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RESUMEN

La crioconservacion de semen es una herramienta para mejorar la produccion de alevinos,
atendiendo la demanda de semen y simplificando la reproduccién en cautiverio; sin embargo, la
crioconservacion ocasiona dafios a las células espermaticas por el estrés toxico y osmético
ocasionado por la exposicion a los crioprotectores y por los choques térmicos que sufre durante la
congelacién y descongelacion. La magnitud de los dafios criogénicos, en el proceso de
crioconservacion puede resultar en la disminucion de la movilidad, velocidad espermética y
capacidad fertilizante del semen crioconservado; por lo que el objetivo de esta conferencia es
discutir los principales dafios que sufre la célula esperméatica durante el proceso de
crioconservacion-descongelacion, asi como referenciar algunos de los métodos de evaluacién de
los dafios que sufre la celula espermatica durante la dilucion (precongelacion), congelacion y
descongelacion.

Introduccion

La crioconservacion de semen es un método seguro para almacenar y conservar material genético
(Cabrita et al., 2014); cuyos beneficios permite el establecimiento de bancos de recursos genéticos,
contribuye a la conservacion de especies amenazadas o en peligro de extincion (Bobe & Labbé,
2010) y ha permitido el desarrollo de tecnologias de reproduccion asistida de varias especies
animales (Fabbrocini et al., 2000). En la piscicultura podria ser una herramienta tecnoldgica para
mejorar la produccion de alevinos, atendiendo la demanda de semen y simplificando la
reproduccion en cautiverio; sin embargo, la crioconservacion ocasiona dafios en las células
espermaticas por el estrés toxico y osmoético ocasionado por la exposicién a los crioprotectores y
por los choques térmicos que sufre en el proceso de congelacion y descongelacion. La magnitud
de los dafios criogénicos, durante el proceso de crioconservacion puede resultar en la disminucion
de la movilidad, velocidad espermatica y capacidad fertilizante del semen crioconservado-
descongelado.

La dilucién del espermatozoides en las soluciones crioprotectoras asi como las curvas de
congelacion y descongelacion producen cambios en la célula espermatica que deterioran su calidad.
Los cambios en la osmolaridad externa provocan dafos en la estructura y funcionalidad celular, ya
que generalmente el choque hiperosmético induce alteraciones en el tamafio de las células
(Morisawa, 1994). Morris et al. (2012) afirmaron que el dafio celular cuando se utilizan tasas lentas
de congelacion se relaciona con la exposicion y la eliminacion de las condiciones hipertdnicas
ocasionada por los crioprotectores y consideraron que un aumento en la tasa de congelacion reduce
al minimo el tiempo de exposicion del semen a los crioprotectores y por tanto se esperaria una
disminucion del dafio ocasionado por el desequilibrio osmotico. El objetivo de esta conferencia es
discutir los principales dafios que sufre la celula espermatica durante el proceso de



crioconservacion-descongelacion asi como referenciar algunos de los métodos de evaluacion de
los dafios a los organelos de la célula espermatica.

Calidad espermética

La movilidad espermética es el atributo mas comidnmente usado para evaluar la calidad del
espermatozoide, es una variable de calidad integradora junto con los componentes celulares
responsables de la activacion y sostenibilidad de la movilidad del espermatozoide (Bobe & Labbé,
2010); sin embargo, puede no ser bien correlacionada con la capacidad fecundante del semen (Gwo
et al., 1991). Generalmente la crioconservacion influye en la disminucion de la movilidad, tiempo
de activacion y estimula el aumento de movimientos circulares (Lahnsteiner et al., 2000; Wamecke
& Pluta, 2003). Conocer los dafios en las estructuras celulares del espermatozoide ayudaria a
explicar el descenso de la movilidad y por ende de la fertilidad. Se ha reportado que los dafios en
la mitocondria estan asociados a la disminucion de la movilidad (Fraser & Strzezek, 2007); pero
también se ha encontrado que semen con alto grado de dafios a nivel del DNA nuclear registra una
marcada disminucion de la movilidad y velocidad espermética posdescongelacion (Li et al., 2008).

La viabilidad de las células, definida como las células con membrana plasmaética intacta y funcion
mitocondrial, han sido seleccionados como indicadores para la evaluacion de la calidad
espermatica en peces, especialmente para la crioconservacion del esperma, cuya membrana
plasmatica y mitocondrial pueden ser dafiadas durante el proceso de crioconservacion.

La estimacion de la calidad del espermatozoide de peces ha sido determinada tradicionalmente
usando técnicas manuales, subjetivas, evaluando la movilidad y la densidad espermatica, pero éstas
consumen tiempo y los resultados son muy variables (Van Look & Kime, 2004). En los Gltimos
afios se han desarrollado métodos alternativos para la evaluacion de la calidad espermaética a traves
de la morfometria de la cabeza de los espermatozoides, la integridad de la membrana y las
funciones mitocondriales (Asturiano et al., 2005; Marco-Jiménez et al., 2006a, 2006b). Estas
nuevas técnicas pueden usarse para evaluar la calidad del semen en fresco o para distinguir cambios
producidos en su morfologia debidos a la dilucion (precongelacion), congelacién o descongelacién
(Billard et al., 2000; Vladic et al., 2002). La evaluacion de la calidad espermatica mediante el uso
de tinciones fluorescentes en conjunto con la citometria de flujo es relativamente nuevo, en
especies acudticas cada vez tiene mayor relevancia; relevancia, porque permite la deteccion rapida
de una gran namero de células en una muestra, para detectar los cambios estructurales o funcionales
de las mismas lo cual proporciona un método objetivo de evaluacion de la calidad espermatica
(Daly & Tiersch, 2012).

Darfios en membrana espermatica y mitocondrias

En el proceso de crioconservacion la membrana plasmatica es la primera estructura en ser afectada
por los cambios en la composicion quimica o temperatura del medio y se sugiere que la resistencia
del espermatozoide a la congelacion y toxicidad del medio es influenciada por la composicion
quimica de lipidos y proteinas que constituyen la membrana (Farkas et al., 2001; Muchlisin et al.,
2009); siendo la membrana plasmatica una estructura importante en la activacion de la movilidad
(Bobe & Labbé et al., 2010). La morfologia e integridad de las mitocondrias también se consideran
factores clave en la funcionalidad del espermatozoide y su dafio disminuye la movilidad de las



células asi como los niveles de ATP después de la congelacion y descongelacion (Cabrita et al.,
2005 a; Figueroa et al., 2013).

El estrés oxidativo se considera como una de las principales causas del dafio mitocondrial (Cabrita
etal., 2010), debido a que promueve la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) las cuales
afectan la eficiencia respiratoria mitocondrial (Ferramosca et al., 2013). Otra posible causa del
dafio mitocondrial son los cambios morfoldgicos ocurridos en la pieza media del espermatozoide
que afectan la pérdida de la envoltura densa de las mitocondrias (Yao et al., 2000). La pérdida de
la funcionalidad mitocondrial reduce el potencial de la membrana mitocondrial ocasionando
pérdida de la movilidad y velocidad espermética.

La integridad de la membrana y la funcion mitocondrial en semen fresco y crioconservado son
evaluadas con el fin de determinar el éxito de los protocolos de crioconservacion (Daly & Tiersch,
2012). Entre los métodos mas usados para investigar y determinar los dafios ultraestructurales,
especialmente en membrana plasmatica de células espermaticas, ha sido la microscopia electrénica
de barrido (scanning); la cual proporciona informacion detallada de la estructura ultracelular y
ayuda a establecer los cambios morfologicos que acontecen en los procesos de crioconservacion
(Yao et al., 2000; Taddei et al., 2001). Otro método es la tincidn de fluorescencia en conjunto con
la citometria de flujo; la cual es recomendada para proporcionar una valoracion rapida de la
integridad de la membrana plasmatica y la funcion mitocondrial en esperma crioconservado de
peces (Ogier-De Baulny et al., 1999; Segovia et al., 1999). Entre los colorantes mas utilizados para
la evaluacion de la actividad mitocondrial estd la Rhodamina 123, el cual requiere ser removido,
lo cual implica tiempo consumido y dafio mecanico; otro colorante poco usado para esperma de
peces es el yoduro de 3,3'-dihexiloxacarbocianina (DiOCs(3)) este colorante se incorpora en la
mitocondria por el potencial transmembrana mitocondrial (Shapiro, 1994). Los colorantes
anteriormente mencionados usualmente son combinados con loduro de Propidio (IP) para detectar
dafios en la membrana espermatica, el cual es incapaz de pasar a través de una membrana
plasmatica normal pero puede penetrar una membrana plasmética cuya estructura se encuentre
alterada (Darziynkinkiewicz et al., 1984) y de esta manera predecir los efectos de la
crioconservacion sobre la sobrevivencia espermaética y la capacidad fecundante (Daly & Tiersch,
2012).

Fragmentacién del DNA

El dafio a la integridad o fragmentacion del DNA se entiende como las anormalidades que sufre la
estructura de la cromatina espermatica debido a las diversas condiciones ambientales a las cuales
la célula esta sometida (Zilli et al., 2003). La integridad del DNA espermatico esta asociado al éxito
de la fertilizacion, al desarrollo normal de los embriones resultantes o su descendencia (Lopes et
al., 1998); lo cual sugiere que la fragmentacion del DNA es una caracteristica asociada al fracaso
o al éxito de la fertilizacion (Sakkas et al., 2002; Sergerie et al., 2005; Li et al., 2008) y por tanto
del proceso de crioconservacion. Algunos estudios reportan que los dafios en el DNA pueden ser
respuesta a la oxidacién y a eventos mecanicos (Box et al., 2001; Pérez-Cerezales et al., 2009);
estudios con semen de trucha arco iris Oncorhynchus mykiss demuestran un significativo
incremento en la fragmentacién del DNA después de la crioconservacion, sugiriendo que la
oxidacion de bases especificas pueden ocurrir durante el proceso de crioconservacion (Cabrita et
al., 2005b; Pérez-Cerezales et al., 2009). La fragmentacion del DNA por la generacion de ROS
(estrés oxidativo), se sugiere como consecuencia de la modificacion de las histonas presentes en el



DNA (Ziech et al., 2011; Chervona & Costa, 2012). Las bases nitrogenadas del DNA, en particular
guanina, son el principal objetivo de ataque de las ROS, generando 8-hidroxy,2"-deoxyguanosina
(8OHAG); esta reaccion debilita el enlace entre la guanina y la unidad de ribosa adyacente,
produciendo la pérdida de la base oxidada, desestabilizando la estructura del DNA y resultando en
la fragmentacion de las cadenas (Cabrita et al., 2014). La fragmentacion del DNA tiene efectos
importantes en el desarrollo embrionario inicial mas que en la fertilizacion, en virtud de su papel
en el control de la expresion genica en las primeras etapas del desarrollo embrionario (Carrell &
Hammoud, 2010; Delbés et al., 2010; Ward, 2010).

Para reducir las modificaciones de la cromatina, se deben tener en cuenta dos aspectos; la
evaluacion de las posibles diferencias de resistencia al dafio entre las muestras de semen y la
utilizacion de métodos de congelacion y descongelacion menos dafiinos. Se ha comprobado que
las muestras de semen crioconservado poseen diferentes susceptibilidades al dafio de la membrana
y por lo tanto la eleccion de muestras de semen mas resistentes resulta en mayor calidad después
de la crioconservacion (Cabrita et al., 1998); lo mismo sucede con el dafio del DNA, por eso se
sugiere que el periodo de recoleccién del esperma se realice dentro de la temporada reproductiva,
ya que este es uno de los factores que podrian afectar el éxito de la crioconservacion. Generalmente
es reconocido que el semen producido a la mitad de la temporada proporciona las muestras mas
apropiadas para crioconservacion (Billar & Zhang, 2001; Kopeika et al., 2007) y se ha sugerido la
adicién de antioxidantes al diluyente para reducir la oxidacién, pero los resultados no parecen evitar
completamente la fragmentacion de la cromatina (Pérez-Cerezales et al., 2010).

Existen diferentes métodos para evaluar la fragmentacion del DNA, algunas se basan en la
electroforesis, otras en la citometria de flujo, y también existen otras que se basan en el uso de
pruebas de fluorescencia que pueden ser analizar por citometria de flujo o citometria de
fluorescencia asistido por computador (Cordelli et al., 2005). Entre estas pruebas se encuentra el
ensayo cometa o electroforesis en gel de una sola célula (SCGE por sus siglas en inglés), la cual es
muy sensible para la deteccion del rompimiento de las cadenas de DNA en células individuales
(Tice et al., 2000). La prueba tipo TUNEL (TdT-mediated -dUtp Nick End Labeling), cuantifica la
incorporacion de una etiqueta de trifosfato de desoxiuridina (dUTP) y sitios de rompimiento del
DNA en una reaccion catalizada por la enzima desoxinucleotidil transferasa (Gorczyca et al., 1993;
Muratori et al., 2000, Cabrita et al., 2011) esta prueba puede ser cuantificada por citometria de
flujo, microscopia de fluorescencia o microscopia de luz. Una técnica que ha incrementado de
manera notable su uso en la tltima década para la evaluacion de la calidad espermatica en especies
acuaticas es la tincion fluorescente y citometria de flujo (Ogier de Baulny et al., 1997; Liu et al,
2007; Guthrie et al, 2008), esta prueba tiene el propdsito de medir las anomalias de la condensacion
de la cromatina usando diferentes colorantes especificos del DNA como DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) (Spand et al., 1984), bromuro de etidio/mitramicina (Engh et al., 1992) e ioduro de
propidio (Molina et al., 1995), esta técnica ha permitido demostrar la relacion entre la capacidad
fertilizante y el incremento de la fraccion de espermatozoides anormales (Hacker-Klom et al.,
1999; Filatov et al., 1999). En este método Dali & Tiersch (2012) sefialaron que los resultados
pueden ser sub o sobreestimados por la lectura de eventos no espermaticos como células diploides;
debido a la contaminacion de las muestras en la obtencion del semen, especialmente cuando el
semen es extraido por diseccion y posterior maceracién testicular; considerandose de mucha
importancia para la objetividad de este método, separar los eventos espermaticos de los no
espermaticos en la preparacién de la muestra.



En general se puede concluir que la célula espermatica sufre importantes dafios tanto en la dilucion
con los crioprotectores, curvas de congelacion y descongelacion que afectan su morfologia,
movilidad y en Ultimas su capacidad fertilizante. La estimacion de los dafios y sus posibles causas
son un gran reto para el desarrollo de protocolos de crioconservacion mas efectivos para la industria
piscicola.
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