Aspectos fisiologicos acerca del congelamiento de semen

Siendo el aguala fuente esencial paralas funciones
vitales de cualquier organismo, no es raro pensar
que la falta o solidificacién de ésta cause incompati-
bilidad para la vida.*** Sin embargo, la permanen-
cia de una célula en estado de congelacién se contra-
ponealo anteriormente dicho, yaque con el método
de congelamiento se puede preservar una célula a
temperaturas extremadamente bajas, permitiendo
que el metabolismo se reduzca “absolutamente”, sin
que pierda su potencial vital.** A temperaturas de
-196°C no hay reacciones bioquimicas ni energia
térmica dentro de la célula, ain mas, no hay eviden-
ciade que puedan haber cambios de indole genético.
No obstante, dicha estabilidad solamente puede ser
mantenida a temperaturas por debajo de los 130°C, ya
que,a temperaturas mayores, puede haber aguano con-
gelada intracelularmente la cual permite funciones
metabdlicas, causando degradacién de la célula.?

Al pensar en criopreservar semen se debe tener claro
que el objetivo es mantener los siguientes requerimien-
tos y propiedades de un espermatozoide para poder
fertilizar:

1) Metabolismo para llevar a cabo la produc-
cién de energia para sus funciones.! %232

2) Proteinas necesarias para la sobrevivencia
dentro del aparato reproductor femenino, y para la
adhesion al ovocito en el momento de la fertilizacién.?

3) Enzimas acrosomales titiles para la penetra-
cién al ovocito.? *?

4) Capacidad de movimientos progresivos.* *

Estd comprobado que al reducir la temperatura por
debajo de los 20°C, el espermatozoide comienza a
presentar cambios biofisicos, principalmente en lamem-
brana plasmatica,> ' * pero no es sino cuando se
somete a temperaturas entre los 0°Cylos —20°C, o hasta
los —-60°C, que el espermatozoide sufre efectos de
descompensacién iénicay de liquidos suficientemente
graves para causar un choque térmico." * " Esto se
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puede detectar al microscopio por la presencia de
espermatozoides con la cola doblada, con'pérdida de
motilidad por la disminucién de energia, o realizando
movimientos en circulo, lo cual se debe al aumento de
la permeabilidad de la membrana plasmatica y a la
salida de iones y moléculas.* !

El problema en la crioconservacién no esla habilidad
del espermatozoide para mantenerse viable a —-196°C,
sino sortear el dano que ocurre durante el
congelamiento y descongelamiento, al pasar la célula
por una zona de temperatura critica entre —-15°C y
—-60°C?!2%.29.9 durante la cual se producen fenémenos
que se derivan del proceso de gnfriamiento, tales como
formacion de cristales intra y extracelularmente,
deshidratacién y distorsién de la membrana.'’

Bajo condiciones normales, el dano que una célula
sufra durante el congelamiento depende de la veloci-
dad de enfriamiento a la que ocurra dicho proceso.
Mientras disminuye la temperatura, antes de llegar a
—5°C, los liquidos aiin no sufren cambios, pero al bajar
de esta temperatura, se comienzan a formar cristales
extracelulares de agua pura, logrando que por el mis-
mo fenémeno de cristalizacién todos los solutos que-
den separados del cristal, aumentando asi la concentra-
cion de sales en la porcién de agua que ain no se
congela (agua precongelada). El término
precongelamiento define al momento umbral antes de
que una célula o suambiente sea congelado.!*% Dentro
de la célula hay también agua precongelada, la cual se
difunde hacia el exterior de la célula para que la
concentracion de las sales en el interior y el exterior de
la célulase equilibren, sucediendo asila deshidratacién
celular. Si el agua no sale rapidamente hay formacién
de cristales intracelulares, que dafian mecinicamente
a la célula. Si la tasa de enfriamiento es lenta, la alta
concentracion de sales que queda en la porcién no
congelada dentro de la célula puede danarla, ademas
de deshidratarla, por lo que se hace importante encon-
trar el ritmo 6ptimo de enfriamiento.?

Con la finalidad de entender mejor este proceso se
hace necesario remontarse a la fisiologia de la membra-
na espermatica. La configuracién bilaminar de las ca-
denas de acidos grasos de los fosfolipidos, junto con las
proteinas integrales y periféricas, conforman una ba-
rrera hidrofébica dificil de atravesar. Los fosfolipidos
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de la membrana se pueden mover lateralmente en la
membrana; por lo que se dice que la membrana es un
mosaico fluido. La fluidez de la membrana puede
alterarse por varios factores, entre ellosla temperatura.
Al bajar ésta se produce un reacomodo de las cadenas
de fosfolipidos en forma de paquetes, ya sea en forma
bilaminar o hexagonal, formandose con esto regiones
cristalinas. Sin embargo, hay regiones en las que toda-
via existen liquidos, y aquellas proteinas que fueron
separadas del bloque cristalino se reagrupan, de forma
que se construyen brechas de comunicacién en la
membrana.®*%

Una hipétesis que también se plantea® explica que al
descender la temperatura por debajo de 0°C disminuye la
formacién de ATP, por lo que la bomba de sodio-potasio
de lamembrana plasmatica (ATP dependiente) también
disminuye su actividad. Esto causa que el potasio que
atraviesa la membrana para salir, fluya a una tasa mayor
que el potasio que entra, por lo que la concentracion de
Kintracelular disminuye, y larelacion Na-K se altera. Esto
causaunadespolarizacién parcial de lamembrana, abrién-
dose por ello los canales de calcio, el cual activa enzimas
fosfolipasas, ocasionando una alteracion general de las
membranas. Otra alternativa de explicacion plantea que
la célula se vuelve menos tolerante a los cambios bruscos
de volumen y concentracién cuando estd a temperaturas
por debajo de -5°C."

Dependiendo del ritmo de enfriamiento, los eventos
que suceden son distintos. Cuando el ritmo de
congelamiento es rapido (reduccién de temperatura
mayor a 10-20°C/min) al agua intracelular no le da
tiempo de salir, por lo que se forman cristales que, al
aumentar el ritmo de congelamiento, se hacen cada vez
mas pequenos, hasta hacerse imperceptibles aun con el
microscopio electrénico. Esto es saludable para la célula
mientras permanezca en ese estado. No obstante, esos
microcristales son termodinamicamente inestables, por
lo que al ser descongelados, tienden a agruparse
(recristalizacién) y formar cristales mas grandes, que si
son letales parala célula, porlo quelasolucién esun ritmo
de descongelacién rapido.”* No se conoce bien laforma
como el proceso de recristalizacion dana a la célula. Se
cree que no es fisico el dano, es mas, se piensa que
directamente es inocuo, pero que genera cambios letales
en el sistema celular, los que son de caracter letal

Con un ritmo de congelamiento lento (reduccién de
temperatura menor a 5°C/min) se puede evitar el
congelamiento celular,” porque este ritmo permite
que el agua intracelular y extracelular encuentren su
equilibrio, ya que el agua intracelular puede salir con-
tinuamente, mientras el exterior se va congelando.
Llega un momento, el de la temperatura de nucleacién
de hielo dela célula®*'2% en que ésta practicamente no
tiene agua y no se congela. Hay evidencias que indican
que cuando aproximadamente el 90% del agua es
removida, el 10% restante no es capaz de congelarse a
ninguna temperatura. Pero ante esta situacion, la pro-
porcién de hielo extracelular es tan grande que le causa
dano a la membrana por su lado externo.
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Accion de los crioprotectores intra
y extracelulares

Teéricamente se podria hacer mas resistente a un
espermatozoide reduciéndole el nimero de poros en la
membranayreduciéndole lasfunciones ATP-dependien-
tes, asi como la agregacion proteinica y formaciéon de
bloques lipidicos. Presumiblemente ésta es la accién de las
lipoproteinasde layemade huevo odelaleche enlosdilu-
yentes,*® 1217.2831.3%.3y de crioprotectores, como por ejem-
plo el dimetil sulféxido, la betainay el glicerol.> %% 1419.21
Aunque no se tiene bien determinado si la accién del
glicerol tiene efectos externos o internos en la célula, hay
evidencias de que la presencia de un aditivo crioprotector
reduce la concentraciéon de sales intracelulares a una
temperatura dada, debido a que incrementa la fraccién
no congelada en el exterior de la célula.®* El problema que
se presenta con estoscrioprotectoresesque también produce
toxicidad," %% %y que esta toxicidad disminuye la concen-
traciénde otrosaditivosque pueden ser usadosen el diluyente
y por lo tanto limita la eficiencia de ellos.'"%

Enlosdiluyentes utilizados, tanto para semen refrige-
rado como para semen congelado, ha sido necesario
incluir leche descremada o yema de huevo, sobre todo
esta ultima. A pesar de haber sido utilizada desde hace
varias décadas,* * * lo tinico que se conoce sobre el
efecto de la yema de huevo es que su inclusiéon mejora
lafertilidad del semen. Tiene bondades conocidas pero
perjuicios desconocidos, principalmente actividades
de tipo enzimatico potencialmente daninas.!'®-2%

Uno de los obstaculos que se presentan para realizar la
evaluacién del semen en estudios de diluyentes con base
en yema de huevo, es la consistencia de la misma, la cual
interfiere, tanto por la viscosidad que produce en el
diluyente, como por la poca nitidez que tiene el campo
visual del microscopio. La densidad del diluyente con
yema de huevo puede influir en la direccién o movimien-
to espermatico. De hecho, los estudios de viabilidad
espermatica en humanosrequieren efectuarlavado delas
células para evitar distorsiones en la medicién,* #" 3
aunque esto, eventualmente, puede causar pérdida en la
motilidad.

Recientemente han surgido investigaciones en las que
se utilizan alternativas proteinicasdentro del diluyente en
lugar de la yema de huevo, asi pues, se ha utilizado
albumina sérica bovina,* * % suero equino® * suero
bovino,' * proteina de soya,® calostro,'® alcohol
polivinilico,® etc. Todos ellos proveen la oportunidad de
hacer estudios i vitrocon buena visibilidad ante el microsco-
pio, aunque los diversos ingredientes proteinicos que se
mencionan han sido utilizados de manera experimental sblo
en diluyentes para semen fresco o refrigerado, y no para
semen congelado, excepto la alblimina sérica bovina.?

Abstract

It is very important to bear in mind when
cryopreserving semen, that the goal is to mantain the



following sperm properties like: a) Necessary
metabolism to produce energy, b) Plasmatic proteins
to survive in the female reproductive tractat the time of
fertilization, c) Acrosomal enzymes for the penetration
to the ovum, and d) Capacity of progressive movement,
in order to fertilize. The main aspect on freezing se-
men, is to sort the physical and chemical sperm damage
that is presented during the cell going through the
critic temperature between ~15°C and -60°C in the
freezing-as well as in the thawing processes. Due to it,
in each sperm cell, several problems are produced like
the formation of intra- and extracellular crystals,
membrane dehydratation and distorsion. In this sense,
itis important to know the effects of freezing rates. On
one hand, when the freezing rate is high (>10-20°C/min ),
intracellular water cannot leave the cell, and very little
crystals are formed. There is no problem, while the cell
stays like this, but these crystals are thermo-dynamically
unstable and in the thawing process they form bigger
crystals that are lethal for sperm. On the other hand,
with alow freezing rate (<50°C/min ), due to the water
leaving the cell, while its surrounding is frozen, intra-
and extracellular water cannot find its balance until
there is almost no water to freeze and the cell does not
freeze, but the amount of extracellular ice is so big, that
it causes damage to the membrane on its external side.
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