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INTRODUCCION.

1) El estudio de la congelacion de células vivas se inicia
muchisimos afios atras, pero recién es en 1950 que
Smith y Palge en Inglaterra, lograron con éxito congelar
semen de toro.-

A esta experiencia inicial siguieron muchisimas mas
y hoy practicamente se congela semen con mayor o me-
nor éxito, a los machos de todas las especies domésticas,
incluido el hombre y muchas especies de zooldgico -
mas de 100.-

Asi como muchos investigadores - la gran mayoria -
prefirieron aplicar la investigacién sobre bases practicas,
tratando de mejorar los métodos de congelacién en las
distintas especies, en un esfuerzo por incrementar los
porcentajes de fertilidad, otro grupo, dedico su esfuerzo
a tratar de comprender las razones, por las que el esper-
matozoide moria o lograba sobrevivir a tan baja tempe-
ratura, o sea, el mecanismo fntimo de la congelacién.-

Este hecho resulta casi paradojal, dado que no fue
investigando las causas que mataban los espermatozoides
o las células, que se llegd al descubrimiento de los méto-
dos de congelacién, sino que, al contrario, descubierto el

método en un acto totalmente casual y afortunado, de-
bieron posteriormente investigar qué era lo que sucedia
en la célula cuando se la congelaba.

Como es de conocimiento, el Profesor Polge estudia-
ba métodos de congelacidn, sin resultado practico algu-
no, cuando recibe 6rdenes de cambiar de laboratorio,
para proseguir sus investigaciones en Cambridge. Parece-
ria que, en esa confusion, que determina toda mudanaza,
hubo también pérdida de etiquetas y confusion de enva-
ses, habiéndose congelado semen sin proponerselo ex-
presamente, con el diluyente habitual, agregado a gliceri-
na o glicerol, que fue finalmente el elemento cryopro-
tector que permitio congelar sin matar células vivas.

Nace alll, la Cryogenesis, o Cryobiologia, que es pre-
cisamente la ciencia que estudia la relacion de aconteci-
mientos gue se suceden entre las células y los fluidos en
momentos de la congelacion.

Y es precisamente el aspecto fisico-quimico de esa

relaciébn, mucho mas que la metodologia empleada, la
que queremos destacar hoy.
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1) ASPECTOS FISICO-QUIMICOS DE
LA CONGELACION EN SI.

La congelacibn de semen no es en sintesis més que,
el traslado mediante enfriamiento, del material seminal
y el diluyente, de un estado liquido a un estado sdlido.
La sustancia a congelar - en este caso el semen - estd in-
tegrada por distintos elementos con diferentes tempera-
turas de congelacién y a medida que aguella va descen-
diendo y alcanzando dichos puntas, esas sustancias van
congelando una a una, hasta la congelacién total del flul-
do. Los espermatozoides son células con un elevado
porcentaje de agua y elementos quimicos diversos y
quedardn también sometidos a la regla de congelacibn
que menclondbamos previamente.

Veremos ahora més detenidamente, qué sucede en la
célula y en el medio diluyente, cuando la temperatura
desciende al punto de congelacién; a esos efectos hare-
mos una revision de ello segin se trate de:

a) Una solucidn salina sin células,

b) Una solucién salina con célules.

c) Una solucién con el sgregado de un elemento cryo-
protector, pero sin células.

Una solucién con el agregedo de un elemento cryo-
protector, pero con células, o sea una solucién glice-
rada de semen.

A) CONGELACION DE UNA SOLUCION SIN CELU-
LAS.

d

El investigador americano Rapatz que ha fotografia-
do el proceso, sostiene, que el cambio fisico mas impor-
tante en la congelacién de una solucitn salina, resulta la
extraccion de agua - en forma de hielo - fuera de dicha
soluclén o sistema, lo cual se acompafia por otros Im-
portantes acontecimientos. Asl por ejemplo, ni bien se
injcia la congelacién, también comienza el desprendi-
miento de calor - unas 80 calorias por cada gramo de
agus convertida en hielo.- A medida que la congelacion
progresa y més agua se convierte en hielo, mas aumenta
la concentracién de la sal y més desciende su punto de
congelacién. Llega un momento en el que, la sal y el
agua comlenzan a cristalizar simultaneamente, conocién-
dose dicha temperatura - distinta segin cada solucion -
con el nombre de temperatura ecléctica.

En la Fig. 1 puede verse un sjemplo de congelacion
de una solucién de Na Cl al 15%/0; al comienzo el agua
se va congelando y disponiendo en barras paralelas - b de
la figura - permaneciendo separadas por canales -c- de la
solucién salina aiin no congelada. En el cuadro 1 de esta
misma flgura puede apreciarse une cristalizacién prima-
ria a 21°C, conteniendo el canal C - entre las columnas
de hielo b - la solucién concentrada no congelada.

En el cuadro 2 de la misma figura, se aprecia el efec-
to de la cristalizacién cuando la misma solucién ha al-
canzado los 35°C bajo 0. Al llegar a este temperatura -
temperatura ecléctica de esta solucién - agua y sal conge-
lan simulténeamente formando otro diagrama distinto.

Veremos ahora, porque ello interesa en 8l proceso de
congelacidn de semen, como las caracteristicas fisicas -
tipo y tamaiio de esos cristales de hielo - varfan segin la
velocidad con que el agua es extralda del sistema, lo cual
dependera a su vez, de |a temperatura de congelacion, la
velocidad de enfriamiento y la concentracién y natura-
leza de la solucién.

Fig. 1 - Congelacién de una sol. de Na Cl al 15%/0.
Cuadro 1=b=agua congslada c=sol. salina no congelada.
Cuadro 2: La sol. ya ha congelado formando otro dla-
grama distinto.

En la figura 2 de Rapatz, pueden observarse las dis
tintas formaciones de cristales seglin sea la velocidad y
naturaleza de la solucién congelada: arriba izqulerda
vemos una formacion hexagonal lograda con una solu-
cién de glicerol congelada lentamente a — 35°C; a su
derecha, una irregular, lograda mediante congelacién
répida de una solucion de sacarosa a — 65°C. Abajo
izquierda, se observa una formacion esporulada obtenida
congelando a — 60°C y a velocidad intermedia, una
solucibn de glicerol y a su derecha, rosetas irregulares
provocadas por la congelacion de una solucion de
gelatina a — 25°C.
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Flg. 2 - Influencia de Ia velocidad y naturaleza de la so-
lucién congelada, en la forma y disposiclén de los crista-
les.

Como puede verse, segin sea la solucidn, la tempera-
tura utilizada y su velocidad de descenso, también serd
la forma, caracteristica y cantidad de cristales formados.
Esto se da como dijimos, para una solucitn salina sin cé-
lulas; veramos ahora qué pasa cuando introducimos célu-
las en dicha solucién.



B) CONGELACION DE UNA SOLUCION SALINA
CONTENIENDO CELULAS.

Segln el investigador americano Mazur, al descender
bajo 0°-1a temperatura, el agua de Ia solucién comienza
a congelar. A medida que aquella sigue bajando, més
agua de la solucién prosigue congelando, determinando
un considerable aumento de la concentracién salina. En
esa circunstancia se establece una notoria diferencia de
potencial quimico entre la solucién acuosa dentro de
la célula y aquella fuera de la misma y en la que, para
producirse el equilibrio correspondiante, debera suceder
una de éstas dos prerrogativas: el agua fluye fuerade la
célula congelando exteriormente y determinando el au-
mento de la concentracibén salina dentro de la célula, o,
b) el agua intracelular congela dentro de la célula, au-
mentando por idéntica razén la hipertonicidad salina in-
tracelular. %

Cualquiera de esos dos acontecimientos son criticos
para la célula y el que suceda, uno u otro, dependeré de
la velocidad de congelacién. Si ésta se realiza lentamen-
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Fig. 3 - Representacién grifica de Mazur.-
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te, el equilibrio del sistema se obtendré a través de la sa-
Iida del agua fuera de la célula y si aquella es muy répi-
da, el agua congelaré dentro. Conviene recordar - segin
Mazur - que el riesgo de congelacion para ls célula, no es
tanto la temperatura excepcionalmente baja, sino su pa-
saje en dos oportunidades - congelacién y descongela-
cibn - a través de la temperatura crltica situada entre los
menos 15 y 150°C bajo 0, riesgo que precisamente sa |i-
mita con una velocidad dptima de congelacién y descon-
gelacibn,

El efecto de esa velocidad de enfrismiento lo expresa
Mazur gréficamente en la fig. 3; puede notarse en la
misma, que si aquella es lenta - parte superior derecha -
el agua intracelular sale para congelar fuera; si la veloci-
dad aumenta - centro - el agua no tiena tiempo de salir y
congela dentro de la célula y finalmente, si la velocidad
de enfriamiento es muy intensa - inferior deracha - la
cristalizacibn se hace también dentro de la célula, dismi-
nuyendo el volumen de los cristales pero aumentado su
cantidad.

enfriamiento

enfriamiento ___
rapido

enfriamiento
muy répido
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A la derscha arriba al congelar lentamente, sl agua sale
de la célula y congela afuera; en las dos figuras de abajo,
al congelar rapildamente el agua congela dentro de Ia cé-

La velocidad é6ptima de enfriamiento seria pues,
aquella suficientemente lenta como para evitar la forma-
cién intracelular de hielo y suficientemente rapida, co-
mo para evitar la hipertonicidad de la solucion.

La muerte celular puede producirse en ambos casos:
por formacion de hielo intracelular y consiguiente hiper-
tonicidad celular, o por hipertonicidad de la solucion.

Hay alguna teoria as/ mismo, que entiende que la
causa de muerte podria deberse a un encogimiento o dis-
minucién del volumen celuler derivado de la pérdida de
agua, lo cual seria incompatible con la vida. Veremos
ahora que sucede cuando introducimos un factor cryo-
protector a la solucién.

C) CONGELACION DE UNA SOLUCION GLICERA-
DA SIN CELULA,

Hasta ahora hemos tratado la congelacién de solu-
ciones sin el agregado de aditivos cryoprotectores como
el glicerol. Aparentemente, el agregado de glicerol modi-
ficaria el efecto hipertonizante a través de su propiedad
coligativa, reduciendo a una temperatura dada, la frac-
cibn congelada y la concentracion salina en la fraccién
aun no congelada.

En la fig. 4 - de Mazur - puede apreciarse - arriba - el

comportamiento de una solucién salina sin glicerol y
abajo, con el agregado de éste.
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Puede notarse que a |déntica temperatura, la superfi-
cie no congelada (no rayada) es mucho mayor en la solu-
cién glicerada que en la sin glicerol. El glicerol, segan al-
guna otra teorla, actuaria penetrando dentro de la célu-
la, disminuyendo la fracclén congelada y disminuyendo
la hipertonicidad salina. Es probable también que el gli-
cerol actle disminuyendo la salida de agua desde la célu-
la misma, impidiendo asf el encogimiento celular que ha-
bilamos visto era letal para la célula.

Finalmente, hay quienes afirman que el efecto pro-
tector del glicerol no se realiza a partir de su penetracion
dentro de la célula, sino protegiendo a ésta desde el me-
dio exterior. Como puede verse, no se ha definido total-
mente el modus operandi del glicerol como elemento
cryoprotector.

Finalmente, introduciremos ahora espermatozoides
en la solucién glicerada.
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Fig. 4 - Expresidn grifica de Mazur.- Arriba, a Igual temperatura que abajo, la soluclén no gilcerolada prasenta
una superficle mds pequefia que Ia figura de abajo - sol. glicarolada.

D) CONGELACION DE UNA SOLUCION GLICERA-
DA CON CELULAS - SOLUCION GLICERADA DE
SEMEN.

Estudiado el mecanismo de congelacién y la accibn
protectora del glicerol, ubiquemos ahora el espermato-
zoide en el medio a congelar. Iniciado el proceso de
enfriamiento, el agua comienza a salir de la solucién,
transformandose en hielo dispuesto en forma de barras.

Rapatz, a través del microscopio electrénico ha cap-
tado ese instante - fig. 5 -; puede verse en ella, a las ba-
rras de hielo - | - aprisionando practicamente la solu-
cion diluyente aun no congelada, integrada por citrato
de sodio, yema de huevo y glicerol y entre las que
pueden verse las cabezas - S - de dos espermatozoides
bovinos. Si la temperatura sigue decreciendo, la congela-
cibn seguird su curso en la forma ya estudiada, depen-
diendo la vida del espermatozaide de que la velocidad
impuesta al sistema Impida la formacidn répida de crista-
les intracelulares, o gue la tonicidad inter o intra celular
aumente demasiado.
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Flg. 5 - Foto tomada a través de microscoplo sleetrénl-
co. La masa de hlelo - | - ya ha congelado y aprisiona la
sol. diluyente aun no congelada. Puede notarse la cabeza
de dos espermatozoides - 5 -.

El efecto de una congelacion bien llevada puede
apreciarse en la fig. 6, donde es dable notar la correcta
estructura del espermatozoide congelado, en contraposi-
cién de las figs. 7 y 8 que muestran una congelacién ul-
trarapida y su efecto sobre la estructura interna de la cé-
lula.



Fig. € - Fotografin a través de microscopio slectrénico;
pusde notarss la perfecta organizacién del ssparmato-
zoide luego de descongelado.

Figs. 7 y 8 - Fotografia tomada luego de descongelada
una musstra de seamen congelado en forma ultrarrdplda;
s& notan leslones de todo tipo tanto en cabsza como sn
cuello ¥y cola.

Finalmente, queremos agregar algo més sobre |a des-
congelacién, que no significa otra cosa que someter sl
espermatozoide a desandar el peligroso camino entre los
menos 50 y menos 150°C, esta vez en sentido inverso al
tomado cuando la congelacién.

El hecho de que una solucién de semen haya conge-
lado, no quiere decir de que dicha solucién se haya esta-
bilizado totalmente; en reelidad, el tipo de cristales
puede cambiar tanto de forma como de tamefio en un
proceso conocido con el nombre de RECRISTALIZA-
CION MIGRATORIA.

Rapatz nos muestra - fig. 9 - una solucién glicerada al
10°/0 en la que pueden apreclarse numerosos globulitos
uniformes y como una hora después, aquelios se trans
forman en numerosos cristales irregulares (cuadros 1
y 2) o como una solucién de glucosa-al 30%/0 puede
congelerse abruptaments a8 — C permeaneciendo
transparente - cuadro 3 - y opacarse totalments cuando
la muestra es llevada a — 10°C, cuadro 4.

Fig. 9 - Efecto dal cambio de temperaturs en Ia forma y
disposiclén de los cristaies; puede apreciarse que a cada
cambio de aquelia, tamblién varia la forma de agquelios.

Este proceso de cristalizacién se da frecuentemente
durante la descongelaci6n (suponemos también durante
la conservacién) y puede ser sumamente dafiino para el
espermatozoide. Si la velocidad de descongelacion es
muy lenta, el proceso de recristalizacién transforma pe-
quefios cristales en grandes, con riesgo de destruccién
celular, siendo ello la razén préactica de la preferencia de
laodescongalacibn répida a 37°C sobre aquella lenta de a
5°C.

2) CONSERVACION DE SEMEN.

A) INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE CON-
SERVACION EN LA MOTILIDAD E INTEGRI-
DAD CELULAR.
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La importancia de una temperatura constante y baja,
sobre todo cuando se pretenden largos plazos de conser-
vacibn, resulta esencial.

De acuerdo a Rapatz, el reordénamiento de la estruc-
tura cristaline - recristalizacion - se produciria a los
— 80°C, considerando a la solucién totaimente estable
recién a los — 100°C.

Esa es la causa del mejor comportamiento de la con-

servacién en nitrégeno liquido a — 193°C sobre aquella
en hielo seco en — 79°C - fig. 10,

/o.0e fertilicad

TOS . 672
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Flg. 10 - Diferencia en fertllidad de ssmen conservado
en hislo seco y nitrégeno liquido.

Para estudiar la influencia de la conservacién a tem-
peraturas inferiores a — 79°C, Van Demark sometié se-
men a temperaturas de - 79°C, — 65°C, — 51°C,
- 37°% y — 23°C respectivamente, foto 11.-, pudiéndo-
se notar que ya a las 24 horas la motilidad del semen
mantenido a temperaturas inferiores a los — 79°C, habia
descendido considerablemente y después del cuarto dia
practicamente habia desaperecido, salvo en el semen
conservado a — 79°C y - 65°C.

Estos riesgos eran antes comunes en la conservacién
en hielo seco.

Por ello es excepcionalmente importante la constan-
cia de las bajas temperaturas vy frecuentes los ggligros
ocasionados durante el manejo del semen, tanto, duran-
te los traspasos de semen, como en los momentos de la
inseminacién.

Saacke, por ejemplo estudib las temperaturas logra-
das en un cuello de termo de 15 centimetros - fig. 12.

Debe tenerse en cuenta incluso, que estas temperatu-
ras subirdn aun més, en proporcién inversa a la altura del
nitrbgeno en el termo, de donde entonces la importancia
de trabajar con buena reserva de nitrogeno.
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Fig. 11 - Influencia de distintas tempaeraturas inferiores
a— 79" C.enlaconservacidn de samen. N que ya a
las 33 horas, todo el samen, sxcepto el consarvado a
— 79 ha bajado considerablemaente ia motilidad.
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Fig. 12 - Temperaturas on ol cuslic de un termo tipeo.

La influencia del tiempo de exposicién de paillets en
la parte superior o inferior respectivamente del cuelio
del termo en su temperatura interna, fue estudiado por
el mismo Saacke, fig. 13.

Puede notarse que en la parte superior del mismo - a
5°C - la temperatura de la peillet ye a los 30" asciende
a mas de o deseado, — 60" C, mientras que en la parte
inferior del mismo, — 22°c puade permanecer mucho
maés tiempo sin deterioro.

Asl mismo cabe notar que, |a temperatura de conser-
vacién y el tiempo de exposicién Influye en forma total-
mente distinta en la temperatura interna del semen, se-
glun el mismo se halle congelado en ampollas, pailiets o
pellets, fig, 14.
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Fig. 13 - Influencia del tlempo de exposicién en Ia parte
npcrlor [} Iaflrlor del cuslio del termo - tempaeraturas de
5 y — 227 C. respectivamente - en la temparatura In-
terna de paillets de 0,3 ml.

Puede notarse que ya al 1/2 minuto de exposicion a
20°¢, 1a temperatura en los paillets es inferior al mini-
mo recomendado, — ?5°C, mientras la ampolia recién
logra esa temperatura a los 2 de exposicién, Eso es de-
bido logicamente a la distinta relacidn superficie/volu-
men, existente entre aquellas y los paillets.
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Fig. 15 - Influencla sxposicién a 20° C., durante distin-
tos periodos de tiempo, en Ia motilidad del seamen, am-
polla, pajuela cont. o francesa Introducido subltaments
en nitrbgeno y descongelado luego.
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Fig. 14 - Temperatura interna del samen seg(in ssa am-
polla, pajuela rrlneatl o continental expuesta a tempara-
tura amblents 20 C. durante distintos periodos de
tiempo.

En otra experiencia similar, destinada a notar la in-
fluencia de la temperatura y el tiempo de exposicién, no
ya en la temperatura interna del semen sino en su moti-
lidad, los mismos investigadores americanos, Berndston
y Col. expusieron a ampollas y paillets a temperaturas
de 20° durante distintas fracciones de tiempo, para lue-
go sumergir las muestras en nitrégeno y evaluar la moti-
lided, fig. 15. Pupde apreciarse como mientras el °/o de
motilidad del semen congelado en ampollas no se vio
disminuido en ningun instante, en cambio en los pai-
llets, un minuto de exposicién disminuyb la motilidad y
a los cuatro minutos ya la misma habla desaparecido.

S
1

Temperatura 0¢.
-
l =1

ampolla

- pajuela goblets

X A

X 2 % 3 % 4

tiempo exposickbn minutos

Fig. 18 - Influencia exposiclén a 20° C. on la temperatu-
ra interna de pajuelas protegidas o no en goblets.
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A efectos de proteger los paillets del riesgo de la ex-
posicion, es imprescindible mansjer estas dentro de en-
vases especiales, denominados goblets, segin puede verse
on Ia figura 16,

Puede notarse que mientras a los 2 minutos de expo-
sicidn la temperatura en los paillets dentro de los goblets
alcanza — B0°C, - casi igual a la de las ampollas - el pai-
llet aislado alcanza a — 15°C, 0 s8a una temperatura
absolutamente Insuficients.

Igual experiencia considerando no ya la temperatura

interna del semen, sino su motilidad, puede verse en la
figura 17.

©/0 Motilided post descongelsm ierto
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Fig. 17 - Influsncia exposicién a 20° C. durante distin-
tos periodos de tlempo en la motilidad post descongela-
miento de pajusias protegidas o no en goblets.

A 2 A B3 A 4

Puede notarse que a los 4 minutos de exposicién a
20°C, el paillet sislado ya no registra espermatozoides
con motllidad, en cambio en el paillet en goblets, la
misma se ha conservado plenamente.

El problema de los aumentos constantes de tempera-
tura, producidos al exponer el semen cdtia vez que se
proceda a inseminar, ha sido estudiado en otra experien-
cia en la que goblets conteniendo paillets eran expuestos
durante un minuto a 2 centimetros de la parte superior
del termo, sumergiéndolo luego en nitrdégeno y repitien-
do idéntica operacidn cinco veces seguidas.

En la figura 18 puede apreciarse la temperatura in-
terna de esos paillets, segln el termo en el que hacia la
experiencia tuviera 15 cm. de sltura o estuviese lleno;
mientras en el primero los paillets en exposicién au-
mentaban de temperatura peligrosamente; en el termo
lleno, la misma no sufria casi alteraciones.

temperatura en ° C.

=101
/ \‘ - termo con 15 cm, da nitrbgena
\

4 /:

4
-8 L
-2

- termo lleno de nitrbgeno

."%

4 © © 10 42

Fig. 18 - Tlampo exposicién (minutos) a nivel de cuslio.

EXAMEN SEMEN TERMO BANCO |[TERMO CAMPO| DIFERENCIA
MOTILIDAD 23.1 21.0 ~2.1
/0 ACROSOMAS INTACTOS 40.2 38.7 -35
m. UGoT/10° 269.0 261.0 -80
IU ACROSINA/10° 1.4 1.1 -03

Fig. 19 - Influencia de conservacién sobre varias caracter isticas del Semen en T. Banco y T. Campo durante 6 mesaes.



Trabajar pues con termos con cantidad suficiente de
nitrbgeno es altamente recomendable, lo mismo que es-
paciar las extracciones de semen de modo que este al-
canze cada vez temperaturas lo mas bajas posibles.

En otra experiencia destinada a confirmar estos re-
sultados, Pace y Col, evaluaron el deterioro del semen en
cuanto a motilidad, integridad acrosdmica, contenido de
acrosin y GOT (transaminasa oxalacetica giutamica), se-

Recibido para su publicacion
el 5 de Agosto de 1981.

glun el mismo estuviese durante 6 meses en un termo
banco o en un tarmo de trabajo, fig. 19.

Como puede verse, en todas las caracter(sticas estu-
diadas, la conservacién en banco, superd a aquella en un
termo de trabajo. Hacemos notar as/ mismo nosotros,
que en esta experiencia el termo de trabajo se manejé de
acuerdo a la técnica aconsejada; si en cambio se hubiera
manejado el mismo en forma inadecuada las diferencias
hubieran sido notoriamente mayores.
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UNA VACA
UN TERNERO

No slempre se puede
ver esta imagen en al
campo debido a la
falta de vitaminas en
perlodos de parto.

ADEVITEX

una vaca, un ternero,
es,la seguridad y re-
sultade de un fuerte
shock vitaminico.

Su médico veterinario
sabe y confia en la
investigacian.
DISPERT

LABORATONOS DVIPTAT 34 DNVISON vETEMNARA &Y QARSBALD! 2707
TEL B R MONTEVIOEO

VADEMECUM
VETERINARIO

Los profesionales vy los estudiantes de
veterinaria contaran con un VADEME-
CUM Unico en su genero; obra de los Doc-
tores Juan Pedro Puignau y Juan Doglio-
i,

Contendra todos los especificos autori
sados que existen en plaza.

En un meticuloso trabajo de com-
putadora se detalla la composicion, la ac-
cion, las indicaciones o usos, la adminis-
tracion o dosis, la presentacion, las con-
traindicaciones y precauciones.

Confeccionado en un tamario practico
y disefado en fonma tal de mantenerlo
actualizacdlo permanertemente se conver-
tirga en el auxiliar indispensable del Meé-
dico Veterinario.
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