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-Congelación espermatozoides (SPALLANZANI) 
1776   en la nieve

- POLGE en 1949 descubre el glicerol como 
crioprotector

- En 1953 primer nacimiento con semen congelado

- 1970 primeros bancos de semen

Breve resumen histórico



ES IMPRESCINDIBLE CONOCER LA 

BIOLOGIA DE LA CRIOPRESERVACION



Biología de la criopreservación

1.- Formación de cristales de hielo extracelulares (-5ºC)

2.- Incremento en la concentración de todos los solutos de la 
fase líquida.

3.- Se favorece la difusión osmótica de agua al interior
celular

4.- La presión de vapor del agua superenfriada es mayor 
que la del hielo, y crea una fuerza que promueve el 
movimiento del agua hacia fuera (-15 a –80ºC).

Deshidratación



El principal problema para todas las células
es la muerte celular debido a:

Osmolaridad del 
medio

Cristales de hielo

Biología de la criopreservación



Para paliar los efectos de la congelación:

-Velocidades adecuadas

-Crioprotectores:
Penetrantes (glicerol)
No penetrantes (yema de huevo)



- La velocidad a que pierde agua una 
célula depende de varios factores

- Determinante para una óptima 
criopreservación.

Velocidad de deshidratación



Velocidad de congelación

Demasiado alta

Pérdida lenta de agua

Agua intracelular

Cristalización

Daño celular

Medio hiperosmótico

Desnaturalización proteínas

Demasiado baja

Citolisis



-DMSO (dimetilsulfóxido)
-PROH (propanodiol)
-Glicerol

Crioprotectores penetrantes

-Pasan a través de la membrana celular
-Ejercen una acción de desplazamiento de agua
-Impiden la entrada de agua
-Se forman menos cristales de hielo
-Citotóxicos a altas concentraciones



Descongelación: Rehidratación

Es el proceso inverso a la deshidratación. 
Debe realizarse lentamente, por pasos, 
llevando la célula a concentraciones cada 
vez más bajas de crioprotector.



Descongelación: Rehidratación

Si la concentración de crioprotector
en el medio es demasiado baja, 
aumentará la osmolaridad, y la 
célula se hinchará y lisará.



- Es una protección extra frente al hinchamiento de la    
célula durante la rehidratación.
- Añadiendo una sustancia no penetrante, se aumenta 
la osmolaridad.

Crioprotectores NO penetrantes

Sacarosa
Dextrano
Yema huevo



Congelación de espermatozoides





Fertil Steril. 2008 Feb 2 

Jeyendran RS, Acosta VC, Land S, Coulam CB

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Jeyendran%20RS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Acosta%20VC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Land%20S%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Coulam%20CB%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlusDrugs1










Congelación de espermatozoides

Debe realizarse teniendo en cuenta la 
fisiología espermática: elegir los 
crioprotectores adecuados, así como 
velocidades de congelación y                                 
descongelación óptimas.



Métodos de congelación

-Criocongeladores Pajuelas
Criotubos -

-Vapores de LN2      Pajuelas

-Hielo seco      Criotubos



Píldoras

Criotubos

Pajuelas



Planer

Congelación automática



Cryologic



-Necesidad del laboratorio

-Calidad del semen

-Utilización posterior en TRA

Cada método debe adaptarse a:



Congelación de semen

- Crioprotector: Tampón TEST-Yolk

- Método: Píldoras y nieve carbónica

Nagasa y Niva, 64; Vázquez 83



Congelación de espermatozoides

TEST-Yolk (CRIOSPERM)

TEST 
TRIS 
Glucosa 
Yema de huevo (20%)
Penicilina/estreptomicina 
Glicerol (6,5%)



Congelación de espermatozoides

1.- Dilución con el crioprotector volumen/volumen



2.- Preparación de la nieve carbónica

Congelación de espermatozoides



3.- Preparación de los orificios 
de la nieve carbónica

Congelación de espermatozoides



Congelación de espermatozoides



5.- Inserción de las píldoras en los criotubos

Congelación de espermatozoides



Congelación de espermatozoides



La descongelación debería realizarse a 37ºC
cuando se congela en vapores o nieve 
carbónica, y a 22º C cuando se realiza con 
un criocongelador.

Human Reprod 8, 1992Verheyen et al



CBSTM High Security Straw



CBSTM High Security Straw

0.3 ml

0.5 ml

0.5 ml or 1ml



MAPI
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Aumento de la tª de una dosis durante la 
descongelación, desde –196º hasta tº ambiente





1) Sacar el cánister 1 sola vez y descongelar 2 píldoras

2) Sacar el cánister 50 veces y descongelar 2 píldoras

3) Sacar el cánister 100 veces y descongelar 2 píldoras

4) Sacar el cánister 200 veces y descongelar 2 píldoras

5) Sacar el cánister 400 veces y descongelar 2 píldoras



Resultados:
Grafico 1: Porcentaje de espermatozoides con movilidad
progresiva observada tras la descongelación a diferente
número de cambios de temperatura
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Grafico 2: Porcentaje de espermatozoides vivos observado
tras la descongelación a diferente número de cambios de
temperatura
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Grafico 3: Porcentaje de espermatozoides con endósmosis
positiva observado tras la descongelación a diferente número
de cambios de temperatura
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IMPACTO DE LA TEMPERATURA DE 
DESCONGELACIÓN DE SEMEN , EN  LA 

VIABILIDAD ESPERMÁTICA

E. Ovejero, S. Cortés, S. Agustín, M. Gago, R. Núñez, P. Caballero



• Descongelación de 2 píldoras en cada caso:
– descongelación a Temperatura ambiente
– descongelación a 37ºC durante 2 minutos
– descongelación 60ºC durante 20 segundos

• Determinación de movilidad a+b   (mediante 
sistema SCA 2002)

• Determinación integridad nuclear   (naranja de 
acridina)

• Determinación de la integridad de 
membrana (HOS test)



*

*

* p< 
0.05 

Resultados:

%
movilidad

% vitalidad % endosm.

Tª amb 38,28 55,78 59,32
+ 37ºC 41,62 63,32 64,96
+ 60ºC 42,6 65,62 63,82





Comparison between computerized slow-stage and 
static liquid nitrogen vapour freezing methods with 
respect to the deleterious effect on chromatin and 
morphology of spermatozoa from fertil and subfertile 
men. Hammadeh et al, 

Intern Journal of Andrology, 2001.

Es preferible utilizar sistemas 
de congelación lentos





Association between freezing agent and acrosome 
damage of human spermatozoa from subnormal and 
normal semen.

Hammadeh et al 
Andrologia 2001.

Se recomienda el uso del tampón TEST-yolk 
como crioprotector frente a los efectos 
deletéreos de la congelación y descongelación 
de semen.



Cryopreservation of human semen and 
prepared sperm: effects on motility 
parameters and DNA integrity.

Donnelly et al, 
Fertil Steril 2001.

La congelación de semen con el plasma 
seminal mejora la movilidad e integridad del 
ADN post descongelación.





Influencia del tiempo y material empleado en la 
descongelación de semen sobre la movilidad 

espermática.

S.Cortés y col, 2001



% Movilidad progresiva en distintos donantes tras la 
descongelación de semen en tubos de vidrio y de plástico.

P<0,05


Gráfico1
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Efectos de la congelación en los espermatozoides:

-Movilidad
-Supervivencia espermática
-Fragmentación ADN





Las diferencias de tasa de fecundación entre 
semen fresco y congelado estriban

EN LA CAPACITACION ESPERMATICA



fresco refrigerado congelado
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% Espermatozoides vivos con acrosoma reaccionado durante 24 hr
de capacitación en semen caprino.

S.Cortés, 96



Los espermatozoides congelados 
sufren antes la reacción acrosómica









Análisis estático
Desde un punto de vista 
estático, sin tener en cuenta el 
momento en el que ha sido 
procesada la muestra, el 
resultado de las 480 
determinaciones de 
fragmentación del ADN es de un 
43,22 % 

No encontramos diferencias 
significativas entre las muestras en 
fresco y las capacitadas con 
gradientes (43,68 vs 42,75 p:0,660) 
o entre las conservadas a 
temperatura ambiente y a 37ªC 
(41,93 vs 44,50 p:0,221)

Resultados
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		TA		40.77		43.09
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				Para cambiar el tamaño del intervalo de datos de gráfico, arrastre la esquina inferior derecha del intervalo.







La dinámica de fragmentación de los cuatro grupos estudiados 
es similar en su comportamiento
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• La baja calidad de los espermatozoides criopreservados no 
afecta a la los embarazos tras ICSO (Kuczynski et al., 2001).

Efectos de la criopreservación de semen  en la descendencia

• In a recent study, embryo quality and blastocyst
formation were negatively affected by cryopreserved
spermatozoa injected into oocytes (Braga et at, 2015). 





Cuando congelar semen



Azoospermia   obstructiva

Espermatozoides epididimarios:

Se procesan de la misma forma que una 
muestra de semen eyaculado.



Congelación espermatozoides testiculares

Pregnancy after use of frozen-thawed
testicular spermatozoa by using
intracytoplasmic sperm injection.

Liu et al, 1996



a) Condiciones de los 
espermatozoides

b) Preparación de las biopsias

Procesamiento de las biopsias de testículo



Espermatozoides de testículo

•Aislamiento de tejido 
testicular
•Incubación previa
•Congelación en píldoras
•Descongelación
•Cultivo en placa de ICSI



Congelación de las biopsias de testículo

Placa Petri
Centrifugación
2000 r.p.m
5 minutos

Congelación en píldoras

Incubación
37ºC, CO2, 
1 hr.



Morfología espermática a lo largo del tiempo 
en la suspensión de microgotas.
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Las morfoanomalías, en 
realidad, se refieren a 
espermatozoides 
inmaduros: presencia 
de gota citoplasmática 
y anomalías de S.I.



Light and electron microscopic
analysis of human testicular 
spermatozoa and spermatids from
frozen and thawed testicular 
biopsies.

Nogueira et al
Hum Reprod 14/8, 1999

- Con M.E. : lesiones en la cabeza y acrosoma.
- Se afectan más los espermatozoides que espermátides



Optimización de la congelación  de 
espermatozoides  de testículo

Effect of frozen-thawed human testicular 
spermatozoa incubation on ICSI outcome.

Núñez- Calonge, R., Cortés,S., Agustín,S., ,González Casbas,JM., 
Hernández E.,  Caballero, P.
Hum Reprod, 2000



Incubando después de la descongelación 
obtenemos mayor % de fecundación y división, 
ofreciendo mayor posibilidad de realizar más 
ciclos, si no hay gestación.



.... Como en el trabajo 
de Nogueira y cols, 
mejores resultados si se 
congelan 
espermatozoides menos 
maduros









Pautas para la utilización de 
espermatozoides de biopsia de testículo (I)

1. Biopsia de testículo antes del ICSI con A.P.

2. Si hay espermatozoides, congelarlos

3. Si no se encuentran espermatozoides 
móviles, pero hay suficientes, congelar 
igualmente la muestra.



4. Congelación en píldoras (selectiva)

5. Descongelar una píldora antes del ICSI

6. Incubación post-descongelación (mínimo
2 horas)

7. ICSI cuando máximo de movilidad

Pautas para la utilización de 
espermatozoides de biopsia de testículo (II)



Si se utilizan espermatozoides de testículo en fresco 
para ICSI:

1. Procesar la muestra e incubar al menos dos horas 
(maduración)

2. Incubar en microgotas

3. Congelar el resto de la muestra

Pautas para la utilización de 
espermatozoides de biopsia de testículo (I)



GRACIAS

rocioncalonge@gmail.com
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