocitos inmaduros u
ovulados tiene ciertas ventajas para las pacientes
oncologicas:

* No se necesita hiperestimular el ovario y por lo
tanto no hay riesgo para las pacientes con canceres
estrégeno-dependientes.
* Puede ser usada tanto en nifias como en mujeres
adultas.
* Los foliculos primordiales:
- sufren menor criodano debido a que:

* poseen un metabolismo relativamente inactivo,

* no tienen zona pelacida, huso o granulos
corticales,

* son mas pequenios y menos diferenciados,

* tienen mas tiempo para restaurar el criodafo.

- Son mas abundantes y faciles de obtener.

- Con tejido ovarico se podria restaurar la ferti-
lidad mediante trasplante, sin necesidad de madu-
racion in vitro.

La desventaja mas importante de este abordaje es
que la técnica es aun experimental y que existe cier-
to riesgo de reintroduccion de células cancerigenas.

Maneras diferentes de abordar el desafio de
congelar ovocitos

Lo que resulta evidente, entonces, volvien-
do al tema de la congelacion de ovocitos inmadu-
ros u ovulados, es que es necesario un acercamien-
to radicalmente diferente a este problema si se
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quiere tener éxito en su congelacion y descongela-
cion. Para Stachecki (42) el problema reside en que
estamos tratando con un numero de condiciones
desconocidas. Segun este autor, cuando una célula
se lisa por el dafo inflingido por la congelacion, el
razonamiento tipico es que la célula ha muerto
debido a los dos chivos expiatorios de este asunto:
la formacidn intracelular de hielo o el estrés osmo-
tico. Pero si es asi, jpor qué no mueren todas las
células? Stachecki et al. (43) desestimaron la impor-
tancia de estos dos factores y enfocaron su aten-
cion en otros, en especial a la composicion de los
medios en los que los ovocitos son congelados, des-
cubriendo que el reemplazo de todos los iones
sodio por iones de colina permitian congelar ovo-
citos mas efectivamente, teniendo un efecto dra-
matico sobre su supervivencia. Este método ha
sido utilizado exitosamente en nuestro pais para
criopreservar ovocitos humanos y ha resultado en
el nacimiento de nifios sanos (25),

Mas tarde Stachecki y Willadsen (44)
exploraron los efectos de la temperatura de inmer-
sion en nitrégeno liquido (grado de deshidrata-
cion) y los regimenes de descongelacion sobre la
supervivencia de ovocitos de raton. En estudios
subsecuentes estos autores han demostrado que los
factores clave que deben ser orquestados para
maximizar la supervivencia de los ovocitos crio-
preservados son los siguientes:

* La composicion del medio de criopreservacion.
* El método y la extension de la deshidratacion.
* El tiempo de equilibrio con el crioprotector.
 La temperatura de inmersion.

* El régimen de descongelacion.

Ajustando estos factores consiguieron
criopreservar ovocitos de raton con una sobrevida
del 95 % y una tasa de formacion de blastocistos
del 75 % (42). Esto representa una mejora muy sig-
nificativa comparada con lo publicado hasta ese
entonces. Haciendo foco en estos problemas en
lugar de los clasicos de la formacién de hielo y los
“efectos osmoticos”, fueron capaces de identificar
areas problematicas y modificar protocolos.
Trabajando con ovocitos humanos aprendieron
que una concentracién mas alta de sacarosa y un
tiempo de equilibrio mas prolongado eran benefi-
ciosos para la supervivencia ovocitaria, un hallaz-
go similar al de Fabbri et al. (45,

En 1985 Rall y Fahy (46) describieron el
método de la vitrificacion como una potencial
alternativa a los protocolos de descenso lento de la
temperatura. Aunque el método tuvo cierto éxito
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relativo para el almacenamiento de embriones, no
ha sido muy reproducible para trabajar con ovoci-
tos. La vitrificacion involucra la exposicion de las
células a altas concentraciones de medio criopro-
tector por breves periodos a temperatura ambien-
te, seguido de la inmersidon inmediata en nitrogeno
liquido. La alta osmoralidad del crioprotector des-
hidrata rapidamente a la célula y la inmersioén en
nitrogeno liquido la solidifica tan rapidamente que
no permite que se formen cristales de hielo con el
agua remanente. Con los protocolos de descenso
lento ocurre algo similar pero en la fase final y a
mas bajas temperaturas. La vitrificacién entrafia
riesgos mayores para la célula que los protocolos
de descenso lento, debido a la toxicidad de los crio-
protectores de alta concentracion y la temperatura
a la que son usados (ambiente). Kuleshova et al.
(15) reportaron el nacimiento de una nifia sana
usando éste método, y Vajta et al. 47) lo adaptaron
para su uso con ovocitos bovinos inventando las
pajuelas abiertas y estiradas (open-pulled straws),
que son alargadas con el proposito de reducir su
didmetro y permitir un tiempo de vitrificacion atn
mas rapido. Este es un método util para aquellas
especies que exhiben alta sensibilidad a la reduc-
cion de la temperatura, como ocurre en vacunos y
porcinos. Los criobidlogos han disenado otros
aparatos con el fin de optimizar la reduccion del
tiempo de vitrificacion:

* cryoloop: un lazo de nylon muy pequefio que se
usa para sostener a los ovocitos en una fina pelicu-
la de agente crioprotector antes de sumergirlo
directamente en nitrégeno liquido (%),

* cryotops (10): platillos de criopreservacion de
volumen minimo.

* rejas de cobre de microscopia electronica (49),

* pipetas de denudacién de ovocitos,

* hemi-pajuelas,

 malla de nylon,

* microgotas.

Otro abordaje ha tratado de modificar los
mismos ovocitos inyectando trehalosa como medio
crioprotector directamente dentro de los ovocitos,
antes de iniciar el descenso de temperatura en una
solucion también compuesta por trehalosa (50). El
motivo de la inyeccidén es que los ovocitos son
impermeables a la trehalosa.

En humanos se necesita aiin mas investiga-
cidn para saber cudl va a ser el método mas favora-
ble para la congelacion y almacenamiento de ovoci-
tos. Asi lo entiende la Sociedad Estadounidense de
Medicina Reproductiva. El Dr. Marc Fritz
(Profesor de Obstetricia y Ginecologia y Jefe de la
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Division de Endocrinologia Reproductiva e
Infertilidad en la Universidad de Carolina del
Norte, Chapel Hill, Estados Unidos) expreso6 ante la
prensa durante el Congreso de dicha Sociedad en
Philadelphia (16-20 de Octubre de 2004) la posicion
oficial del Comité de Practicas de dicha sociedad
con respecto a la criopreservacion de tejido ovarico
y ovocitos humanos, publicada en el niumero de
Octubre de 2004 de la revista Fertility and Sterility
(51, Aunque la criopreservacion de ovocitos y tejido
ovarico son técnicas promisorias, el Dr. Fritz ha
remarcado que “el punto de vista de la Sociedad es
que esta tecnologia no esta todavia lista para ser con-
siderada un servicio clinico establecido”. El siguien-
te es un resumen de la opinién de dicho comité:

En articulos periodisticos recientes, aquéllos que
comercializan este servicio, pretenden que la criopreservacion
de ovocitos pueda ofrecer a una mujer que congela sus ovocitos
siendo joven un 20 % de chance de embarazo luego de descon-
gelarlos, fecundarlos in vitro y transferirlos al titero. Una de las
companias que publicitan el servicio en internet se jacta de
poseer una tasa de éxito superior al 35 %. Estas pretensiones
son un “extrapolacién optimista de una experiencia mundial
limitada”. La literatura cientifica mundial “documenta actual-
mente alrededor de 100 nacimientos a partir de ovocitos crio-
preservados, y ésta dificilmente constituya una experiencia
suficiente sobre la cual basar una extrapolacion certera de lo
que puede ofrecer este tratamiento aplicado mas ampliamen-
te”. El reporte del Comité diferencia entre mujeres que estan
siendo tratadas por cancer, las cuales virtualmente no tienen
otras opciones para preservar su fertilidad, de aquellas mujeres
jovenes y sanas que desean usar la tecnologia de la criopreser-
vacion como un medio para diferir la ocurrencia de embarazo.

En resumen, el reporte del Comité conclu-
ye que:

1. Las quimio y radioterapias plantean riesgos sig-
nificativos a la fertilidad femenina futura.

2. Generalmente, para las mujeres que enfrentan
un futuro tratamiento oncologico, no hay tiempo
suficiente para permitir una estimulacion ovarica,
captacion de ovocitos y criopreservacion de
embriones.

3. La criopreservacion de tejido ovarico y de ovo-
citos son técnicas promisorias para la preservacion
de la fertilidad.

4. La funcién ovarica ha sido documentada en un
pequeiio numero de casos luego de trasplante orto-
topico (pélvico) y heterotopico (antebrazo, abdo-
men) de tiras de corteza ovarica descongeladas.

5. La criopreservacion de tejido ovarico y los tras-
plantes deberian ser considerados como técnicas
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experimentales que solo deben llevarse a cabo bajo
la supervisioén de comités de ética institucionales.
6. Las recientes modificaciones en los protocolos
de laboratorio han resultado en un incremento de
la sobrevida, la fecundacion y las tasas de embara-
zo a partir de ovocitos criopreservados y desconge-
lados para fecundacion in vitro.

7. No se ha observado en los nifios nacidos a par-
tir de ovocitos criopreservados un incremento en
las anormalidades cromosdmicas, los defectos de
nacimiento o las deficiencias en el desarrollo, aun-
que estas observaciones estan basadas en un nime-
ro limitado de embarazos y nacimientos.

8. La criopreservacion de ovocitos deberia ser con-
siderada una técnica experimental, que sélo debe
ser llevada a cabo como procedimiento experimen-
tal bajo la supervision de comités de ética institu-
cionales.

9. Ni la criopreservacion de tejido ovarico ni la de
ovocitos deberian ser comercializadas ni ofrecidas
como medios para postergar la edad reproductiva.

Espermatozoides

En el polo opuesto en cuanto a dificulta-
des en el proceso de criopreservacion se encuentran
los espermatozoides, que parecen ser células idea-
les para criopreservar: una muy pequefia masa con
poca agua y mucha membrana (o en otras pala-
bras, una relaciéon superficie/volumen muy alta)
por donde permitir el paso del agua y las sustan-
cias crioprotectoras y evitar la formacién intrace-
lular de hielo, el criodafio y la recristalizacion
durante el descongelacion (2),

Hay otras razones por las cuales es mas
sencillo congelar espermatozoides que ovocitos:
1. Siempre tenemos muchos més espermatozoides
que ovocitos. Aun en los casos mas severos de
infertilidad masculina podemos contar con una
incomparable cantidad de espermatozoides super-
vivientes para ser utilizados. Sin embargo, en aque-
llos casos muy severos la dificultad va a residir en
saber encontrar a los escasos sobrevivientes luego
de la descongelacion.
2. Los espermatozoides son solo vectores de la
informacion genética masculina. Casi no hay apor-
te de organelas masculinas al nuevo individuo (con
excepcion de los centriolos), y por lo tanto no hay
riesgo debido al dafio intracelular. Los espermato-
zoides carecen de granulos corticales o zona pelu-
cida: son estructuras biologicas mas simples con
menores requerimientos durante la criopreserva-
cion. Sin embargo, la fecundacion puede verse per-
judicada después de la descongelacion.
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3. La diferencia entre superficie y volumen se hace
mas dramatica aun cuando se trata de objetos de
muy diferente tamaifo, como en el caso de esper-
matozoides (5 micrones mide el eje menor de su
cabeza con forma de elipsoide) y ovocitos (120
micrones de didmetro, o sea, veinticuatro veces
mas grande que un espermatozoide). Para enten-
der esto, usemos el ejemplo utilizado por Dawkins
(52), Supongamos que un fabricante de cajas de fos-
foros, con propédsitos de propaganda, construye
una de 2 metros de altura. Una caja estandar mide
2 cm de altura, es decir, que en un sentido la caja
estandar es 100 veces mas pequena. Para llenar la
caja gigante con cajitas estandares necesitariamos
una cantidad de cajitas igual a 100 x 100 x 100, es
decir, no cien sino un millén de cajitas. Entonces,
en otro sentido, la caja a escala gigante es un
millon de veces mas grande que la cajita de bolsi-
llo. Mas aun, si cortamos y plegamos una de las
cajitas y metemos el cartoncito plegado dentro de
otra cajita, la vamos a llenar completamente. Pero
si lo hacemos con una gigante, el carton plegado va
a apenas notarse en el fondo de otra caja gigante.
La moraleja de Ia historia es que la razén superfi-
cie/volumen es mayor para objetos pequeios que
para grandes. Los objetos (o en este caso, las célu-
las) mas pequenos son mas “superficiosos” que los
objetos grandes.

4. Un ultimo problema que puede mencionarse es el
de la rotura potencial de ADN causada por la
accion de la radiacion coésmica. Se ha calculado que
este efecto podria evidenciarse luego de un tiempo
de almacenamiento mayor a 300 afios para los ovo-
citos y de alrededor de 2000 afios para los esperma-
tozoides. Los cromosomas de los espermatozoides
estdn ensamblados de manera diferente: no estdn
unidos al uso meiotico sino que el ADN espermati-
co esta empaquetado mediante protaminas y super-
enrollado en estructuras llamadas “lazos toroida-
les” (torroidal loops). Este arreglo tan cerrado (una
especie de bobinado o toroide alrededor de las his-
tonas) le permite a los espermatozoides sobrevivir
mejor a las potenciales averias que pudiera sufrir el
ADN causadas por efecto de la radiacion cdsmica
(ver “El Paso del Tiempo™).

Desde el punto de vista operativo conta-
mos aun con mas ventajas cuando trabajamos con
espermatozoides (!):

* El procedimiento es sencillo y de bajo costo.

* Se pueden congelar con éxito muestras de buena
y mala calidad. Adn con muestras de TESE (del
inglés, testicular sperm extraction) se obtienen exce-
lentes resultados.
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* No hay evidencia de daios genéticos o epigenéti-
cos a causa de la congelacion.

* No hay evidencia de asociacion con embarazos
anormales.

* No hay asociacién con malformaciones.

Sin embargo, no se pueden descartar
dafios menores al material genético (mutaciones)
hasta que no contemos con métodos de revision o
screening de genoma completo. Se recomienda
entonces el seguimiento a largo plazo de los naci-
dos mediante estas técnicas.

A pesar de contar con todas estas ventajas y
con 50 afios de experiencia en el tema, desde los tem-
pranos trabajos de Polge et al. (1) los criobidlogos,
embriologos clinicos y veterinarios no han podido
superar una sobrevida promedio del 50 - 60 %. Sin
embargo este es un buen desempefio de las técnicas
estandares, congelando muestras normales que no
ha estimulado mayor investigacion en esta area.
Ante el desafio de congelar muestras suboptimas
debido a los avances en reproduccion asistida (el
advenimiento del ICSI, la utilizaciéon de biopsias
testiculares, etc.), John Morris de la empresa
Asymptote Ltd. en Cambridge, Reino Unido, pro-
puso en 1998 reemplazar las curvas tradicionales
de criopreservacion (de descenso linear) por otras
curvas que respetasen la manera en que la mayoria
de los parametros fisicos varian con la temperatu-
ra, es decir, en forma no-linear (3), obteniendo
valores de sobrevida del 88 % que, sin embargo, no
han sido luego reproducidos a nivel mundial.

Finalmente mencionaré que, de todas las
ventajas resefadas para la congelacion de semen,
ninguna se aplica cuando estamos tratando con
pacientes oncoldgicos pre-puberes. Para estos difi-
ciles casos contamos con dos estrategias quirtrgi-
cas aun experimentales (54):

* La primera estrategia consiste en fomentar la
actividad de las células madre espermatogoniales
que han sobrevivido a los tratamientos anticance-
rigenos. En este caso, la manipulacion farmacolo-
gica de los niveles hormonales post tratamiento
estimulan la recuperacion funcional del ambiente
somatico y de la actividad de las células madre
sobrevivientes, para reiniciar su funcion dual
(auto-renovacion y diferenciacion) y mantener la
espermatogénesis.
 La segunda estrategia consiste en manipular qui-
rurgicamente las células madre en tres pasos:

- extraer biopsias de testiculo y células madre
antes de la terapia oncoldgica.

- criopreservar las células madre.
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- transferirlas en forma autologa al paciente
después de la terapia. Esta estrategia puede divi-
dirse ademas en dos abordajes:

- trasplante de células madre espermatogonia-
les, donde una suspension de células individuales
son inyectadas dentro de los tiibulos seminiferos, o

- implante de biopsias testiculares, donde las
muestras enteras son injertadas en los testiculos o
bajo la piel de los pacientes.

El Paso del Tiempo

Existen algunos reportes anecdoticos que
sefialan que los ovocitos y embriones humanos
pueden deteriorarse durante su almacenamiento a
-196°C. Estos supuestos dafios se deben segura-
mente a un mal manejo de las muestras y no a los
efectos del paso del tiempo a bajas temperaturas.

En teoria los pre-embriones humanos pue-
den ser criopreservados indefinidamente, y aunque
las tasas de embarazo que se logran transfiriendo
pre-embriones criopreservados y descongelados
son menores que las que se logran con embriones
“frescos” (que no han sido criopreservados), no
existe ninguna evidencia significativa de un aumen-
to de problemas congénitos o de desarrollo en los
nacidos mediante estas técnicas (55,

Existen numerosos estudios que han
demostrado que no existen efectos perjudiciales
debido al almacenaje a largo plazo de pre-embrio-
nes criopreservados humanos (56.57), Los embara-
zos logrados mediante la transferencia de embrio-
nes criopreservados-descongelados, han demostra-
do tener las mismas caracteristicas —en términos de
edad gestacional media, peso al nacer, mortalidad
perinatal e incidencia de malformaciones congéni-
tas- que los embarazos logrados a partir de la
transferencia de embriones frescos y, mas atin, que
las concepciones naturales (58:59,60), La salud gene-
ral y el desarrollo de los nifios nacidos mediante
estas técnicas no parecen estar afectadas por el
proceso de criopreservacion (60, 61) Un estudio
reciente de nifios nacidos a partir de pre-embriones
criopreservados, concluyé que los datos disponi-
bles indican que la criopreservacion no tiene efec-
tos negativos sobre la salud perinatal y el desarro-
llo temprano de los infantes (34).

Se ha estudiado ademas el efecto de la radia-
cién ionizante de base (o radiacion cdsmica) que reci-
be desde el espacio el material criopreservado. Esta
radiacion ionizante es el Unico factor conocido que
podria afectar la salud de los pre-embriones criopre-
servados. Para ello se ha simulado, usando embriones
de raton, la radiacion cosmica que recibirian duran-
te 2.000 afios de almacenaje. No se observo ningiin
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efecto en la morfologia, el desarrollo, la tasa de
implantacion o la tasa de nacidos vivos (62),

Se han reportado también embarazos
obtenidos con embriones criopreservados almace-
nados durante mas de 8 afios (63.64). Asimismo,
embriones de oveja y de raton han sido exitosa-
mente almacenados durante al menos 13 afios (65,

Una Cuestion de Seguridad

La ultima parte de esta actualizacion esta
dedicada al ineludible topico de la seguridad de las
muestras que se criopreserven y almacenen, ya que
existe evidencia de contaminacion viral con cepas
de Hepatitis B entre muestras de tejidos criopreser-
vados en nitrogeno liquido (66.67.68.69) Aunque no
se ha reportado hasta el presente ningun caso de
HIV transmitido de esa forma, es imprescindible
tomar las precauciones para evitar los riesgos de
una potencial contaminacion con virus de HIV (70,
1), Contamos con algunos pasos clave o recomen-
daciones (60) que deben ser considerados para ase-
gurar la seguridad de las muestras almacenadas:

* Investigar a todos los pacientes o donantes para
los virus de la inmunodeficiencia humana, de las
hepatitis By C y de la sifilis.

* Usar tanques de cuarentena para mantener las
muestras hasta que los resultados de los estudios
estén completos, antes de enviar las muestras sanas
al sistema de almacenaje general.

» Usar una segunda “proteccién” (por ejemplo, el
producto “Cryoflex” de Nunc Nalge International,
Dinamarca) para un sello adecuado a los criotubos.
* Un sellado adecuado es vital. Las pajuelas deben
ser selladas mediante calor en ambos extremos.

* Alicuotar el polvo sellador: éste puede acumular
microbios luego de su uso prolongado con mues-
tras distintas.

* Descartar las pajuelas con fisuras.

* Esterilizar (e.g., con hipoclorito) las pajuelas des-
pués de la descongelacion y antes de abrirlas.

* Los tanques de nitrégeno deberian ser limpiados
y desinfectados al menos cada afio (72).

Haciendo una referencia mas general al
tema de la seguridad del material almacenado, un
programa de criopreservacion deberia observar las
siguientes recomendaciones (72):

* Todos los procedimientos del laboratorio deben
incluir el doble control y la provisiéon de una iden-
tificacion tinica para cada paciente a la vez que se
garantice la confidencialidad.

* Un protocolo escrito, firmado y fechado para
cada procedimiento.

* Mantenimiento regular del equipo.
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« Las facilidades de almacenamiento deberian estar
adecuadamente controladas y contar con alarmas.

Consideraciones finales

Podemos afirmar entonces que la tarea cli-
nica y/o cientifica de criopreservar materiales bio-
logicos parece un desafio a menudo desalentador.
La congelacion de embriones humanos esta estan-
darizada pero las tasas de embarazo no superan,
en el mejor de los programas, la mitad de los valo-
res de embarazo que se consiguen con embriones
“frescos”. Los resultados con ovocitos son muy
variables y dificiles de reproducir, considerandose a
la técnica atin experimental. Los resultados con
blastocistos son igualmente esquivos y la técnica
con espermatozoides permanece casi sin variacio-
nes en los ultimos 50 afios. La preservacion de teji-
do ovarico es también experimental y en todo el
mundo se cuenta con apenas un par de embarazos.
La puerta esta abierta para el ingreso de nuevos
paradigmas que renueven los métodos de congela-
cién y descongelacion de materiales bioldgicos.
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