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RESUMEN

La crioconservación de semen de peces, como de otras especies, presenta aún efectos
que disminuyen la calidad espermática y comprometen directamente la capacidad de la
célula para participar exitosamente en los procesos de fertilización y desarrollo embrio-
nario. Características como movilidad y capacidad de fertilización del espermatozoide
son consideradas criterios de calidad que permiten medir el éxito o fracaso del proceso,
pues se consideran variables integradoras, siendo indicadores que dependen no de un
solo factor sino de la estabilidad y bienestar del conjunto de estructuras, enzimas y com-
puestos funcionales subcelulares que dan lugar a estas características espermáticas. Da-
ños en la membrana (adenilato ciclasa, canales iónicos, agrupamiento de otras proteínas,
entre otras) y su implicación en la ruta de señalización que da lugar a la activación esper-
mática, degradación del ATP, fragmentación del ADN nuclear y mitocondrial (genoma),
degradación de enzimas Kinasas y otras proteínas citosólicas (proteoma) son conside-
rados hoy día como algunos de los factores moleculares que más se afectan durante la
crioconservación y que disminuyen ostensiblemente la capacidad fertilizante y la movi-
lidad del espermatozoide en los peces. Propuestas sobre los mecanismos moleculares por
los cuales se interrelacionan y actúan estos factores subcelulares como consecuencia de
la crioconservación, son algunos de los temas tratados en la presente revisión. Compren-
der los principios y factores que están involucrados en el origen de dichos daños, permitirá
mejorar los procesos de crioconservación, haciéndolos menos nocivos y más eficientes.
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ABSTRACT

The cryopreservation of semen in fish, as in many species even shows effects that
decrease sperm quality and directly engage cell ability to successfully participate in the
processes of fertilization and embryonic development. The characteristics such as
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mobility and fertilizing capacity of fertilization of sperm are considered to be quality
criteria that allow to measure the success or failure of the process, since they are
considered integrative variables, being indicators that depend not on a single factor, but
on the stability and welfare of all structures, enzymes and subcellular functional
compounds that give place to these spermatic characteristics. Membrane damage
(adenylate cyclase, ion channels, grouping of other proteins, among others) and their
implication in the route of signaling pathway leading to spermatic activation, ATP
degradation and fragmentation of nuclear and mitochondrial DNA (genome),
degradation of kinase enzymes and other cytosolic proteins (proteome) are considered
today, as some of the molecular factors that most affect during cryopreservation and
markedly decreasing the fertilizing capacity and mobility of sperm in fish. Proposals on the
molecular mechanisms, by which these subcellular factors interact and act as consequence
of cryopreservation are some of the topics covered in this review. Understanding the
principles and factors that are involved in the origin of such damages, will allow to
improved cryopreservation processes, making them less harmful and more efficient.
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INTRODUCCIÓN

El éxito de la piscicultura depende, entre otros factores, de tecnologías confiables de
producción de alevinos con calidad y en cantidad suficiente para garantizar la viabilidad
del cultivo. Dicha viabilidad ha sido focalizada por la industria piscícola en la calidad
de los ovocitos más que en las células espermáticas, cuando realmente es la calidad de
ambos gametos lo que determina el éxito o fracaso de la fertilización y la sobrevivencia
larval (Rurangwa et al., 2004). 
El buen desempeño productivo de los alevinos y su calidad, han sido correlacionados como
variables dependientes de la nutrición y alimentación de las larvas (Fernández et al., 2009),
del manejo en cautiverio (densidad de siembra) (Slembrouck et al., 2009), o del control de
factores físico-químicos del agua (temperatura, salinidad, pH, entre otros) (Ludwig y
Lochmann, 2009); sin embargo, actualmente los estudios vienen enfocando sus esfuerzos
en demostrar que la calidad de los alevinos posee estrecha relación con la calidad de los
gametos que los originan (Bobe y Labbé, 2010), los cuales pueden verse afectados por
daños celulares y moleculares, desencadenando, probablemente, detrimento de su calidad
y por tanto de su viabilidad (Cosson, 2007). Dichos daños pueden ser originados por di-
versos factores intrínsecos, como los ocasionados durante la espermatogénesis (Dabrowsky
y Ciereszco, 2001) o extrínsecos, como los provocados durante procesos de almacena-
miento o manipulación, tal como la crioconservación del semen (He y Woods, 2004).
La crioconservación es una técnica ampliamente utilizada en la acuicultura para la
conservación de gametos, especialmente de células espermáticas (Lahnsteiner et al.,
2000; Velasco-Santamaría et al., 2006; Pan et al., 2008), constituyendo una herramienta
importante para la conservación de la diversidad (Wildt et al., 1999; Bobe y Labbé,
2010) y para la acuicultura (Watson y Holt, 2001). 
Sin embargo, la crioconservación de semen en peces, como en muchas otras especies,
aún no es una técnica perfecta, teniendo efectos sobre la calidad espermática que
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compromete directamente la capacidad de la célula para participar con éxito en los
procesos de fertilización y desarrollo embrionario (Maria et al., 2006), afectando la calidad
morfológica de la larva (Horváth y Urbanyi, 2000) y por lo tanto su sobrevivencia.
De esta forma, entender los mecanismos intracelulares y los factores que puedan estar
interviniendo y ocasionando dichos daños, permitiría contribuir al desarrollo de
protocolos de crioconservación más exitosos y seguros para el almacenamiento de
semen y por tanto de alevinos de mayor calidad.
El objetivo de esta revisión fue: i) Describir algunos efectos de la crioconservación del
semen sobre la calidad y el desempeño espermático, particularmente sobre la movilidad
y la capacidad fecundante del espermatozoide, y ii) Describir los daños moleculares y
celulares que ocurren en el espermatozoide durante la crioconservación, así como los
principios físicos y bioquímicos que los generan.

1. CALIDAD ESPERMÁTICA

La calidad espermática ha sido revisada por diversos autores, entre ellos Billard et al.,
1995, Rurangwa et al., 2004 y más recientemente Bobe y Labbé, 2010, definiéndola,
desde un punto de vista biológico, como la habilidad que tiene el espermatozoide para
fertilizar exitosamente y subsecuentemente desarrollar un embrión normal. Dicha
habilidad está regida por parámetros que permiten predecir y determinar el grado de
calidad del gameto.
Las variables que permiten inferir la calidad y bienestar de la célula espermática son: mo-
vilidad, integridad de la membrana plasmática, concentración de nucleótidos (metabo-
lismo energético), actividad mitocondrial, Integridad de ADN, morfología y tasa de ferti-
lización. Recientemente se ha observado que los daños provocados a células espermáticas
por prácticas biotecnológicas como la crioconservación y ginogénesis, confieren impor-
tancia a estas variables de calidad del espermatozoide y su relación con el desarrollo
embrionario, la malformación y la sobrevivencia larval (Kato et al., 2001). 
1.1 Movilidad espermática
La movilidad es la condición por la cual el espermatozoide puede alcanzar el ovocito para
lograr exitosamente la fertilización (Tabares et al., 2005) y ha sido considerada como una
de las principales variables de calidad espermática en peces (Rurangwa et al., 2004),
siendo una variable de calidad integradora, al combinar varios componentes celulares
(Fig. 1) responsables de la activación y sostenibilidad de la movilidad y movimiento
progresivo del espermatozoide (Bobe y Labbé, 2010). Los mecanismos involucrados en
la activación de la movilidad espermática son considerados de vital importancia en la
regulación de procesos como fertilización artificial y la crioconservación (Inaba, 2007;
Ohta y Shinriki, 1998).
La activación de la movilidad espermática en peces de fertilización externa ocurre por
los cambios iónicos y de osmolaridad que suceden cuando los espermatozoides entran
en contacto con el agua una vez liberados en el proceso de reproducción (Linhart et al.,
2002). Adicionalmente han sido reportadas varias glicoproteínas como activadoras de
la movilidad, sintetizadas en las células foliculares y transferidas a la capa externa del
ovocito maduro, las cuales durante la reproducción llegan a receptores de la membrana
plasmática de los espermatozoides induciendo rutas de señalización intracelulares
(Oda et al., 1998).
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La activación espermática en peces ha sido revisada por algunos autores (Krasznai et al.,
2000; Tabares et al., 2005; Alavi y Cosson, 2006; Bobe y Labbé, 2010) encontrando
que esta puede depender de la presencia extracelular de iones como Na+, Ca2+ o K+, y,
en algunos casos, sólo de la variación de la osmolaridad extracelular originada o no
por iones, como lo demuestran Ciereszko et al., 2000. Sin embargo, el mecanismo trans-
duccional que se genera al interior de la célula no ha sido esclarecido para todas las
especies. Existe un modelo basado en la activación seminal mediada por canales iónicos
(Fig. 2), que se ha constituido en la base para la comprensión del proceso en peces. Así,
en salmónidos, la diminución en la concentración de K+ extracelular (choque hiposmó-
tico de K+) da inicio a la activación de la movilidad espermática. El mecanismo consiste
en que la disminución del K+ extracelular causa un eflujo de K+ intracelular que conse-
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Figura 2. Ruta metabólica de activación espermática – modelo en salmónidos. Fuente: los autores.

Figura 1. Partes de la membrana y axonema flagelar involucradas en la movilidad espermática. Fuente:
los autores.



cuentemente, origina una hiperpolarización de la membrana, incremento de Ca+ intra-
celular (Tanimoto et al., 1994) y finalmente la síntesis de cAMP acoplada a la activación
de la adenilato ciclasa (Morisawa y Ishida, 1987). El mecanismo por el cual la hiper-
polarizacion de la membrana origina la activación de la adenilato ciclasa es descono-
cido, sin embargo los canales de potasio mencionados en peces pueden ser similares a
los reportados para paramecio, en donde se acoplan a la activación de la adenilato
ciclasa (Izumi et al., 1999). No obstante, el inicio de la movilidad puede no implicar
una ruta de señalización dependiente de cAMP, como ocurre en carpa, a pesar de la
hiperpolarización por eflujo e influjo de iones (Krasznai et al., 2000). 
Una vez originado el cAMP en la ruta de señalización intracelular, es posible que continúe
la transducción de señales por medio de activación de proteínas como la proteína Kinasa
A (PKA). En salmónidos, la subunidad reguladora de la PKA es dependiente de cAMP, y
es claramente fosforilada durante la activación de la movilidad espermática (Inaba, 2007).
Esto se comprobó mediante microscopía electrónica observándose que la PKA se en-
cuentra localizada circundando el brazo externo de la dineína, proteína que se encuentra
formando un complejo con cada uno de los pares de microtúbulos del axonema flagelar
(Fig. 1). Esto concuerda con la fosforilación de la cadena ligera de la dineína que se
observa en la activación de la movilidad (Itoh et al., 2003). Se sabe a su vez, que la subuni-
dad catalítica de PKA, de bajo peso molecular y con una secuencia N-terminal muy corta,
está involucrada en funciones de anclaje a los microtúbulos del axonema flagelar (Agustín
et al., 2000) posiblemente mediada por la dineína.
Por su homología en cuanto a función con el brazo externo de la dineína en paramecio,
cuyo peso es determinado en 29 KDa (Hamasaki et al., 1991), la fosforilación de la
cadena ligera del brazo externo de la dineína en peces, cause posiblemente la activación
del microtúbulo (Inaba, 2007), originando un proceso de deslizamiento y tensión que
resulta en oscilaciones del flagelo (Gibbons, 1989).
Es claro, que el inicio de la activación espermática en peces implica una constante
fosforilación de proteínas desde nucleótidos como el ATP (Hayashi et al., 1987), incluso
durante el mantenimiento de todo el proceso de movilidad, en el caso de la fosforilación
de la cadena ligera del brazo externo de la dineína por parte de la PKA (Inaba, 2007).
Una vez activa por la PKA, la dineína posee la habilidad para obtener energía en forma
constante durante la movilidad a partir de la ruptura de enlaces fosfoéster, fenómeno
que depende de su propia capacidad hidrolítica del ATP, la cual le permite obtener
energía a partir de nucleótidos de adenosina trifosfatada, liberando la energía necesaria
para cumplir con actividades de trabajo, fuerza y deslizamiento sobre los microtúbulos;
por lo que se le conoce a esta proteína como dineína-ATPasa (Gibbons, 1989). 
Evidentemente, una gran cantidad de ATP es necesaria para la activación y sosteni-
bilidad de la movilidad espermática (Cosson et al., 1991, 1995), el cual es aportado en
la mayoría de los peces por la mitocondria, por lo que se podría afirmar que su daño
afectaría negativamente la movilidad.
1.1.1 Efectos de la crioconservación sobre la movilidad espermática
Durante la crioconservación se pueden originar dos tipos de daños a la mitocondria que
afectarían la movilidad: un daño directo sobre su ADN o su membrana, y uno indirecto
provocado por la fragmentación del ADN nuclear, del cual depende la mitocondria para
obtener algunas proteínas que no codifica su genoma (Kurland y Andersson, 2000).
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Durante la crioconservación de semen en Polyodon spathula se originaron daños a nivel de
ADN nuclear, provocando una marcada disminución de la movilidad espermática
posdescongelación, causada aparentemente por inadecuada osmolaridad del diluyente
y de la concentración del crioprotector (Li et al., 2008). En trabajos realizados por Irvine
et al., 2000, se observó que semen con alto grado de daño en su ADN presentó baja
movilidad y velocidad (Li et al., 2008). Es posible que el ADN del que se hable en estos
casos sea nuclear, el cual desempeña funciones importantes en la codificación de proteínas
necesarias para la mitocondria en la cadena respiratoria (Cooper, 1997), pues en las
células animales la mitocondria sólo posee ADN que codifica, en su mayoría, para
proteínas de la respiración aeróbica celular que da lugar a la producción de ATP. Estas son
por ejemplo las citocromo oxidasas (b y c) y el complejo ATP-sintasa, entre otras proteínas
de importancia (Andersson et al., 2003); sin embargo, la mitocondria depende del ADN
nuclear para importar otras proteínas que le permiten desempeñar su función energética,
entre ellas, la ADN polimerasa, que participa en la replicación del genoma mitocondrial,
ARN polimerasa, que interviene en la transcripción de genes, las enzimas del ciclo de Krebs,
el ciclo de la úrea y gran cantidad de las proteínas de la membrana mitocondrial interna
(Cooper, 1997). Considerando que el proceso de respiración espermática es importante
durante la movilidad para llevar a cabo los procesos de fosforilación oxidativa (Kopeika
et al., 1997), que ocurre en la mitocondria y que da lugar a la síntesis de ATP, puede
suponerse que daños en el ADN, bien sea mitocondrial o especialmente el nuclear por
efectos de la crioconservación, podrían afectar la síntesis de proteínas involucradas en la
producción energética celular, causando la disminución de la movilidad espermática. 
Aunque estas relaciones entre ADN y movilidad espermática no han sido elucidadas, al-
gunos autores afirman que más allá de los daños de fragmentación ocasionados al ADN
nuclear, la disminución en la movilidad debe asociarse más con daños en la mitocondria
que con cualquier otro lugar de la célula, reafirmando la condición de esta organela como
núcleo energético del espermatozoide (Fraser y Strzezek, 2007) y de cuya disponibilidad
de ATP depende la detención o prolongación de la movilidad (Dreanno et al., 1999). 
No obstante, aunque la fragmentación del ADN se manifiesta en un gran porcentaje de
células espermáticas cuando son expuestas a radiación ultravioleta, esta no ocasiona
disminución de la movilidad espermática en lampreas (Ciereszko et al., 2005), lo que
desvirtúa la relación entre el ADN y su injerencia en la generación de ATP, puesto que la
movilidad no debería ocurrir en este caso sin la estabilidad de la molécula genómica. Esto
es si consideramos que de la integridad del ADN nuclear o mitocondrial depende la
síntesis de proteínas para la producción de ATP. Entonces, es posible pensar que al interior
de la célula espermática existan otras fuentes de energía independientes tanto de la fos-
forilación oxidativa (a cargo de la mitocondria) como de las proteínas codificadas por el
genoma espermático que se requieren en la mitocondria para la generación de energía
durante la movilidad. En espermatozoides de trucha, se ha encontrado la presencia de
moléculas como la fosfocreatina, un compuesto que sirve como fuente de grupos fosfo-
rilos para la síntesis rápida y anaeróbica de ATP a partir de ADP, verificándose su funcio-
nalidad en la movilidad espermática de esta especie cuando fue adicionado en presencia
de ADP a espermatozoides desprovistos de membrana (Saudrais et al., 1998).
Al parecer, el grado de fragmentación del ADN provocado por la crioconservación puede
o no estar correlacionado con la producción de energía para la movilidad espermática,

8        Revisión - Crioconservación de semen en peces: efectos sobre la movilidad espermática y la fertilidad.
          Martínez, Pardo.



por lo que en algunos casos la medición directa de los efectos de la crioconservación
sobre la concentración y disponibilidad de la molécula energética (ATP), sería el
mecanismo más eficiente para predecir la capacidad móvil de una célula espermática
posdescongelación. 
He y Woods, 2004, evaluaron el efecto de la concentración de algunos crioprotectores
sobre el contenido de ATP; así, durante la crioconservación de semen de Morone saxatilis,
el dimetilsulfóxido en una concentración del 10% permitió mantener intacta la mem-
brana plasmática del espermatozoide, aunque disminuyó significativamente el conte-
nido de ATP mitocondrial y por ende su actividad. Sin embargo, cuando fue utilizada
la glicina como crioprotector se incrementó el porcentaje de esperma posdesconge-
lación con actividad mitocondrial intacta y contenido de ATP, pero disminuyó signifi-
cativamente la protección a la integridad de la membrana plasmática.
No sólo los crioprotectores se consideran causantes del daño al sistema de activación
de la movilidad espermática, por lo visto, son varios los factores que durante la criocon-
servación pueden afectar la movilidad, así, en Xiphosphorus helleri esta fue disminuida
significativamente por el aumento de la relación semen:diluyente, sin que la congelación
hubiese sido fuente de variación (Huang et al., 2004), por el contrario, en lamprea se
demostró una disminución marcada de la movilidad espermática durante la congela-
ción conforme aumentaba la fragmentación de su ADN cuando el semen era almace-
nado a bajas temperaturas (Ciereszko et al., 2005). 
Por otra parte, Zilli et al., 2005, plantean que no solamente la alteración en el genoma
sino también en el proteoma, originada por la crioconservación, puede causar dismi-
nución de la movilidad espermática. Así mismo, los autores formulan que la activación
del genoma es uno de los primeros eventos críticos en la vida de un nuevo organismo y
que el arreglo de la activación de esos genes debe ser controlado correctamente, evento
que depende de los cambios en la estructura de la cromatina y sobre todo de la dispo-
nibilidad de proteínas involucradas en la expresión génica como son los factores de
transcripción (Latham y Schultz, 2001).
Zilli et al., 2005, a través de análisis espectrométrico de masa y electroforesis en dos di-
mensiones, lograron comparar el proteoma espermático de Dicentrarchus labrax antes y
después de la crioconservación, encontrando un total de 163 proteínas espermáticas en
semen fresco y la desaparición de 21 de ellas en semen descongelado. Entre estas pro-
teínas degradadas se encuentran factores de transcripción de genes como SBK1, impor-
tante durante los eventos de fusión espermatozoide-ovocito. A su vez se detectó también
la degradación de la Ciclina E, que interviene en la activación de la Ciclina dependiente
de Kinasa 2 (cdk2). En la actualidad se sabe que cdk2 fosforila proteínas fosfatasas como
PP1gamma2, la cual se considera una enzima clave en el desarrollo y regulación de la
movilidad espermática (Huang y Vijayavaghavan, 2004). De este modo, se concluyó que
disminuciones en la movilidad espermática de Dicentrarchus labrax posdescongelación, se
atribuían a la ausencia y degradación de proteínas como estas, fundamentales en los
eventos de señalización intracelular que dan lugar a la movilidad espermática.
Sin embargo, no en todos los peces la congelación resulta lesiva. En brema de mar
Acanthopagrus schlegeli, la crioconservación no afectó significativamente la movilidad esper-
mática posdescongelación, a la vez que no indujo mutaciones en su genoma (Hsu et al.,
2008). Esto demuestra que la movilidad puede no siempre verse afectada por el proceso
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de criogenia, a tal punto que en algunos casos el tipo de crioprotector puede mantener
intacta la movilidad posdescongelación logrando que sea idéntica a la del semen fresco.
Es el caso que ocurre cuando el DMSO más sucrosa como diluyente, son usados en la
congelación de células espermáticas de Maccullochella peelii peelii (Ceccon et al., 2008).
En la mayoría de los casos, el DMSO es el crioprotector permeable con mayor éxito y
mejores resultados tanto en peces de agua salada (Suquet et al., 2000) como de agua
dulce (Viveiros y Godinho, 2009) (Tabla 1).

Especie                                        Concentración de DMSO (%)         Referencia
Micropogonias undulatus                 15                                                      Gwo et al., 1991
Lates calcarifer                               5                                                        Leung, 1987
Mycteroperca bonaci                       20                                                      Gwo, 1993
Epinephelus tauvina                        10                                                      Withler y Lim, 1982
Zoarces americanus                        20                                                      Yao et al., 1995
Clupea payáis                                 15                                                      Pillai et al., 1994
Sparus aurata                                 10                                                      Maisse et al., 1998
Psetta máxima                               10                                                      Dreanno et al., 1997
Brycon amazonicus                         10                                                      Cruz-Casallas et al., 2004
Esox masquinongy                           10                                                      Ciereszko, 1999
Salminus brasiliensis                       -                                                         Viveiros et al., 2009b
Piaractus mesopotamicus                 10                                                      Carolsfeld et al., 2003
Brycon orbignyanus                         10                                                      Carolsfeld et al., 2003
Salminus maxillosus                        10                                                      Carolsfeld et al., 2003
Leporinus elongatus                        10                                                      Carolsfeld et al., 2003

Tabla 1. Concentraciones de DMSO que garantizan la movilidad espermática en diferentes especies.

No obstante, la toxicidad de este compuesto puede variar entre especies, siendo lesivo
para algunas (Tabla 2), por lo que se debe recurrir a otros crioprotectores diferentes al
DMSO, quienes han demostrado tener funciones protectoras que garantizan una mejor
integridad de la movilidad posdescongelación en células espermáticas en diferentes peces.

Especie                                                Crioprotector                          Referencias
Prochilodus lineatus                                Metilenglicol                            Viveiros et al., 2008b
Xyrauchen texanus                                  Metanol                                   Tiersch et al., 1998
Pseudoplatystoma corruscans                   Metanol                                   Carolsfeld et al., 2003
Leporinus obtusidens                              Metilenglicol                            Koch et al., 2007
Rhamdia quelen                                     V2ea                                         Fogli da Silveira et al., 1985
Pelteobagrus fulvidraco                           Metanol                                   Pan et al., 2008
Oncorhynchus mykiss                              Dimetilacetamida                    McNiven et al., 1993

a V2e: NaCl, NaHCO3, KCl, glucosa, Yema de huevo
Tabla 2. Crioprotectores que garantizan la movilidad espermática, excluyendo al DMSO.

No es claro aún el mecanismo por el cual la presencia de ciertos crioprotectores pueden
afectar la movilidad en algunas especies de peces y en otras mantenerla cercana a
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valores del semen fresco. Además, se sabe que aun conociéndose la efectividad del
crioprotector en una especie de pez, la variación en su concentración puede causar
efectos tóxicos que son inversos a los deseados. 
Mediante citometría de flujo se reveló que un alto porcentaje de células espermáticas de
Psetta maxima no presentó daños en la membrana plasmática, en la mitocondria, ni sobre
la movilidad espermática en presencia de DMSO (Ogier de Baulny, 1997). Sin embargo, el
DMSO se mostró tóxico a altas concentraciones en semen de Lates calcarifer en donde la
movilidad posdescongelación se redujo cuando la concentración de DMSO fue mayor al 5%
(Leung, 1987), evento que ocurrió igualmente en Mycteroperca bonaci cuando la concentración
se incrementó 30% (Gwo, 1993). Casos similares de disminución de la movilidad espermá-
tica se han presentado en semen posdescongelación al utilizar este crioprotector en Sparus
aurata (Cabrita et al., 2005), Prochilodus lineatus (Viveiros et al., 2009) y Epinephilus marginatus
(Cabrita et al., 2009). Otros crioprotectores han mostrado efectos negativos sobre la movili-
dad espermática posdescongelación, disminuyéndola o anulándola por completo (Tabla 3).

Especie                                  Crioprotector              Movilidad          Referencia
Micropogonias undulatus          Metanol                       N                        Gwo et al., 1991
Epinephilus malabaricus           Metanol                       N                        Gwo, 1993
Lates calcarifer                         Metanol                       D                        Leung, 1987
Psetta maxima                         Metanol                       D                        Dreanno et al., 1997
Micropogonias undulatus          Etilenglicol                   D                        Gwo et al., 1991
                                              Metilenglicol                D                        Gwo et al., 1991
Acanthopagrus australis            DMSO                         D                        Thorogood y Blachshaw, 1992
Clarias gariepinus                    Dimetilacetamida       D                        Hórvath y Urbanyi, 2000

Tabla 3. Crioprotectores tóxicos para la movilidad espermática en diferentes especies.
N: Movilidad nula, D: Movilidad deficiente.

Es claro hasta ahora que la crioconservación, en especial el crioprotector, puede causar
daños con efectos sobre la movilidad espermática, sin embargo, el mecanismo por el
cual este evento ocurre a nivel subcelular o molecular no es claro, aunque algunos
autores mencionan que sus efectos sobre la célula espermática se dan justo antes de la
congelación, disminuyendo la movilidad (Suquet et al., 2000). Algunas hipótesis
plantean la posibilidad que los crioprotectores interactúen directamente con las reser-
vas de ATP, inestabilizando la molécula energética y disminuyendo su concentración
en la célula espermática. Así, He y Woods, 2004, en Morone saxatilis, encontraron que
el nivel de ATP precongelación disminuyó considerablemente cuando el DMSO entró en
contacto con las células espermáticas, y que adicionalmente, su descenso se vio aún
más acentuado después de la congelación. De la misma forma Cabrita et al., 2005 en
Sparus aurata, observaron una disminución del ATP del 53,6%, resultado que se corre-
lacionó con una marcada disminución de la movilidad espermática y despolarización
de la membrana mitocondrial. Anteriormente, se destacó la importancia de la mem-
brana plasmática en la ruta de activación de la movilidad espermática como portadora
de las principales proteínas que dan inicio a las señales transduccionales en este
proceso, entre ellas la adenilato ciclasa y los canales iónicos. Así, otra de las posibles
causas de la disminución de la movilidad espermática puede verse asociada a daños de
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membrana citoplasmática durante la crioconservación, las cuales pueden deberse a
varios factores:
a. Modificación de la bicapa fosfolipídica por algunos crioprotectores como el glicerol,

considerando su capacidad de insertarse entre los fosfolípidos, llegando a afectar
las vías del metabolismo intermedio (Hammerstedt y Graham, 1992).

b. Estrés térmico de la membrana citoplasmática provocada por la transición de los
fosfolípidos de fase líquida a fase de gel durante la congelación, excluyendo a las
proteínas integrales de membrana, agrupándolas y disminuyendo por tanto su
actividad catalítica o funcional (Labbé et al., 1997).

c. Clusterización de proteínas integrales de la cara protoplasmática (interna) de la
membrana espermática, causadas por la rápida separación lateral de lípidos, posi-
blemente originado por la alta tasa de congelación al que se pueda ver sometida la
célula espermática (Drokin et al., 1998).

d. Daño mecánico por ruptura de la membrana por efectos de la nucleación y con-
secuente formación de cristales de hielo (Darin y White, 1977; Drokin et al., 1989)

e. Ruptura de la membrana basada en la transición de la fase termo trópica de lípidos
de la bicapa. Así, si el tiempo para la separación de fases durante la congelación no
es suficiente, pueden originarse poros en la membrana espermática durante la
descongelación, por el incorrecto agrupamiento lipídico (Quinn, 1985).

f.  Ruptura de la membrana durante la congelación o descongelación por los procesos
de deshidratación o hidratación, en los cuales la excesiva fricción del agua al trans-
portarse a través de la bicapa sobrepasa la capacidad de difusión de la membrana
(Muldrew y McGann, 1990).

g. Formación de poros de agua en bicapas de palmitoil-fosfatidilcolina, provocadas
por la molécula de DMSO, introduciéndose inicialmente dentro de la bicapa y
ocupando una posición justo por debajo de las cabezas de los grupos de lípidos,
reduciendo el grosor de la bicapa y ejerciendo compresión sobre las cabezas de los
grupos de lípidos, lo que reduce su área y disminuye la rigidez de la membrana,
produciéndose entonces la formación del poro (Notman et al., 2006). 

1.2 Fertilización
La fertilización es definida como el proceso en el cual un gameto haploide masculino
interactúa con uno femenino para formar un cigoto diploide. En este evento el esper-
matozoide realiza dos grandes contribuciones: proporciona el material genético paterno
al huevo e inicia la ruta de señalización intracelular que permite la activación del ovocito
y desarrollo del embrión, aportes sin los cuales la fertilización no podría darse (Whitaker
y Swann, 1993). La capacidad del espermatozoide para desempeñar exitosamente esta
función puede depender, en gran medida, de la activación de la movilidad originada por
el proceso de transducción de señales, como ya fue descrito anteriormente, lo que
demuestra la importancia de las proteínas (incluyendo canales iónicos y enzimas) y su
síntesis celular en la activación espermática y la fertilización. Estas proteínas tienen sus
orígenes en el ADN, cuya naturaleza puede ser de tipo nuclear o mitocondrial y de cuya
estabilidad o daño dependería la expresión o no de dichas proteínas, aspecto que
podría afectar la capacidad fertilizante del espermatozoide.
1.2.1 Efectos de la crioconservación sobre la capacidad fertilizante
Los daños en ADN causados por la crioconservación han sido reportados en varias
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especies animales como peces (Zilli et al., 2003; Li et al., 2008), primates (Li et al., 2007),
caprinos (Peris et al., 2004) e incluso en humanos (Sharma et al., 2004). 
Así mismo y con respecto a los daños a nivel de ADN ocasionados por la criocon-
servación en semen de peces, Miskolczi et al., 2005, proponen la hipótesis de daño
mecánico directo por el desarrollo intracelular de hielo, comparándolo con el daño de
fractura de ADN que pudiera ocasionar la radiación. Por otra parte, también atribuyen
el origen de estos daños a radicales libres de oxígeno. 
Para evidenciar si los daños en el ADN pueden causar efectos sobre la capacidad fer-
tilizante del espermatozoide, en goldfish Carassius auratus fueron provocados daños en
el ADN nuclear por radiación ultravioleta (UV) sin que esta capacidad fuese afectada
(Pachos et al., 2001). Esto igualmente ocurrió cuando la fragmentación del ADN en
células espermáticas de lamprea marina, provocada por estrés oxidativo (peróxido de
hidrógeno), no tuvo efectos negativos sobre la tasa de fertilización (Ciereszko et al.,
2005), sin embargo, la radiación UV en células espermáticas de esta misma especie,
produjo una disminución marcada de la tasa de fertilización. 
La crioconservación origina daños de fragmentación de ADN similares a los provocados
por el peróxido de hidrógeno y la radiación UV (Zilli et al., 2003) tal y como ocurre en
Dicentrarchus labrax (Zilli et al., 2003) y trucha arcoíris (Labbé et al., 2001), siendo el más
común la fragmentación originada por estrés oxidativo a causa de radicales libres de
oxígeno, apareciendo en las primeras etapas de almacenamiento y manipulación (Pérez
et al., 2009). Sin embargo, no en todas las especies afecta a la capacidad de fertilización
del espermatozoide. Suquet et al., 1998, en Psetta máxima y Chereguini et al., 2002 en
Scophthalmus maximus, demostraron que la fertilización y otros parámetros relacionados
con el desarrollo larval, fueron similares utilizando semen fresco y crioconservado. Sin
embargo, el análisis de ADN en estas células no fue realizado. Otros autores afirman
que la fragmentación de ADN puede estar asociada con la disminución de la habilidad
de fertilización (Sun et al., 2000; Gwo et al., 2003). 
La no incidencia de la fragmentación de ADN del espermatozoide sobre la fertilización
puede deberse a que durante este proceso algunos ovocitos activan el sistema enzimá-
tico de reparación de ADN propio, el cual actúa sobre el ADN de las células espermáti-
cas reparando el daño, permitiendo así que se lleve a cabo la fertilización y el normal
desarrollo del embrión (Kopeika et al., 2004), una habilidad ya conocida para mamí-
feros y otros peces (Ashwood y Edwards, 1996; Ahmadi y Ng, 1999). 
Los daños en ADN causados por estrés oxidativo y radiación UV son provocados
mediante mecanismos diferentes y por tanto su reparación por el ovocito tiene vías
heterogéneas. Así, la radiación UV ocasiona daños por modificación de las bases como
formación de dímeros de pirimidinas tipo ciclobutanos, glicoles de timina y fotopro-
ductos de pirimidina-pirimidona (Sancar, 2000), por su parte el estrés oxidativo lo
genera a partir de radicales libres de oxígeno o de hidroxilos quienes causan más de
20 diferentes tipos de daño al ADN, especialmente la oxidación y fragmentación de
los anillos nitrogenados de las bases (Slupphaug et al., 2003). La Reparación por
Escisión de Base (BER, por sus siglas en Inglés) se constituye en el principal sistema de
reparación del daño generado por la oxidación del ADN (Brozmanova et al., 2001). Las
principales lesiones que repara BER son la desaminación, oxidación y ausencia de bases
(Memisoglu y Samson, 2000). BER inicia su acción con el reconocimiento de bases
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anormales por glicosidasas específicas y el clivaje de los enlaces glicosídicos que unen
la base a la columna de azúcar fosfato. Estos sitios son procesados adicionalmente
mediante rutas de reparación (Dianov et al., 2003). En lamprea marina, se sugiere que
BER demuestra ser eficiente en ovocitos y embriones, siendo capaz de reparar serias
lesiones causadas por peróxido de hidrógeno, un agente oxidante del ADN (Ciereszko
et al., 2005). 
Conservar las características intactas posdescongelación que permitan a un esperma-
tozoide lograr con éxito la fertilización, ha sido explicado también desde la resistencia
celular. De acuerdo con Kopeika y Kopeika, 2007, es posible que las células esper-
máticas posean atributos que les permitan prevenir los daños y desarrollar criorre-
sistencia durante su congelación. Es así como durante la crioconservación de células de
Saccharomyces cerevisiae (eucariota), se detectó mediante microarreglos de ADN, la
expresión de algunos genes inducidos por la congelación, así como aquellos relacio-
nados con el rescate celular, defensa y virulencia y metabolismo energético. Estos genes
eran clasificados específicamente como codificantes de proteínas de choque térmico,
proteínas protectoras del estrés oxidativo y enzimas involucradas en el metabolismo de
glucosa (Odani et al., 2003). Así también, en humanos recientemente se ha descubierto
un gen codificante para un factor de protección contra el choque térmico espermático
y que está asociado específicamente al cromosoma Y, denominado HSFY (Y-specific heat
shock factor) (Vinci et al., 2005). Aunque estos mecanismos no han sido identificados
aun en peces, es posible que algunos genes similares se estén expresando en células
espermáticas de algunas especies durante la congelación, variando el nivel de expresión
según la especie, haciendo posible que la fragmentación sea inhibida o contrarrestada
en menor o mayor grado, permitiendo que la fertilización no se afecte o se vea alterada
(según el caso de activación o no de los genes en la especie) por el proceso de criocon-
servación al que fue sometido. 
Adicionalmente, existen otros factores externos que también pueden proteger la célula
espermática y permitir la garantía de eficiencia fertilizante de los espermatozoides. En
Morone saxatilis, se encontró que a pesar de que la crioconservación disminuía conside-
rablemente la capacidad fertilizante del espermatozoide, esta podría ser mejorada
cuando se adicionaba glicina en presencia de DMSO en el diluyente durante la con-
gelación (He y Woods, 2004), en contraste, en esta misma especie y bajo el mismo
experimento, la sola presencia de DMSO (sin glicina), sin importar su concentración,
no garantizaba el incremento de la tasa de fertilización. Los autores sugirieron en este
caso, que la glicina tiene la habilidad de mejorar la capacidad fertilizante del esper-
matozoide. Aunque aún no se elucida el mecanismo, se afirma que la glicina puede
interactuar electrostáticamente con los grupos fosfatos de los fosfolípidos de la mem-
brana plasmática, formando una capa en la superficie de la misma (Anchordoguy et al.,
1988). Hipotéticamente este evento podría generar deshidratación al esperma antes
de la congelación, disminuyendo el punto de congelación intracelular, haciendo que la
tasa de congelación difiera de aquellas en donde no hay glicina. 
La importancia de la disminución del punto de congelación radica en que la presencia
de agua intracelular es posiblemente uno de los principales factores responsables de la
formación de cristales de hielo durante la crioconservación, causando diversos tipos
de daños (Viveiros et al., 2001; Zachariassen, 2000), por lo que la disminución del agua
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intracelular facilita la acción del crioprotector interno, permitiéndole disminuir más
eficientemente el punto de congelación, además de proteger al espermatozoide contra
otros daños causados por la congelación (Medina-Robles et al., 2005), entre ellos daños
a la membrana mitocondrial y a la membrana plasmática (Ogier et al., 1997), esta
última, estrechamente relacionada con eventos de fusión y fertilización (Frits y Baren,
2000; Yu et al., 2002). No obstante la habilidad protectora del DMSO en otras especies
resulta ser tóxico para la célula espermática. En el pez gato Pelteobagrus fulvidraco, el
DMSO e incluso el glicerol disminuyeron significativamente la tasa de fertilización,
mientras el metanol demostró proteger al espermatozoide alcanzando tasas de fertiliza-
ción de hasta el 90% (Pan et al., 2008). La efectividad y toxicidad de los crio-protectores
puede variar de acuerdo a la especie e incluso entre peces y otros animales (Velasco-
Santamaría et al., 2006; Horvath et al., 2003). 
Es posible que la alteración de otras variables celulares o moleculares esté interviniendo
positiva o negativamente en los índices de fertilización espermática. Para ello, se han
intentado establecer relaciones entre la capacidad fertilizante del espermatozoide con
el contenido de ATP o con la movilidad (Ogier et al., 1997), sin embargo, no siempre
estas variables pueden correlacionarse, puesto que se ha encontrado que la habilidad
para fertilizar un ovocito por parte del espermatozoide depende del conjunto de
variables y de otras como la integridad de membrana (Bobe y Labbé, 2010). En Morone
saxatilis se mostró que espermatozoides, aparentemente inmóviles (0%) posdesconge-
lación, originaron tasas de fertilización hasta del 88%. Casos similares se reportan en
Ciprinus carpio (Warnecke y Pluta, 2003). 
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movilidad y/o la fertilización espermática. Fuente: Los autores.



CONCLUSIONES

La revisión permitió recopilar y analizar efectos de la crioconservación sobre la calidad
y el desempeño espermático, los cuales se presentan a través del modelo conceptual de
la figura 3. Básicamente se encontró, en lo publicado hasta ahora, que los efectos
pueden ser de dos tipos: Daños en el genoma y en el proteoma. Los daños en el genoma
impiden la replicación y la transcripción de genes mitocondriales o nucleares e impi-
diendo, por consiguiente, la síntesis de proteínas claves en la producción energética,
trayendo como consecuencia la disminución de la movilidad o la inmovilidad espermá-
tica, daño que sin embargo puede ser enmendado en algunos casos por los sistemas de
reparación de ADN del ovocito. Los daños en el proteoma se traducen en la interrupción
de la cascada de fosforilación y activación enzimática, afectando la movilidad del
espermatozoide, así como su capacidad fertilizante. 
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