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RESUMEN 

Producto del auge internacional del transplante de embriones 
y por la necesidad de conservar oocitos fecundados se han 
desarrollado un gran número de investigaciones sobre éste 
tema con el fin de crear bancos de germoplasma que 
garanticen la disponibilidad de este material de alto valor 
genético durante largos períodos de tiempo sin perder su 
viabilidad y a su vez resolver los problemas de disponibilidad 
de receptoras perfectamente sincronizadas por una parte y la 
no obtención de embriones transferibles en algunas donantes. 
En la actualidad la crioprese~ación ya cuenta con equipos 
que realizan el proceso automáticamente utilizando diferentes 
programas y productos. La posibilidad de congelar abre las 
perspectivas para el intercambio comercial entre paises 
salvando las regulaciones sanitarias, facilitando y abaratando 
la transportación de éstos, brindando los beneficios de un 
material genético altamente valioso. Una tercera parte de los 
embriones colectados en USA y Europa son criopreservados. 
Esta es una área de rápido avance tecnológico y científico 
basados en los conceptos que envuelven el campo de la 
criobiología, embriología y la reproducción animal. Con la 
finalidad de revisar los últimos avances ocurridos en 
investigación en relación a los aspectos criobiológicos que 
involucra este tipo de tecnologias de criopreservación de 
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oocitos y embriones en bovinos y otros mamíferos se hace la 
presente revisión bibliográfica. 
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ABSTRACT 

Product of the international development of the transfer of 
embryos and by the need of preserving fertilized oocytes, have 
been developed a great number of researches in this topic in 
order to create banks of germoplasm, that guarantee the 
availability of this material of high genetic value during long 
periods of time without losing their viability and at the same 
time to solve the problems of availability of recipient perfectly 
synchronized by a part and the not obtainment of transferahle 
embryos of come donors. At present the cryoprese~ation 
already has equipment that accomplish the process 
automatically using different programs and products. The 
possibility of freezing open the perspectives for the commercial 
exchange among countries saving the sanitaries regulations, 
facilitating and cheapening transportation, offering the benefits 
of a highly valuable genetic material. A third part of the 
embryos collected in USA and Europe are cryopreserved. This 
is an area of rapid scientific and technological advancement 
based on rapidly evolving concepts in the fields of cryobiology, 
embryology and animal reproduction. In order to revise the last 
advances in this researches in relationship to the cryobiologic 
aspects that involves this type of technologies of oocytes and 
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embryo bvines and other mammal cryopreservations was ciones, ya que existen diversidad de trabajos y criterios perso- 
made the oresent review. nales de diferentes investigadores, en cuanto a los metodos 

Key words: Cryopreservation, embryos, oocytes. 

INTRODUCCI~N 

- 
de crioprese~ación, ya que esta técnica requiere una continua 
observación de todas las causas que puedan afectar los resul- 
tados de viabilidad por congelación y de gestación, cuando se 
emplea este metodo. 

Uno de los factores de vital importancia para el desatm- ANTECEDENTES 
Ilo de la ganadería es la reproducción, la cual se debe tener en 
cuenta para una eficiente explotación pecuaria. La mayor parte 
de los países tropicales se caracterizan por un bajo nivel re- En 1953 SmRh 1411, intenta congelar embriones en ani- 

males domésticos, luego del descubrimiento de la acción pro- 
productivo, donde anualmente. las pérdidas alcanzan millones 
de toneladas de carne y leche que afectan grandemente la ali- tectora del glicerol, demostrando que la exposición de embrio- 

mentación de la población, por las crecientes necesidades de nes de animales domesticos a bajas temperaturas (-79°C y 

proteína animal, lo que consümiye un factor cada vez más im- -1 96-C) no afectó el desarrollo de éstos, aunque &lo el 1 % de 
los embriones de conejos con una célula, continuó su división 

portante en el estancamiento económico que inñuye negativa- 
mente en el bienestar de la población. 

después de la descongelación en presencia de un 15% de gli- 
cerol. 

Además es alarmante, que más de 200 especies de ani- 
males en Europa se están extinguiendo, aunque muchos paí- 
ses han desarrollado nuevos programas para la conse~ación 
de estas especies empleando varias t6micas como la conge- 
k i ó n  de espermas, óvulos y embriones. 

Este potencial bioreproductivo está controlado en el ma- 
cho. gracias a las propiedades del glicerol como crioprotector 
p3], que hace posible la conservación del espermatozoide en 
varias especies de animales para inseminación artificial. Pem 
ai la hembra bovina, éste aspecto solo puede ser aprovecha- 
do a través del transplante de embriones, ya que se puede es- 
W r  que en cada ciclo esüal, al menos ocho o nueve follculos 
degeneran en el transcurso del crecimiento, para que ovule 
m 1201. 

La transferencia de embriones en este sentido amplía 
k s  posibilidades de aprovechar la gran cantidad de oocitos 
qie existen en los ovarios de una hembra, aplicando trata- 
mientos de supemvulación con hormonas como FSH-P y la 
PHSG, incrementando hasta diez veces la media de ovulaao- 
nes. con respuestas variables [521. 

La congelación de embriones en el momento de la reco- 
kxión, nos ofrece ventajas como: disponer de un material ge- 
néoco durante largos perlodos de tiempo sin afectar su viabili- 
dad, traslado a largas distancias, disminuir riesgos de introduc- 
áái de enfermedades etc.; por esto, la congelación de embrio- 
nes resulta ser una técnica da grandes perspectivas. Así mis- 
m. en las ultimas tres décadas. la crioprese~ación de em- 
bránes y oocitos ha comenzado a ser una herramienta de 
gan uso para interrumpir y controlar los ciclos repmductivos 
en las hembras. Las más recientes investigaciones aplicables 
se han desarrollado mayormente en cuatro especies: ratones, 
*do bovino y humanos [36,54]. 

El objetivo de esta revisión fue resumir los diferentes 
d o d o s  existentes para crioprese~ación de oocitos y embrio- 
nes en bwinoa y otros mamlfems, como también sus aplica- 

Veinte afios despubs, Whmingham y colaboradores [47l, 
utilizaron bajas temperaturas para la congelación y almacena- 
miento de embriones con éxito. Wilmut y Rowson [44] y Wh i  
itingham y col. [471, describieron los primeros trabajos de wn- 
gelación de embriones a bajas temperaturas (-196"C), con ve- 
locidades de congelación relativamente bajas (0,2 - 2,O 
"Clmin.); y descongelación de 4 - 25 "Clmin.. empleando el Di- 
metil Sulfóxido (DMSO), como agente crioprotector, FIG. 1. 

Otras modificaciones recientes del método de congela- 
ción han demostrado que los embriones pueden sobrevivir a la 
descongelación rápida a temperaturas elevadas [14.21,22,45]; 
logrando reducir alteraciones modológicas después de la des- 
congelación en un rango de 60 al 70% en cultivo, y de 25 a 
30% de gestación al ser transferidos a novillas recept0ras.A~- 
tualmente, esta tknica ofrece resultados que alcanzan hasta 
60% de gestación [4,6,7,37l. 

PRINCIPALES FACTORES QUE AFECTAN LA 
CONGELACIÓN Y ALMACENAMIENTO DE 
EMBRIONES EN ANIMALES DOMÉSTICOS 

La combinación de una o de varias de las principales va- 
riables de la criobiología, pueden ser responsables de una pre- 
servación exitffia o deficiente 111. 

Principales Variables da Criobiología: 

1. Tipo y concentración de los componentes criopmtecto 
res. 

2. Formación del hielo 

3. Tasa de enfriamiento (-5°C a -70°C). 

4. Temperatura de almacenamiento. 

5. Tasa de descongelación (-70°C a -5%). 

6. Tasa de dilución y temperatura. 
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Recolección de Crioprotector Inducción del hielo 
embriones -....-...----------.---- > DMSO,Glicerol ----m----.--.-...-.- > a 5 OC. 1 I 
Descongelación lenta Almacenar Nit. Liq. Velocidad de 
congelación 
4-25 OCtmin. hasta O OC. <---------- ( -1 96 oc) <-----------------------m 0,8 OC/rnin. -80 OC. I 
Dilución con 
crioprotectores --.-----------.----- > Transferencia > parto 

Cultivo de embriones. 

FIGURA 1. MÉTODO ORIGINAL PARA LA CONGELACIÓN DE EMBRIONES. Whittingham 1471. I 
Primero. Existe una amplia variedad de componentes 

semejantes, que han demostrado proteger a las células, de los 
daños que puedan sufrir por la congelación. Estos componen- 
tes con usualmente divididos en dos categorías. los que permi- 
ten penetrar0 proteger las células (Glicerol. Dimetil Sulfoxido y 
el Etilen Glicol) y los no penetrantes a las células (sacarosa, 
poliviniipirolidona, hidroxietil almidón HES, Dextrano, Albúmi- 
na). Los no penetrantes como la sacarosa, mantienen una alta 
presión osmótica en el medio extracelular durante la remoción 
del crioprotector. Esto previene el schock osmótico, debido a 
la difusión del glicerol fuera del embrión después de la descon- 
gelación [24]. Aunque existe gran cantidad de literatura que 
describen la responsabilidad de éstos componentes crioprotec- 
tores en la integridad de la célula congelada, los mecanismos 
de acción fundamentales para esto, aún son desconocidos. 

Segundo. Formación de Hielo. Se sabe que el punto de 
congelación de una solución depende del número de molécu- 
las de soluto presente. Por ejemplo, el punto de congelación 
de una solución acuosa de 0,165 M (isotónica) Nacl, es cerca 
de - 0,6"C. Los puntos de congelación de soluciones isotóni- 
cas de NaCl que contienen glicerol IM, 2M o 3M, es de -1,9 "; 
- 4,6"; y - 8,1°C, respectivamente. Esto significa que el hielo no 
se forma en éstas soluciones hasta que su enfriamiento baje a 
su respectivo punto de congelación. Solamente, dependiendo 
de la extensión del volumen congelado existente, soluciones 
acuosas exhiben un comportamiento no estable, donde la su- 
per congelación baja el verdadero punto de congelación. sin 
formación de hielo. 

Cuando la célula es transferida de una solución isotónica 
a una hipertónica, ella responde osmóticamente perdiendo 
agua para mantener el equilibrio entre la solución intracelular y 
la extracelular. Los dos estados de la célula (hidratada y medio 
deshidratada), pueden determinar en gran parte, el destino de 
la célula cuando es enfriada y congelada a temperaturas bajo 
cero grados centigrados. FIG. 2. 

Tercero. Tasa de Enfriamiento. Las células deben ser 
enfriadas a tasas altas o bajas que garanticen su superviven- 
cia, a la congelación y a la descongelación. Afortunadamente 
existen tasas óptimas de enfriamiento con un alto porcentaje 
de supervivencia a muchos tejidos de células. Mazur [25,26], 
fue el primero en reconocer las diferencias que existían en los 
varios tipos de células, en relación a las tasas óptimas de en- 
friamiento. Esto es debido a la diferencia que existe en los 
coeficientes de permeabilidad de las células al agua y el coefi- 
ciente de temperatura de los tipos de células, FIG. 3. 

Cuatro. Temperatura de Almacenamiento. En ge?eral se 
utilizan dos temperaturas, -80°C y -196'C. Las células pueden 
ser preservadas por largo tiempo en depósito a -130°C, tem- 
peratura de transición del cristal al hielo. La forma de extender 
el tiempo y la seguridad del depósito de células congeladas, 
es introducirlas en el liquido (-196°C); o en vapor (-150°C) del 
nitrógeno liquido. 

Quinto. Tasa de Descongelación. Existe una fuerte in- 
teracción entre los efectos de la tasa de enfriamiento y la tasa 
de descongelación en relación a la supervivencia de la célula. 
El tiempo de congelación a -196"C, de un embrión, el cual ha 

Un volumen de aproximadamente 0,5 ml o menos, de 
sido enfriado a 0,2 "Clmin, es muy diferente, que uno que ha una solución acuosa pueden, frecuentemente, supercongeiar- 
sido enfriado a 2 "Clmin. Esto se puede explicar, en términos 

se 10 6 15 grados menos de su verdadero punto de congela- 
de permeabilidad del agua, de cuales fueron los verdaderos 

ción. Este fenómeno de super congelación puede lugar un pa- 
efectos de la tasa de enfriamiento, Un embrión enfriado muy 

pel crítico en la supervivencia de las células que comienzan a 
rápidamente tiene poco tiempo para deshidratarse. así, wan- 

congelarse, especialmente los embriones y oocitos de mamife- 
do un embrión es descongelado, sujeto a dilución en su medio 

ros, ya que éstas oélulas tienen un comportamiento osmótico 
de suspención, al comenzar a derretirse el hielo, la solución de 

especifico. 
MezSo comienza a derretirse a -70°C, a esta temperatura la 
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- 
Tiempo (unidades isratrarias) 

FIGURA 2. DIAGRAMA DE TEMPERATURA DE CONGELAMIENTO. (A) SIN SEEDING, 
(6) CON SEEDING. ABAJO, CAMBIOS PRODUCIDOS EN EL VOLUMEN CELULAR EN LOS EJEMPLOS (C,D). 

1 1 o 1 O0 
Tasa de Enfriamiento (OClmin) 

FIGURA 3. SUPERVIVENCIA DE TRES TIPOS DE CÉLULAS 
EN DMSO EN FUNCION DE LA TASA DE ENFRIAMIENTO. Leibo y colaboradores [15]. 
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Enfriado a 0,18 'Imin 
,, 

,- 

O 1 10 100 

Tasa de Calentamiento CClmin). 

FIGURA 4. SOBREVIVENCIA DEL EMBRIÓN DE RATÓN EN FUNCIÓN DE LA TASA DE CALENTAMIENTO. Leibo [la]. 

concentración de la solución ligeramente descongelada estará transferido a una solución isotónica. El agua se mueve mas rá- 
al menos en 10 M. Si la concentración original de MezSo fue 1 pidamente hacia dentro del embrión, que el soluto salir de él. 
M, entonces la solución volverá a ésta concentración cuando Aún cuando el embrión es rodeado por la zona pelúcida, el au- 
se completa el derretido. mento de volumen, es suficiente para romper las células del 

Inevitablemente el embrión congelado a 1 M de Me2So 
puede ser expuesto a muy altas concentraciones de soluto, a 
bajas temperaturas y puede ser expuesto a concentraciones 
decrecientes de suspensiones calentadas a temperaturas al- 
tas. Cuando el embrión es calentado y la solución extracelular 
comienza a disolverse, las propiedades osmóticas del embrión 
requieren intentar equilibrarse con la solución descongelada. 
Si la tasa de calentamiento es moderada, el embrión, aparen- 
temente, puede permanecer en equilibrio osmótico cuando es 
calentado. Si la tasa es alta, el embrión puede sufrir una rehi- 
dratación larga o rápida durante el calentamiento. Aparente- 
mente si la rehidratación es muy baja y rápida, el embrión 
muere, FIG. 4. 

Sexto. Tasa de Dilución y Temperatura. Se refiere a la 
tasa y temperatura a la cual la célula del embrión es diluida 
fuera de la dilución en la cual, fue originalmente congelada. 
Los embriones mamíferos, para sobrevivir la congelación, de- 
ben ser suspendidos en una solución de criopreservativos, Di- 
metil Sulfóxido o Glicerol [47] o varios Giiceroles [28, 371. Sólo 
del Glicerol se ha explicado y demostrado su difusión en óvu- 
los y embriones de mamíferos. Con embriones congelados, 
hay que tener mucho cuidado con la dilución de los compo- 
nentes protectores, en forma semejante, para evitar el choque 
osmótico. 

Este choque puede ocurrir, ei el embrión tiene una alta 
tasa de concentración de solutos protectores y es de repente, 

embrión por sí solos. Numerosos métodos han sido descritos 
para evitar el choque osmótico de embriones [15]. Uno es di- 
luir la solución extra embrionaria, por una serie de diluciones 
lentamente; otra es subir la temperatura a la cual, el embrión 
es diluido. Estos incrementos de tasa a la cual la soiución pro- 
tectorafluyefuera del embrión, es como reduce las diferencias 
de presión osmótica intra y extra celular. 

I 
Desde hace algunos años se han propuesto diversos 

programas de congelación, caracterizados por tratar de reducir 
el tiempo mínimo necesario para congelar los embriones y por 
otra parte, simplificar las operaciones de manipulación durante 
la criopreservación. 

En general se tienen dos metodología de conservación 
de embriones, a. Conservación in vitro (corto plazo) y b. Con- 
servación mediante criogenia (largo plazo). 

Conservación a Corto Plazo 

Se utiliza para la realización de transplante de embrio- 
nes en ganaderías cercanas, donde la duración de la conser- 
vación del embrión es máximo de tres dias a una temperatura 
de 37"C, en embriones de 7 a 8 dias de edad: l .  Se obtienen 
los embriones evitando el shock térmico (conservación a 
37"C), se preparan para ser trasladados al medio de cultivo: 



Revista Científica, FCV-LUZ/ Vol. VIII, N" 1, 40-52, 1998 

2. Medio de cultivo PBS (Phosphate Buffered Saline), adicio- Conservación Mediante Criogenia (Largo Plazo) 
nándole 25 mg. de Kanamicinallitro y 20 ml de suero inactivo Aquí se utiliza la congelación y ésta va marcha adelante, 
de ternera, en 20% de proporción; 3. Introducir, Para conserva- donde existen matices técnicos muy personales, de allí la gran 
ción, el medio en tubos de ensayo sometidos a una atmósfera cantidad de variantes existentes en las técnicas generales res- 
artificial integrada por COZ = 5%; 0 2  = 5%; N2 = 90%; 4. Evitar [izadas por muchos investigadores, lo que hace difícil su inter. 
manipulaciones bruscas. pretación. Por ello, se resumen las metodologias básicas exis- 

Medios de cultivo de ovulos in vitro: 

Solución de Sales: o/L M-10-3 " 

NaCl 6,975 11 9,32 

KCL 0,356 4,78 

CaCla 0,189 1,71 

KH POV 0,162 1,19 

' MgS047HzO 0,294 1,19 

NaHC03 2,106 2507 

Aditivos: 

Penicilinas G 1001ml 

Estreptomicina 50 pg/ml 

Seroalbúmina 
de vaca, cric 1 .O00 g/L. 

Otras Condiciones: 

Osmolaridad 0,308 osmol. 

PH 7.38 

Temperatura 37% 

En mantenimiento en cápsulas de Petri, en atmósfera 
húmeda que contenga 5% de COZ 

tentes y las más aplicables a nivel de campo, señalando algu- 
nas variantes de ellas, TABLA l. 

Método 1: Fue el primer método desarrollado por las ex- 
periencias de investigación en este aspecto. En resumen, im- 
plica un enfriamiento de embriones lentamente a una baja tasa 
con temperatura bajo cero. luego se sumerge en nitrógeno Ií- 
quido a -196"C, para después ir calentando lentamente hasta 
lograr la descongelación. El tiempo total requerido para conge- 
lar y descongelar, es aproximadamente dos horas con treinta 
minutos 1471. 

Método II: Desarrollado por Willadsen y col. [46], requie- 
re que los embriones solamente sean congelados lentamente, . 
con una temperatura relativa alta hasta aproximadamente 
-33"C, así se reduce el tiempo necesario para congelación. 
Por ello, requiere que éstos embriones congelados sean des- 
congelados rápidamente. Este método fue desarrollado prime- 
ramente con embriones congelados de grandes animales 
como bovinos y ovejas. El tiempo total de congelación y des- 
congelación es de treinta minutos menos, comparado con el 
Método l. La variación del término congelación "corta", fue he- 
cho por Whitiingham y col. [49], en el Método IV. 

La diferencia del tiempo requerido en el proceso, entre 
éste y el Método 1, es aproximadamente 40 minutos. El progre- 
so más importante, desde el punto de vista del tiempo requeri- 
do en el proceso de congelación, es el que Kasai y col. [12], 

TABLA l 
COMPARACIÓN DE MÉTODOS DE CONGELACIÓN DE EMBRIONES 

Método Tasa Enfriamiento. Rango de Tiempo Tasa Calentamiento Tiempo Total Referencias 
rclmin) Temperatura ("C) (min) pclmin) Tiempo (min) (min) 

-5' a -70' 
-80" a -1 96" 

-6" a -30" 
-30" a -33" 
-33" a -1 96" 

-5" a -20" 
hasta -20' 
-20' a -100' 
hasta -1 00' 

-100' a -196' 

-9" a -40" 
-40° a -1 96' 

145 Whittingham y 
Colaboradores [47]. 

111 Willadsen y 
Colaboradores [46]. 

28 Kasai y Colaboradores 
[ l l l .  

103 -500 ~ 0 . 4  104 Whittingham y 
e 0.5 Colaboradores [49]. 
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consigue con el Método III. Este método sólo requiere cerca 
de 30 minutos para completar el proceso congelación-descon- 
gelación. Wood y col. [50], reportan resultados similares, con 
dos pasos de embriones congelados de ratones. 

Sin embargo, Rall, [36], señala que el estudio de las téc- 
nicas básicas y aplicadas en los últimos 20 años, han resulta- 
dos en dos métodos para criopresewación: Primero, "La Con- 
gelación lenta convencional", que proviene de investigaciones 
de los efectos de la tasa de congelación y descongelación en 
la sobrevivencia de las células de los mamíferos, [27l, descrita 
anteriormente; y la segunda técnica, es la "Vitrificación", pro- 
puesta por Luyet [19], y aplicada recientemente por Rall [35]. 
Ambas requieren de un control cauteloso del volumen osmóti- 
co de los embriones durante cada paso de los procesos [36]. 
Esta revisión describe los métodos usados recientemente de 
criopresewación y las consecuencias criobiológicas del méto- 
do convencional de congelación lenta venus el proceso de Vi- 
trificación. 

Haciendo notar que los estudios básicos de crioprotec- 
ción y de lesiones de congelación, indican que ciertas propie- 
dades celulares de los embriones como el tamaño y grosor, la 
permeabilidad al agua, los crioprotectores y otras considera- 
ciones fisiológicas como calidad del embrión y sensibilidad tó- 
xica al choque del frío, determinan las condiciones apropiadas 
para una exitosa criopresewación [ l q ,  Estas propiedades ce- 
lulares, generalmente varían, dependiendo de la especie y es- 
tado embrionario; los pasos y condiciones de la criopreserva- 
ción deben aiustarse Dara minimizar lesiones v ootimizar la so- 
brevivencia de embriones. 

PROCESO CONVENCIONAL DE CONGELACIÓN 
LENTA 

Tiene tres pasos principales: 1. Adición de 1 a 2 concen-' 
traciones molares de glicerol o cualquier otro criopreselvador 
en la suspención del embrión; 2. Controlar la congelación de la 
suspensión con la temperatura de congelación y almacena- 
miento; 3. Caracterizar la secuencia de cambios en el volumen 
osmótico de las blastómeras, durante el proceso de criopreser- 
vación. FIG. 5. Este proceso convencional lento, se usó con 
embriones de ratones de 8 días y embriones de bovinos de 7 
dias. A continuación, se describen las consecuencias osmóti- 
cas de cada paso: 

a. Los embriones son transferidos a una solución 1 ,S M 
de glicerol en PB1 [47]; por 20 minutos, a una temperatura de 
20-25°C. Este paso produce un brusco cambio de dilatación y 
reducción en el volumen de los embriones, hasta que los crio- 
protectores penetran dentro de la célula, FIG 5. Se usaron pa- 
juelas plásticas de 0.25 mi en el tanque de congelación prepa- 
rado, por el método de una dilución [16]. Se llena una columna 
de 6,8 cm de sacarosa 1 M. en PBl; ésta es aspirada dentro 
de la pajuela seguida con aire (0,8 cm), luego solución criopro- 
tectora (0,8 cm), aire (0,8 cm), solución crioprotectora (1 cm) y 
finalmente aire, hasta que la primera columna contacte con el 
algodón. Los embriones bovinos son aspirados dentro de la 
pajuela con la columna final de crioprotector, mientras que los 
embriones de ratones son pipeteados dentro de la pajuela pre- 
parada, finalmente la pajuela es sellada. 

b. Las pajuelas son llevadas a un baño de etanol pre en- 
friado a -7'C, y la columna de sacarosa es inducida a formar 
hielo (Seeding), [16]. La pajuela se mantiene a -7"CIlO min., 

1 2 3 4 
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FIGURA 5. CAMBIOS DEL VOLUMEN OSMÓTICO DURANTE LA CONGELACIÓN LENTA CONVENCIONAL. 
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m evitar la formación de hielo dentro de la columna que 
d e n e  los embriones. Luego, el baño es enfriado a 0,4 "CI 
d. respectivamente, para bovinos y ratones hasta -40°C. 
Después de 10 minutos a -40°C, las pajuelas son transferidas 
&TWU del nitrógeno líquido para depósito. La inducción de for- 
d ó n  de cristales de hielo y la congelación controlada a la 
%;a óptima, resulta en encogimiento de los embriones, debido 
a la salida de agua del citoplasma (osmótico). No ocurren 
cambios en el volumen de las células durante la congelación 
-da y el almacenamiento, FIG. 5. 

c. Al final del período de almacenamiento, es desconge- 
d o  a temperatura ambiente del aire por 10 segundos, y lue- 
go, sumergido en agua a 20°C por 10 segundos. La rápida 
gccongelación reduce la osmolaridad de la solución extrace- 
Uar y el derretimiento de los cristales de hielo. Las células se 
-han porque el agua fluye dentro del citoplasma, para res- 
ablecer el equilibrio osmótico, FIG. 5. 

d. Inmediatamente después de la descongelación, las 
pajuelas son agitadas para mezclar la sacarosa con la colum- 
na de crioprotectores y luego, son incubadas en agua a 35% 
portres minutos, luego por 20°C por 2 a 5 minutos. Las células 
progresivamente se encogen con los niveles de glicerol, debi- 
do a la presencia de la sacarosa impermeable, FIG. 5. Final- 
mente, los embriones son colectados de la pajuela y rehidrata- 
&S en PB1. La remoción de sacarosa de la solución de sus- 
pensión resulta con un hinchamiento y un volumen isotónico 
normal [16,53]. 

Afortunadamente, el proceso de vitrificación tiene tres 
iracciones distintivas: 1. La no formación de hielo en la sus- 

pensión del embrión durante la congelación, almacenamiento 
o descongelación; 2. Las células son osmóticamente deshidra- 
tadas previo a la congelación, por una equilibración controlada 
en una solución de alta concentración de crioprotectores (has- 
ta 6 M.); 3. La secuencia característica de cambios de volúme- 
nes osmóticos, ocurren en el embrión durante el proceso de 
criopresewación, FIG. 6. La vitrificación ofrece considerables 
premisas para simplificar y mejorar la criopresewación de cé- 
lulas, porque no es requerido controlar la tasa de congelación 
con aparatos ó equipos y los daños asociados con la fonna- 
ción de hielo en la suspención, es limitada [35]. La vitrificación 
ha sido aplicada en varias especies de embriones de mamífe- 
ros, incluyendo ratones, ganado, ovejas, conejos y ratas [36]. 
El proceso de vitrificación usado en laboratorio para embriones 
de ratón de 8 células, embriones de ovejas de 6 días y embrio- 
nes de bovinos de 7 días y sus consecuencias osmóticas, son 
descritas a continuación: 

1. Los embriones son lavados en PB1 con 6% de suero 
albúmina bovino (SAB), y transferido a una solución de 
1,6 M. de glicerol y 6% de SAB en PB1 por 20 minutos, 
a temperatura ambiente. Los embriones son enjuaga- 
dos en una solución de glicerol 4,2 M. y 6% de SAB en 
PB1, por un minuto; y luego, es puesto en la solución 
final de vitrificación (SV3a; 6,5 M. glicerol y 6% de ESA 
en PBI). Los embriones sutren una serie de cambios 
osmóticos en su volumen durante el proceso de equili- 
bración, FIG. 6. Primero, el embrión sufre un transitorio 
cambio de encogimiento e hinchamiento de volumen 
en 1,6 M. glicerol; luego se encoge en la solución más 
concentrada de glicerol. Se usan pajuelas plásticas de 
inseminación, como envase de vitrificación y luego, se 
preparan para el método de una dilución. En resumen, 
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FIGURA 6. CAMBIOS DE VOLUMEN OSMOTICO DURANTE LA VITRIFICACIÓN. 
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una columna de 7.5 cm de 1 M. de sacarosa en PBI, 
es puesto dentro de la pajuela usando una jeringa con 
aguja. Luego, una columna de 1 cc de solución SV3a 
es puesta adjunta a la columna de sacarosa, separada 
por un espacio de aire de 0,5 cm., con paredes secas. 
Embriones de bovinos y ratones son pipeteados dentro 
de columnas de solución de vitrificación. Finalmente, la 
pajuela es sellada. 

Un minuto después de ser transferido los embriones en 
la solución de SV3a, las pajuelas son enfriadas transfi- 
riéndolas en los vapores de nitrógeno Iíquido a -170°C 
(tasa de congelación 200 "Clmin.). La suspensión es 
enteramente vitrificada a cerca de -120°C. Las pajuelas 
son almacenadas en el nitrógeno liquido. Aquí no hay 
cambios en el volumen embrionario, debido a la conge- 
lación o almacenamiento, FIG. 6. 

Al final del período de almacenamiento, las pajuelas 
son calentadas a 20-25°C en aire por 10 segundos, y 
luego, sumergidas en agua a 20°C por 10 segundos, 
con calentamiento rápido resulta un suave cambio de 
suspención vidriosa a líquido. No ocurren cambios en 
el volumen celular durante el calentamiento, FIG. 6. 

Inmediatamente después del calentamiento, la pajuela 
es agitada para mezclar la sacarosa y la columna de 
crioprotectores y luego, es introducida en agua a 35"C, 
por tres minutos; luego a 20°C por 2-5 minutos. Los 
embriones inicialmente se hinchan cuando se produce 
la mezcla de sacarosa y luego progresivamente, se va 
deshinchando por los niveles de glicerol del citoplas- 
ma. Finalmente, los embriones son recolectados de la 
pajuela y rehidratados en PB1. La remoción de la saca- 
rosa de la solución, hace que se hinche y vuelva al vo- 
lumen isotónico normal. 

Ambas técnicas de criopreservación producen altas ta- 
sas similares de sobrevivencia embrionaria. Por ejemplo, una 
alta proporción de embriones (90% de 466 embriones) de ra- 

l tón con 8 células, se desarrollan in vitro, con la congelación 
lenta convencional [34]; o por vitrificación (86% de 123 embrio- 
nes), TABLA 11. Los embriones de ratón de 8 células criopre- 
servados por cualquiera de los dos métodos, resultó con altas 
tasas de desarrollo in vivo después de la transferencia. En un 
estudio realizado por Rall y Wood [36], el 75% de 157 embrio- 
nes congelados y el 64% de 194 embriones vitrificados, se de- 
sarrollaron como fetos y nacieron vivos, luego de ser transfen- 
dos a sus madres adoptivas, TABLA 11. 

Resultados similares se han reportado cuando estas téc- 
nicas han sido utilizadas en embriones bovinos. Por ejemplo, 
una alta proporción de embriones de 7 dias, se desarrollaron 
in vitro, con el método convencional lento de congelación (65% 
de 226 embriones, [la]; o por vitrificación (66% de 71 embrio- 
nes), TABLA 111. Aproximadamente, el 42% de 476 embriones 
bovinos congelados [17] y el 47% de 17 embriones bovinos vi- 
trificados, establecieron preñeces después de la descongela- 
ción y la transferencia, TABLA 111. Los resultados indican, que 
éstos métodos registran una eficiencia cerca del 80% y tasas 
de preñez altas, cuando se compara con la transferencia em- 
brionaria en fresco [17]. 

Varias alternativas de procedimientos y soluciones de vi- 
trlficación han reporlado resultados exitosos similares [23]. Un 
reporte reciente de una solución de vitrificación, basada en eti- 
lenglicol, puede ser especialmente apropiada para estadios 
tempranos de embriones, que exhiben permeabilidad limitada 
del glicerol [12]. 

A pesar de las considerables búsquedas en los últimos 15 
años, ha habido poco progreso en el desarrollo de la criopreser- 
vación de oocitos [31]. El mayor éxito ha sido obtenido con ooci- 

TABLA 11 
COMPARACI~N DE TASAS DE PRENEZ CON DIFERENTES MÉTODOS DE CONGELACI~N DE EMBRIONES DE RATÓN 

Congelación Lenta Convencional (%) Vitrificación (%) 

Embrión de ratón 901486 E. 661123 E. 
8 células in vitro Rally Colaboradores 1341. 

Embrión de ratón 751157 E. 641194 E. 
8 células in vivo post-transf. Rall [36]. 

TABLA 111 
COMPARACIÓN DE TASAS DE PRENEZ CON DIFERENTES MÉTODOS DE CONGELACIÓN DE EMBRIONES DE BOVINOS 

Congelación lenta conv. (%) Vitrificación ( %) 
Embrión Bovino 
7 días in vitro. 

Embrión Bovino 
Leibo, [la]. 

7 dias in vivo 421476 E. 47/17 E. 
post-transferencia. Leibo, [l7], 
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TABLA IV 
COMPARACIÓN DE TASAS DE PRENEZ CON DIFERENTES MÉTODOS DE CONGELACIÓN EN OOCITOS DE RATONES 

Congelación Lenta Convencional Vitrificación 

6 - 1 4 %  
Whiitingham, [48]. 

Glenister y Colaboradores, [E]. 
Schroeder y Colaboradores [40] 

20.38% 
Nakagata, [30]. 

Kono y Colaboradores [13]. 
Wood y Colaboradores [51] 

TABiA V 
TASA DE FERTILIZACIÓN DE OOCITOS BOVINOS VITRIFICADOS ANTES Y DESPUÉS DE LA MADURACIÓN IN VlTRO 

Gruoos N" Oocitos 
Vitnficados 

N9 wcitos 
Inseminados 

N" oocitos 
Fertilizados (%) 

Inmaduro 244 
IVM 206 

Control 

tos maduros de ratones. Sin embargo, más de 100 fetos en 
estado avanzado o hijos normales, se han producido de ooci- 
tos de ratón criopresewados por fertilización in vitro y embrio- 
nes transferidos. La tasa de desarrollo, también es baja para 
más aplicaciones. Por ejemplo, sólo de 6 a 14% de oocitos 
congelados convencionalmente [48], [E], [40] y de 20 a 38% de 
oocitos vitrificados [13,30,51], produce fetos o hijos, TABLA IV. 
Esto corresponde a una eficiencia general de menos de 65% 
cuando es comparado con oocitos sin tratamiento. Muy poco 
progreso se ha producido en la criopresenación de oocitos de 
animales domésticos. Los fetos en etapas tardías y recién na- 
cidos, se han reporiado solo de oocitos criopresenados de co- 
nejos; pero la mayoría de la tasa de sobrevivencia fue baja 
(2-6%). Los oocitos de ganado exhiben una baja tasa de fertili- 
zación in vitro, después de una congelación lenta y poco desa- 
rrollo (0.13%) para el estado de dos células, TABLA V. 

Fracciones citológicas especiales de oocitos maduros, el 
huso meiótico, gránulos corticales y el citoesqueleto, son consi- 
derados susceptibles a daños, durante el enfriamiento y la ex- 
posición a crioprotectores. EI simple proceso de enfriamiento de 
oocitos de ratón [8,32], de oveja [29] y de Bovino [38] de 25 a 
4"C, resulta en una despolarización del eje de los microtúbulos. 
Se cree que el eje se reestructura cuando los oocitos de ratón 
son calentados e incubados a 37°C por 60 minutos, se poten- 
cian las anormalidades genéticas debido a errores en el movi- 
miento de los cromosomas que son mayormente afectados. Sin 
embargo, recientes reportes indican que al menos una con=- 
cuencia de la alteración del eje meiótico anapioide, no aumenta 
después de la criopresenación [Z]. Exposiciones a Dimetil sul- 
foxido también resulta con una descomposición reversible del 
huso o eje y la formación del Aster microtubular en los polos del 
huso del oocito de ratón [9] y de conejos [42]. 

También se ha reportado en la criopresenación de ooci- 

tos, cambios estructurales en la zona pelúcida, llamado "zona 
de endurecimiento", que reduce la penetración del espermato- 
zoide y la fertilización [lo]. Por lo tanto, Wood y col. [50], re- 
portan que esta zona de endurecimiento puede ser reducida o 
eliminada, añadiendo suero a la solución de crioprotectores. 
Otros efectos no definidos completamente del enfriamiento re- 
sulta en alteración de las gotas lipidicas y10 membrana celular 

~51. 

Recientes investigaciones sugieren aproximaciones a la 
producción exitosa de oocitos criopresewados. Primeramente, 
Carroil y col. [3], reportan que el aislamiento de folículos pri- 
marios de ratones pueden ser criopresenrados, madurados in 
vivo y mantenidos normales por fertilización in vitro. Además, 
dificultades técnicas durante la maduración in vivo, frecuente- 
mente limitan la eficacia general (3%), esta forma puede pro- 
veer mayor número de oocitos maduros para fertilización in vi- 
tro u otros propósitos. Segundo, la adición de glicoproteínas 
anticongelantes de peces del Antártico, a la solución de vitrifi- 
cación, ha sido reportado como protector de oocitos inmaduros 
de cerdos a danos por congelamiento [39], es decir, alrededor 
del 25% de oocitos de cerdos maduros vitrificados in vitro lue- 
go de ser descongelados. Estos resultados indican que las le- 
siones por congelación asociadas a la membrana, pueden ser 
reducidas por una nueva clase de crioprotectores extracelula- 
res y un procedimiento de enfriamiento ultrarrápido. 

- Almacenamiento de embriones indefinidamente. 

- Mayor eficiencia para el uso de los embriones. 

- Reducción del costo de mantenimiento de receptoras. 
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- Permite el envío de embriones a otros países. 

- Aumenta la disponibilidad de nuevos mercados interna- 
cionales. 

- Medio para estudio genético. 

- Introducción de nuevas razas. 

- Disminución de riesgos sanitarios. 

- Presewación de especies animales en extinción. 

- Investigación básica y aplicada de los mecanismos de 

criobiología.- 

- Banco de embriones de ratones de laboratorio genética- 
mente iguales, que aseguren continua disponibilidad de 
variedades. 

- Uso de embriones criopreSe~ad0~ para técnicas de fer- 
tilización in vRro y otras técnicas de concepción y trata- 
miento de la infertilidad. 

CONCLUSIONES 

La presenración de oocitos y embriones de mamíferos 
por congelación, ha progresado rápidamente desde la primera 
demostración en 1972. Desde el punto de vista de la criobioio- 
gía y de la transferencia de embriones, las investigaciones he- 
chas con embriones congelados ha contribuido a aportar una 
nueva tecnología en la Producción Animal; y es razonable 
pensar, que estas investigaciones y experiencias, continuarán 
ampliando los conocimientos de procesos biológicos funda- 
mentales y aportarán nuevas técnicas prácticas, para aumen- 
tar la producción de los animales domésticos y definitivamen- 
te, en nuestro país es necesario desarrollar estas líneas de in- 
vestigación que ayuden de cualquier forma, a una mayor efi- 
ciencia reproductiva lo cual se traducirá en una mayor produc- 
ción y productividad. 

Existen dos técnicas básicas de criopresewación em- 
brionaria: la "Congelación Lenta Convencional" y la Ilitrifica- 
ción". Ambas tienen procedimientos diferentes pero fines co- 
munes: la deshidratación osmótica de la célula antes del alma- 
cenamiento en nitrógeno líquido y prevenir efectos deletéreos 
por químicos tóxicos en la congelación intracelular. Todavía se 
necesita estudiar sistemáticamente los daíios moleculares y fi- 
siológicos básicos de las células asociadas con la congela- 
ción, crioprotectores y aditivos necesarios que estabilizan los 
componentes frágiles de la célula. 
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