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RESUMEN

La criopreservacion se perfila como una biotecnologia que per-
mite el resguardo de material genético viable por tiempo indefi-
nido (meses o afios). Esto se logra mediante la congelacién a muy
bajas temperaturas (-196 °C), lo cual provoca una disminucién en
el metabolismo celular hasta una etapa de inactividad, una vez
que la muestra se descongela puede ser utilizada para llevar a
cabo la fecundacion in vitro o asistida. Por tal motivo, esta bio-
tecnologia es considerada una herramienta clave para la repro-
ducciény la conservacion de especies de interés comercial o bio-
|6gico. En este articulo se revisa la criopreservaciéon espermatica
como herramienta clave en la biologia de la reproduccién, asi

como sus avances en la ciencia, sus desafios y sus limitaciones.
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ABSTRACT

Cryopreservation is emerging as a biotechnology that enables
the preservation of viable genetic material for an indefinite pe-
riod (months or years). This is achieved by freezing at extreme-
ly low temperatures (-196 °C), which causes a reduction in cel-
lular metabolism to a stage of inactivity. Once the sample is
thawed, it can be used to carry out in vitro or assisted fertiliza-
tion. For this reason, it is considered a key tool for the reproduc-
tion and conservation of species of commercial or biological in-
terest. This article reviews sperm cryopreservation as a key tool
in reproductive biology, advances and challenges in science, as

well as its limitations.
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Introduccion

La biodiversidad, definida como la variedad de seres vivos e interacciones entre ellos y su en-
torno, es esencial para mantener el equilibrio ecolégico. Se estima que existen alrededor de
8.7 millones de especies en el planeta. Sin embargo, a la fecha sélo se han identificado en-
tre 1.5 y dos millones. México es considerado uno de los diecisiete paises megadiversos del
mundo, pues alberga aproximadamente doscientas mil especies diferentes, equivalentes a
entre 10% Y 12% de la biodiversidad mundial (Comisién Nacional para el Conocimientoy Uso
de la Biodiversidad, 2022).

No obstante, la biodiversidad enfrenta amenazas gravesy aceleradas, asociadas a diversos
problemas antropocéntricos, como el crecimiento demogréfico desmedido, la falta de plani-
ficacion adecuada en el uso del suelo, la explotacion excesiva de los recursos naturales, au-
nado a la pérdida o fragmentaciéon de habitats, la contaminacion y la quema desmedida de
combustibles fésiles que contribuye al cambio climatico (Keck et al., 2025).

Frente a estos desafios se han desarrollado diversas estrategias innovadoras de reproduc-
cién asistida (RA) cuyo objetivo principal es conservar y preservar la biodiversidad. Una de las
mas prometedoras es la criopreservacion de gametos, técnica que permite conservar mate-
rial genético a temperaturas muy bajas (-196 °C), que ralentizan la actividad bioldgica y ase-

guran la viabilidad para su uso posterior.

Innovaciones en la reproduccion asistida: avances en la ciencia y sus implicaciones

En paralelo a los esfuerzos por preservar la biodiversidad, la ciencia ha logrado importantes
avances en el campo de la RA, herramienta clave para la conservacion de especies de impor-
tancia bioldgica y comercial. Entre ellos destaca la sincronizacion del celo, superovulacién,
sexado de espermatozoides (clasificacion de espermatozoides vivos portadores de cromo-
somas X e Y), inseminacion artificial (1a), fertilizacién in vitro (FIv), produccidon de embriones in
vitro, transferencia de embriones y criopreservacion de gametos. Estas innovaciones no sélo
han optimizado la reproduccién y conservacion de especies; también han permitido modifi-
car caracteristicas genéticas (Bustamante-Gonzalez y Avalos-Rodriguez, 2023; Megha y Chai-
tanya, 2021) que podrian abrir nuevas posibilidades ante la perdida de la biodiversidad, resis-

tencia a enfermedades y adaptaciones ambientales.

Criopreservacion: la vida en frio

El frio tiene un poder paraddjico: preservar o destruir. En el campo de la biologia, el frio es utili-
zado para conservar lavida. En este contexto, la criobiologia resulta ser una rama especializada
delabiologia que se enfoca en la conservacion alargo plazo (meses o aios) de células y tejidos,
atemperaturas muy bajas (-196 °C). Este proceso permite ralentizar el metabolismo, las reaccio-

nes bioquimicas, el envejecimiento y la degeneracion celular (Malabika y Mohammad, 2014).
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Criopreservacion espermatica

La criopreservacién espermatica consiste en una serie de pasos: 1) diluir el semen en una so-
lucién denominada diluyente; 2) hacer uso de un crioprotector permeable o no permeable; 3)
estandarizar un periodo de equilibro, es decir, el tiempo que requieren los espermatozoides
para ajustar las concentraciones de solutos (intra y extracelulares) y para la difusién de los crio-
protectores a través de la membrana plasmatica para sustituir el agua intracelular; 4) sistema
de empaque; 5) enfriamiento en vapor de nitrégeno (las pajillas o viales con el semen se colo-
can en promedio a 5 cm de altura del nitrégeno liquido) con la finalidad de proveer una fase
de enfriamiento controlada para evitar el daio celular ocasionado por la formacion de crista-

les de hielo; 6) congelacién; 7) descongelacién, y 8) evaluacién de las muestras.

Diluyentes

Los diluyentes son soluciones isoténicas disefiadas especificamente para simular el entorno
natural de los espermatozoides dentro del testiculo o del conducto eferente. Sin embargo,
cuando se agrega el crioprotector el diluyente se vuelve hiperténico. Su funcién principal
es preservar la viabilidad de los espermatozoides durante el proceso de congelacién (Medi-
na-Robles et al., 2020; Sieme et al., 2016). Por esta razdn es necesario ajustar la osmolaridad
(concentracion de particulas disueltas en un solvente) y el pH, acorde al plasma seminal de

la especie objetivo.

Crioprotectores

Los crioprotectores son compuestos altamente hidrosolublesy de baja citotoxicidad que des-
empeian funciones fundamentales en la criopreservacion. La principal es difundiragua a tra-
vés de la bicapa fosfolipidica e inducir su salida del espacio intracelular, lo que contribuye a
reducir la temperatura de nucleacién del hielo. Este proceso impide que los cristales de hielo
se formen dentro de la célula, lo que protege las estructuras internas y minimiza el dafio cau-
sado por la congelacion. Los crioprotectores ayudan a equilibrar el gradiente osmético intra
y extracelular, lo que facilita la deshidratacién celular de manera controlada y evita la crista-
lizacion (Bustamante-Gonzalez et al., 2024).

Los crioprotectores se clasifican en dos grupos: permeables y no permeables, segun su
capacidad para difundir la membrana plasmatica, y su uso depende del tipo de célula o teji-
do que se desea conservar.

Los crioprotectores permeables son compuestos de bajo peso molecular que tienen la
capacidad de difundir a través de la membrana plasmatica. Su principal funcién es prevenir
el dafo causado por la formacién de cristales de hielo dentro de las células durante la con-
gelacion, pero también mantienen el equilibrio osmético entre el interior y el exterior de la

célulay reducen la temperatura de nucleacién. Dentro de los crioprotectores permeables se
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encuentra el dimetilsulféxido, metanol, etanol, etilenglicol, glicerol y 1,2-propanodiol (Busta-
mante-Gonzalez et al., 2024); en animales domésticos es mas comun el uso de glicerol.

Los crioprotectores no permeables, también llamados extracelulares, son sustancias de
alto peso molecular que no difunden la membrana plasmatica pero ejercen una accién crio-
protectora externa que ayuda a controlar la rehidratacién intracelular durante la desconge-
lacion y previenen el dafio osmético. Dentro de los crioprotectores no permeables mas uti-

lizados se encuentran la glucosa, fructosa, lactosa, sacarosa y trehalosa (Allai et al., 2018).

Sistema de empaque

El tipo de empaque es determinante en la congelacién, descongelacién y almacenamiento
de las muestras. Las pajillas son de uso comun para la criopreservacion seminal, dada su re-
lacién superficie/volumen, lo cual favorece la congelacion y descongelacién de las muestras
(Medina-Robles et al., 2020). Las pajillas se comercializan en distintos volimenes (0.25, 0.5 0
1.2-5.0 mL), los cuales son elaborados con plasticos que soportan y hace eficientes los cam-

bios de temperatura durante la congelacion.

Tasa de congelacién y descongelacion

La etapa de congelacion es considerada un punto critico de control, ya que es donde la cé-
lula sufre dafos irreversibles por la formacién de cristales de hielo (intracelulares y extra-
celulares), choque térmico, estrés osmotico y estrés oxidativo, que en conjunto afectan la
membrana plasmatica, las mitocondrias y la estructura de la cromatina (Figueroa Villalobos
et al., 2025; Gironi et al., 2020). La congelacion de las muestras se puede llevar a cabo me-
diante hielo seco, suspension en vapores de nitrogeno liquido, vitrificacion o enfriamiento
controlado (congelador programable) (Medina-Robles et al., 2020).

Ulteriormente, la descongelacién hace referencia a la velocidad a la que una muestra es
descongelada. En este caso se recomienda estandarizar la temperatura, ya que una tasa de
descongelacion lenta hace que los cristales de hielo se recristalicen, fusionen, crezcan y da-
fien la célula. Por otra parte, cuando la tasa de descongelacién es rapida no hay tiempo su-
ficiente para la recristalizacion, es decir, el hielo simplemente se derrite. La temperatura y el
tiempo de descongelacién suelen variar de acuerdo con la especie, pero el promedio osci-

la entre 35y 40 °C.

Desafios en la reproduccion

La criopreservacion espermatica es una herramienta clave en la biologia de la reproduccién.
Sin embargo, uno de sus retos es la elaboracién de protocolos especificos de acuerdo con cada
especie, que aseguren altos porcentajes de espermatozoides mdviles capaces de llevar a cabo

la fecundacion. Por esta razdn, se requiere de un mayor volumen de semen criopreservado,
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desafio que pone de manifiesto la necesidad de contar con protocolos exitosos que garanti-
cen la viabilidad y movilidad de los espermatozoides para llevar a cabo alguna técnica de re-
produccién asistida (TRA), como la 1A o la FIv (Bustamante-Gonzalez y Avalos-Rodriguez, 2023;
Bustamante-Gonzalez et al., 2024).

No obstante, aunque la criopreservaciéon ha demostrado ser una TRA valiosa para la con-
servacion de la biodiversidad y la biologia de la reproduccién, no esta exenta de desafios
técnicos y limitaciones. Uno de los problemas principales radica en los dafios que la célula
manifiesta durante la congelacién y descongelacion, ya que la membrana plasmatica y los
organulos celulares son estructuras extremadamente delicadas cuya integridad y funcio-
nalidad pueden verse comprometidas por los cambios de temperatura (Nynca et al. 2017).

El problema se debe a la formacion de cristales de hielo intra y extra celular, los cuales
pueden perforar la membrana plasmatica, dafar su estructuray funcionalidad, aunado al es-
trés osmotico, térmico y oxidativo, que en conjunto afectan la viabilidad celular (Bustaman-
te-Gonzélez et al., 2024; Figueroa Villalobos et al., 2025). No obstante, otro desafio es la capa-
citaciéon prematura o criocapacitacion, que reduce la viabilidad fértil de los espermatozoides
descongelados (Banas et al., 2023; Benko et al., 2022), lo cual plantea la necesidad de desa-

rrollar protocolos mas seguros y eficientes que minimicen los dafios durante este proceso.

Algunos casos de éxito
A continuacién se describen algunos casos de éxito donde se ha conseguido criopreservar
espermatozoides de manera satisfactoria.

En México se logro la criopreservacion espermatica de especies endémicas con alto valor
biolégico y cultural, como el ajolote (Ambystoma mexicanum), anfibio catalogado en peligro
de extincién (Rivera-Pacheco et al., 2021), 0 bien, de algunos peces endémicos pertenecientes
al género Chirostoma (Bustamante-Gonzaélez et al., 2024).

En Espafa se consiguié la criopreservacién espermatica del halcén peregrino (Falco pere-
grinus), lo que ha sido propuesto como modelo biolégico idoneo para el desarrollo de pro-
tocolos de criopreservacion aplicables a otras aves rapaces (Cardoso et al., 2020). Asimismo,
se logré la criopreservacion del lobo ibérico (Canis lupus signatus), endémico de la peninsu-
la ibérica, cuyos resultados podrian contribuir a la conservacién de subespecies (Cerdeira et
al., 2021). Recientemente se consigui6 la del pingiino del Cabo (Spheniscus demersus) y la del
pingliino de pico rojo (Pygoscelis papua) (Marti-Colombas et al., 2022).

En Brasil se realizd la criopreservacion espermatica de diversas viboras, como la mapa-
na (Bothrops atrox), caiyaca (B. moojeni) y cascabel tropical (Crotalus durissus) (Blank et al.,
2022). En Estados Unidos se obtuvo de manera satisfactoria la criopreservacion espermati-
ca del hurdn de patas negras (Mustela nigripes), especie en peligro de extincion en América

del Norte (Howard et al., 2015).
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Por lo anterior, la criopreservacion se perfila como una biotecnologia clave, con un futu-
ro prometedor en los campos de la conservacién de la biodiversidad y en la biologia de la

reproduccion.

Futuro de la biodiversidad y la ciencia reproductiva

El desafio de proteger la biodiversidad requiere de un enfoque integral que combine la con-
servacion de los ecosistemas con el uso responsable de las tecnologias emergentes. En este
contexto, la RA puede ser una herramienta fundamental, pero solo si se utiliza de manera éti-
cay sostenible. Si bien la ciencia ofrece soluciones innovadoras, la preservacion de la biodi-
versidad sigue siendo la prioridad, y a medida que continuamos enfrentando retos medioam-
bientales globales, es crucial que la humanidad encuentre un equilibrio entre el desarrollo

tecnoldgico y la conservacion de la vida en el planeta (Malabika y Mohammad, 2014).

Conclusion

La criopreservacion se ha consolidado como una herramienta fundamental en la protecciony
el uso sostenible de los recursos biolégicos, desempefando un papel invaluable en la biolo-
gia moderna. Su eficacia en la conservacion y reproduccién de especies en peligro de extin-
cion la posiciona como una estrategia clave para preservar la biodiversidad, principalmente
en aquellas especies que presentan barreras geograficas que dificultan la reproduccién na-
tural, o bien, potenciar la mejora genética de organismos con alto valor comercial. No obs-
tante, a pesar de los avances significativos en la comprension de los mecanismos implicados
en este proceso, la mejora continua de los protocolos de criopreservacién sigue siendo esen-
cial para asegurar una conservacion eficiente y segura del material biolégico.

Con el desarrollo de nuevas tecnologias y metodologias se espera que esta técnica ten-
ga un impacto profundo no sélo en la preservacion de gametos, sino también en la de otros
tipos de células y tejidos, al ampliar sus aplicaciones tanto en el dmbito de la biologia como
en la medicina regenerativa. Esta evolucion proyecta la criopreservacion como una biotec-
nologia revolucionaria para el resguardo de la diversidad genética y el avance de soluciones

innovadoras frente a los desafios ambientales y productivos actuales.
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