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RESUMEN

El objetivo de esta revision es brindar informacion sobre las diferentes técnicas de
criopreservaciéon de embriones bovinos, analizando algunas de las ventajas y
desventajas de cada una de ellas en lo que respecta a su realizacion y porcentajes

de prefiez.

El uso de la criopreservacion de embriones ha tenido un gran avance dentro de la
transferencia de embriones, es una herramienta que brinda muchas ventajas en
los trabajos de mejoramiento genético en la actualidad. Es de suma utilidad, ya
gue a través de esta técnica podemos conservar durante un prolongado periodo
un embrién de excelente calidad, que a la par nos permite utilizarlo cuando y
donde se produzcan las condiciones favorables para lograr asi la prefiez de las
receptoras, o aun mejor, estos embriones crioprervados se pueden usar en alguin

lugar lejano de donde fue colectado.

En la actualidad los métodos de criopreservacion ya cuentan con equipos
programables, que realizan parte del proceso automaticamente ya sea utilizando
diferentes programas y productos para la criopreservacion. De tal manera que la
congelacion adecuada de embriones permite el intercambio comercial entre
paises, de acuerdo a las regulaciones sanitarias establecidas, también facilita y
abarata los costos de transporte, brindando asi beneficios de un material genético

altamente valioso y de calidad para los productores.

Palabras clave: Embriones, Criopreservacion, Etilenglicol, Glicerol, Vitrificacion.
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|. OBJETIVO

La finalidad de este trabajo es describir los diferentes métodos actuales de
criopreservacion de embriones bovinos. De tal manera que se identificaran los
principales cambios durante el proceso de congelacion (criopreservacion) de

embriones bovinos.
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II. INTRODUCCION

Durante los ultimos 40 afios las células y embriones de mamiferos se han
conservado a temperatura ambiente, a temperatura de refrigeracion y por los
diferentes métodos de crioconservacion. En la actualidad se sabe que estas
técnicas se han convertido en los procedimientos mas sencillos, practicos y menos

costosos de congelacion.

Segun Landinez y col. (2007), en los ultimos afios, la criopreservacion de
embriones y ovocitos ha sido una herramienta util para interrumpir y controlar el
ciclo reproductivo de especies de interés zootécnico, sometiendo dichos
embriones y ovocitos a temperaturas bajas, manteniendo asi su ciclo celular,

conservando su viabilidad y funcionalidad.

Celestinos y Gatica (2002) mencionan que en los registros de la Sociedad
Internacional de Transferencia de Embriones revelan que mas del 50% de 500.000
embriones de bovino transferidos en los ultimos afios han sido usados después de

ser congelados y descongelados.

Este trabajo tiene como objetivo revisar los presentes métodos de
criopreservaciéon de embriones bovinos, asi como también hablar de los ultimos
procedimientos y avances para que los nuevos investigadores puedan tener una
revision actualizada de literatura para iniciar sus nuevos trabajos y asi poder

enfocarse en ciertos puntos para realizar la criopreservacion de embriones.

También se abordaran resultados de estudios recientes hechos en el extranjero,
en México y particularmente en la zona del estado de Coahuila, con el propdsito

de hacer comparativos y dar divulgacion a dichos resultados.



lll. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Técnicas de criopreservacion de embriones.

La criopreservacion o crioconservacion es el proceso en el cual células o tejidos
son congelados a muy bajas temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196 °C
(el punto de ebullicién del nitrégeno liquido) para disminuir las funciones vitales de
una célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de vida suspendida
por mucho tiempo, a esas temperaturas, cualquier actividad bioldgica, incluidas las
reacciones bioquimicas que producirdn la muerte de una célula, quedan

efectivamente detenida, explica (Teodoro, 2011).

Por su parte Medeiros y col. (2002) mencionan que el objetivo principal de la
criopreservacion es el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular por un

periodo prolongado de tiempo.

La supervivencia a la congelacién es el producto de numerosos factores que
interaccionan entre si (Boiso, 2001). La criopreservacion de cualquier material
biolégico se efectla indispensablemente dentro de una solucion que otorgue
propiedades fisico-quimicas favorables para la sobrevivencia durante la

congelacion y descongelacion (Vila, 1984).

Durante muchos afios fue imposible congelar con éxito los embriones de
mamifero, ya que su gran tamafo impedia que los diferentes procedimientos de
congelamiento pudiera evitar la formacion de cristales de hielo intracelulares, los

cuales resultan letales (Martinez, 2006).

Con el desarrollo de biotecnologias en la reproduccién, entre las principales que
destacan son la superovulacién, fecundacién in vivo o in vitro y micro manipulacién
de embriones, a todo esto se ha logrado dar un gran avance en cuanto al nimero
de embriones que se pueden obtener de una sola vaca de alto valor genético y asi
mantener y mejorar la especie maximizando las capacidades genéticas de la

misma (Guerra y col. 2012).



Giraldo y col. (2012) mencionan que durante los ultimos 20 afios, se ha observado
que la produccion de embriones bovinos ha crecido de forma progresiva, en

especial, en el area de la produccion in vitro (PIV).

Por su parte Belascoain y col. (2010) mencionan que el proceso de
criopreservacion se clasifica en equilibrado y no equilibrado, segun se utilicen las
técnicas que logren o no un equilibrio osmadtico entre el medio y el agua
intracelular antes de la congelacion del embrion. Por su parte describe los dos
tipos de criopreservacion y de acuerdo a ellas menciona que dentro de la
criopreservacion en equilibrio se encuentra la técnica tradicional con tres

variantes: estandar, de un paso y transferencia directa.

El mismo autor menciona que en la primera el tiempo de exposicion al
crioprotector es de diez a treinta minutos; siendo una técnica relativamente lenta al
igual que las otras dos variantes, su mayor desventaja es el tiempo requerido para
la descongelacion ya que se necesitan hacer pasajes por soluciones con distintas
concentraciones de glicerol y sucrosa, haciendo esto también elevar su costo.
Siguiendo la clasificaciéon dentro de la variante de un paso el tiempo requerido
para la descongelacion es menor, la desventaja es que muchas veces no se
logran homogenizar correctamente las soluciones contenidas en la pajuela,

haciendo esto variables los porcentajes de prefiez.

De la misma manera Belascoain y col. (2010) de acuerdo a esta clasificacion
mencionan que en la transferencia directa se requiere menor tiempo de exposicion
al crioprotector que en la estandar; mientras tanto la descongelacion es mas
rapida no requiriendo el pasaje por las distintas soluciones, haciendo también esto
disminuir los costos de dicha técnica. Los porcentajes de prefiez son similares a
los de la estandar por otra parte también describe que en la criopreservacion no
equilibrada hay mayor deshidratacion y penetracion del crioprotector previo al
enfriamiento, lo que las hace mas rapidas que las equilibradas. Belascoain y col.
(2010) mencionan que dentro de esta hay dos variantes: rapida vy vitrificacion. En

la primera los porcentajes de prefiez son bajos comparados con las demas
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técnicas. En la vitrificacion los porcentajes de prefiez son aun variables, por estar

todavia en desarrollo, pero en algunos casos similares a la técnica estandar.

La congelacion ultrarrapida fue originalmente descrita para la congelacion de
embriones, por Trounson (1986). Implica la rapida deshidratacion celular,
utilizando altas concentraciones de crioprotector, seguida de la inmersion en

nitrogeno liquido.

De ante mano se sabe que en la actualidad hay sustancias o agentes en la
naturaleza, que tienen la propiedad de disminuir (no eliminar), la accion deletérea
del efecto solucibn cuando sometemos al embribn a una disminucion de

temperatura; son los llamados agentes crioprotectores.

Martinez (2006) menciona también sea cual fuere el método empleado, la
criopreservacion involucra la exposicion inicial de las muestras al crioprotector, el
congelamiento a temperatura por bajo de cero, el almacenamiento, el
descongelamiento, y finalmente, la remocion del crioprotector, con el retorno al
ambiente fisiolégico, lo cual permitird el desarrollo posterior, la condicién
fundamental es que las células mantengan su integridad estructural a lo largo de

todo el procedimiento.

3.2. Tipos de crioprotectores

Segun Melendres (2012) existen dos tipos de crioprotectores:
a) Permeables o Intracelulares.

De bajo peso molecular, Glicerol (G), Dimetilsulféxido (DMSO), 1-2
propanodiol, etilenglicol (EG), propilenglicol (PG), polietilenglicol (PEG),
etanol y otros alcoholes; todos estos compuestos deshidratan la célula
penetrando a ésta para ayudar a proteger el citoplasma. Miyaque y col.
(1993) exponen que estos crioprotectores se han usado por que
deshidratan la celula penetrando para ayudar a proteger el citoplasma. Por

su parte otros autores como son Sommerfeld y Niemmann (1999),



menciona que el crioprotector mas utilizado en los procedimientos de
vitrificacion es el Etilenglicol, ya que este crioprotector tiene mayor
permeabilidad y relativa baja toxicidad sobre las células, haciendo una
comparacién con otros compuestos crioprotectores, tal es el caso del
Glicerol y el Propilenglicol (Palasz y Mapletoft, 1996); mas sin embargo
altas concentraciones de estos compuestos no son recomendables, ya que
pueden tener efectos toxicos e hipertonicos. Otro autor, tal es el caso de
Visitin y col. (2002) mencionan que cuando se utiliza una concentracion de
3,6 Molar (M) de EG, las tasas de viabilidad son similares entre los
embriones vitrificados y embriones no congelados; sin embargo, cuando se
aumenta a 7,2 M, la concentracion de EG, se presenta toxicidad de la celula

embrionaria.
b) Impermeables o Extracelulares.

De alto peso molecular, polivinilpirrolidona (PVP), glucosa, fructuosa ficol,
dextrano sorbitol, sacarosa, lactosa, trealosa, entre otros, estos compuestos
extraen el agua libe intracelular utilizando la diferencia de presion osmética
sin penetrar a la célula; son efectivas para preservar la funcionalidad y
estructura de las membranas a baja actividad de agua; deshidratan junto

con el crioprotector las células de los embriones durante el equilibrio.

Su mecanismo de accion consiste en estimular osméticamente una rapida
deshidratacion celular y de esta manera disminuir el volumen de agua

intracelular que podria formar cristales de hielo (Medeiros y col. 2002).

Existen distintos métodos de criopreservacion y de acuerdo a ello podemos
clasificarlos en la velocidad de congelamiento y descongelamiento; en protocolos
de congelacion lenta-descongelacion lenta, congelacion lenta-descongelacion
rapida en las cuales la adicién del crioprotector suele hacerse por pasos y el
disenso de la temperatura se realiza lentamente en un congelador programable.

Por lo tanto la descongelacion rapida se hace rapidamente a temperatura



ambiente o en un bafio de agua a 30 °C para asi evitar la re cristalizacion (Avila y
col. 2006).

Por su parte en un trabajo realizado por Gil (2011) menciona que los protocolos de
criopreservacion se han clasificado como “lentos o rapidos”, de acuerdo con la

velocidad de enfriamiento y el tipo de concentracion de los crioprotectores usados.

En un estudio realizado por Guerra y col. (2012), luego de la clasificacion de los
embriones obtenidos ya sea por procedimientos in vivo o in vitro, mencionan que
utilizaron tres protocolos de congelacion, la primera de congelacién lenta y dos de
vitrificacién. En los resultados destacan que los protocolos de congelacién lenta
ensayados en su investigacion tuvieron una mayor efectividad que los de

vitrificacion tanto para embriones producidos en vivo como in vitro.

Actualmente, los métodos mas utilizados para criopreservar embriones son la
congelacion convencional y la vitrificacion. La primera es considerada la técnica de
eleccion para la criopreservacion de embriones bovinos producidos in vivo. Se
destaca que en este tipo de embriones, la congelaciéon convencional ha permitido
obtener resultados satisfactorios y muy poca diferencia a embriones frescos
(Mucci y col. 2006)

Por otro lado Hernandez (2013) menciona que se ha incrementado el
procedimiento de dos técnicas de congelacion de embriones, los cuales se usan el
Glicerol y el Etilenglicol como crioprotectores (el ultimo es el mas usado en la
actualidad) el cual fue desarrollado recientemente como técnica de transferencia
directa, es decir, que se permite transferir el embridon desde la misma pajuela en la
que fue congelado (Martinez, 2006). En este apartado se identifican los
procedimientos para introducir el embrion en la pajilla de acuerdo al crioprotector
utilizado. Solo varia el numero de columnas del medio en cada pajilla, con G (3
columnas de medio y 2 espacios de aire) y con EG (4 columnas de medio y 3 de

aire).



Ejemplo del empajillado del embrién con glicerol o etilenglicol

v 4 4 | + b 1

algodon medio  aire aire medio  pvoh
media + embridn

[ I 1 [ 1 1 -
v + I [ ST T N |
algodan madio  aire aire medio aire medio pvoh

media + embrién

Figura 1. Empajillado del embrion con glicerol y
etilenglicol, Hernandez (2013).

Técnica de congelacion con Glicerol

e Medio comercial con Glicerol al 10% (1.5M).

e Colocar el embrion identificandolo adecuadamente en la pajilla, sellar la
pajilla.

e Esperar 10 a 25 minutos a temperatura ambiente.

e Colocar la pajilla en la congeladora a - 6°C (2 minutos).

e Realizar la induccion de la cristalizacién (seeding) a - 6°C, en la columna
donde se localiza el embrion.

e Etapa de equilibrio post-cristalizacién (10 minutos).

e Iniciar la congelacion a un ritmo de - 0.5°C/ minuto hasta llegar a los -32°C,
al llegar a esta temperatura mantener los embriones durante 5 minutos.

¢ Inmersidn directamente de las pajillas en nitrégeno liquido (-196°C).



e Almacenamiento de las pajillas en termo de nitrégeno liquido.
Técnica de congelacion con Etilenglicol

e Medio comercial con EG al 1.5 M.

e Colocar el embrién en la pajilla identificandolo adecuadamente, sellar la
pajilla.

e Esperar maximo 10 minutos a temperatura ambiente.

e Colocar la pajilla en la congeladora a - 7°C (2 minutos).

e Realizar la induccion de la cristalizacién (seeding) a - 7°C, en la columna
donde se localiza el embrion.

e Etapa de equilibrio post-cristalizacion (10 minutos).

¢ Iniciar la congelacién a un ritmo de -0.3 o 0.5°C/ minuto hasta llegar a los -
32°C, al llegar a esta temperatura mantener los embriones durante 5
minutos.

¢ Inmersién directamente de las pajillas en nitrégeno liquido (-196°C).

¢ Almacenamiento de las pajillas en termo de nitrégeno liquido (Hernandez,
2013)

Por otro lado De Luca (2002) describe el método “ONE STEP” de

crioconservacion embrionaria en bovinos de una manera mas detallada:
1. Seleccion del embridn. Separar morulas de blastocistos.

2. Lavar 10 veces con una soluciéon de Dulbecco® modificado, con

10% de suero fetal bovino.

3. Mérulas: sumergir durante 10 minutos el embrion en una solucion de
Dulbecco®, con 1,5 molar de glicerol, mas 0,1 molar de sucrosa.
Blastocistos: sumergir durante 10 minutos el embrion en una
solucion de Dulbecco®, con 1,5 molar de glicerol, mas 0,2 molar de

sucrosa.



4. Tomar una pajilla de 0,25cc y cargar en ella el embrién en el

siguiente orden:
a) Primera columna de Dulbecco® con suero fetal al 10%.
b) Segunda columna, pequeia burbuja de aire.
c) Tercera columna de Dulbecco® con medio de congelacion.
d) Cuarta columna, pequefia burbuja de aire.
e) Quinta columna, cargar el embridn en su medio.
f) Sexta columna, pequefa burbuja de aire.

g) Completar el resto de la pajuela con medio de congelacion.

5. Llevar los embriones a la congeladora con una temperatura de entre
-6°C a -7°C, donde permaneceran 10 minutos en stand by, hasta

alcanzar los -35°C.

6. A su término tocar la pajuela a la altura de la 3ra. columna con una
pinza hemostética, previamente sumergida en nitrdgeno liquido para
gue alcance en su extremo los -196°C. Este método (Seeding)

evitara la muerte del embrién por sobrefusion.

7. La corrida de temperatura sera de 0,5°C por minuto hasta alcanzar
los -35°C, momento en que se introducira la pajuela en nitrdgeno

liquido (Plunging).

3.3. Curvas de enfriamiento y cambios celulares durante la congelacion.

Cuando la suspension alcanza temperaturas entre -5 y -10°C se forman nucleos
de hielo, que se distribuyen aleatoriamente en el medio extracelular. Por lo tanto
la cristalizacion en el medio extracelular da lugar a hielo puro, dejando los solutos

progresivamente mas concentrados en la fraccion liquida. Este proceso recibe el
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nombre de crioconcentracion. La fraccion liquida se hace hipertdnica y en
respuesta a la diferencia de gradientes de concentracion, la célula se deshidrata
(Boiso, 2001).

Segun De la Fuente (2009) menciona los principales mecanismos de dafio celular

durante la criopreservacion:

e Formacion de cristales de hielo

e Dafio osmotico

e Efecto toxico del crioprotector

e Fractura de la zona y del embridn

e Dafio en las organelas intracelulares

e Ruptura de los contactos entre células
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Figura 2: Equilibrio Osmatico y formacion de cristales en
la congelacion (De la Fuente, 2009).
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Mucci y col. (2006) también mencionan que durante el procedimiento de
congelacion, las células embrionarias sufren cambios importantes asociados a la
formaciéon de hielo intra o extracelular que disminuyen la sobrevida

poscriopreservacion.

Grossmann y Santalé6 (1991) dicen que punto eutéctico refleja la maxima
concentracion de solutos que puede alcanzarse justo antes de que el agua y los
solutos se solidifiquen conjuntamente, por lo tanto cuando la temperatura baja
hasta alcanzar el punto eutéctico, la fraccion no congelada y los solutos se
solidifican (Vila y Carretero, 1985). Al ocurrir la cristalizacién, hay una liberacién de
energia en forma de calor latente de solidificacién. Esto eleva transitoriamente la
temperatura de la solucion. Este proceso de aumento y disminucion rapida de la
temperatura es perjudicial para las células (Boiso, 2001). EI mismo autor menciona
qgue la velocidad de congelamiento es un factor importante en la criopreservacion.
Cuando la velocidad de congelamiento es muy rapida, la célula no es capaz de
deshidratarse lo suficiente. Consecuentemente, se produce una inadecuada
deshidratacion y el agua que aun se encuentra en el interior de la célula forma
cristales de hielo, que tienen un efecto letal para la célula (Mazur, 1984). Por el
contrario, si la velocidad es demasiado lenta, la deshidratacion serd extrema
pudiendo llegar al colapso celular (Boiso, 2001). La deshidratacién severa produce
la desnaturalizacion de macromoléculas y una reduccion excesiva del tamafio

celular hasta el colapso irreversible de la membrana plasmatica (Mazur, 1984).

La supervivencia celular sera& maxima a una velocidad de congelamiento
adecuada, que es especifica para cada tipo celular (Holt, 2000). Tambien la
velocidad de congelamiento es de considerable importancia durante el “rango
critico de temperatura”, definido como el periodo donde ocurre la formacion de
cristales de hielo y la consecuente deshidratacion celular (Kumar y Col. 2003).
Mazur (1984) postula que la lesién celular crioinducida podria explicarse también
por la accion combinada de factores fisicos. Los factores fisicos a los que se
refiere son el estrés osmoético y la presion que sufren las células en sus

membranas por la expansion del hielo.
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Sin embargo esta presion produce una deformacidn celular que a bajas
temperaturas resulta letal. Las membranas celulares son las estructuras que
sufren mayor dafio en los procesos de criopreservacion, debido a la pérdida de
fluidez de sus componentes lipidicos. La transicion de lipidos fluidos a solidos se
presenta a temperaturas entre 10 y 16°C alterando todas las funciones de la
membrana y confiriéndole un alto grado de fragilidad (Grossmann y Santalo,
1991).

La estructura y composicion de las membranas plasméticas determinan los
principales eventos celulares que tienen lugar durante los procesos de
criopreservacion, su comportamiento durante la congelacion y descongelacion
definira los indices de supervivencia de la célula congelada. Los periodos criticos
para la sobrevida celular durante la criopreservaciéon son la fase inicial del
congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisiologicas (Avila y col.
2006).

Por su parte lzaguirre (2012) menciona los principales cambios y dafios que
produce la criopreservacion en general para ello podeos hablar de tres tipos de

dafio en tres rangos de temperatura diferentes:

e De +15°C a -5°C: las lesiones por enfriamiento, implican cambios en ciertas
estructuras como gotas lipidicas, membranas ricas en lipidos y estructuras
como microtubulos y microfilamentos del citoesqueleto. Se trata de
alteraciones parcialmente irreversibles y a las que los embriones bovinos

son relativamente resistentes.

e De -5°C a -80°C: los dafios ocurren sobre todo en el rango de -5°C a -40°C.
Es el momento en el que ocurre la formacion de hielo extra e intracelular, ya
indicada anteriormente como la mayor fuente de lesion. Producen efectos

deletéreos, mayormente mecanicos, sobre todas las estructuras.
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e De -50°C a -150°C: debido al efecto mecanico de la solucion solidificada,

hay un elevado riesgo de rotura de la zona pelucida (ZP).

No obstante la fase de almacenamiento a temperaturas inferiores a -150°C
(normalmente a -196°C) es la menos peligrosa, sin embargo, el calentamiento
accidental durante la misma es una de las causas mas frecuentes de dafios, por lo
que el manejo de las muestras una vez introducidas en el nitrégeno liquido debe
ser especialmente cuidadoso para que no se pierda la cadena de frio lzaguirre
(2012).

Ademas, entre mas pequefia es la muestra, mas posibilidades de supervivencia
presenta, caracteristica que concede cierta ventaja a los embriones en estadio de
blastocisto, formados por células muy pequefas, frente a los ovocitos, cigotos y

embriones en estadios tempranos.

Cuadro 1: Factores asociados con la criopreservacion que contribuyen al
dafio y muerte celular en los sistemas bioloégicos, Baez y Villamediana,
2008

Sistema Tipo / Causa del Dafio

Todo Formacion de hielo intracelular y extracelular,
apoptosis, toxicidad, metabolismo general.
Ruptura

Membrana

Apoptosis
DNA .

_ Microtubulos disueltos
Citoesqueleto

] _ Deshidratacion, perdida de sus funciones
Proteinas/enzimas

o Granulos corticales, zona peldcida
Zona pelucida

Endurecimiento, fracturas
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3.4. Estadios embrionarios recomendados para la congelacion.

Las autoras Filipiak y Larocca (2012) afirman que se debe tener en cuenta que
para someter a los embriones a las diferentes técnicas de criopreservacion estos
deben ser mérulas compactas o blastocistos de buena calidad o excelente calidad,

los cuales deberan estar entre los dias 6 y 8 de vida.

Figura 3: Mdrula compacta y blastocisto expandido, Filipiak y Larocca
(2012)

Por su parte Martinez (2009) menciona también los estadios embrionarios
recomendados para la criopreservacion en una forma detallada de acuerdo a la
morfologia que presentan dichas células en su respectiva edad, entre los cuales

se encuentran los siguientes:

1. Mérula compacta. Debido a la compactacién, las uniones de los
blastomeros han formado una masa celular, de manera que ya no se
aprecian los blastomeros individuales. El embrion ocupa de 60% a 705 del

espacio perivitelino.
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Figura 4: Morulas compactas, Martinez (2009)

-

2. Blastocisto temprano. En la masa celular aparece una pequefia cavidad
llena de liquido llamado blastocele. Aqui las células empiezan a

diferenciarse. El embrién ocupa de 70% a 80% del espacio perivitelino.

Figura 5: Blastocisto temprano, Martinez (2009)

3. Blastocisto maduro. La diferenciacion continua, observandose las células
del tabique embrionario o disco embrionario, que origina al embrién y a las
células del trofoblasto. EI embrién tiene apariencia de anillo y ocupa el 90%

del espacio perivitelino.
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Figura 6: Blastocisto maduro, Martinez (2009)

Otros autores mencionan que para obtener los mejores resultados, es importante
tener en cuenta el sistema de clasificacion, basado en la calidad y el estado de
desarrollo del embridon que va a ser transferido. Segun la Sociedad Internacional
de Transferencia de Embriones (IETS), los estados de desarrollo estan
clasificados asi: 1. No fecundado; 2. Dos a doce células; 3. Mérula temprana; 4.
Moérula; 5. Blastocisto temprano; 6. Blastocisto; 7. Blastocisto expandido; 8.
Blastocisto eclosionado y 9. Blastocisto eclosionado expandido. Por calidad de los
embriones los clasifica por codigo asi: Codigo 1. Excelente o bueno; Cddigo 2.
Regular; Codigo 3. Malo; y Cdédigo 4. Muerto / degenerado (Stingfellow, 2000,
citado por Duica y col. 2007).

También otro autor destaca que es de suma importancia el resaltar el hecho de
gue solo los embriones de excelente calidad y con el grado de desarrollo normal
son los adecuados para ser sometidos al proceso de congelacion, ya que otras
categorias ofrecen unos porcentajes de gestacion inferiores e incluso nulos (De la
Fuente, 2004).

No obstante, Cutini y col. (2000) menciona que la calidad embrionaria de
transplante es muy importante, pero se debe tomar en consideracion que
embriones calificados excelentes luego de ser transferidos normalmente, no
terminan en prefiez, mientras que embriones de buena calidad y transferidos con
algun tipo de problema de desarrollo, resultan en prefieces y nacimientos

normales. Por lo tanto esto nos indica que la calidad de embriones pueden
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determinar los resultados, pero existen otros factores relacionados con la

receptora o con la transferencia que pueden también modificar dichos resultados.

Por otro lado, la transferencia de embriones de 9 dias o0 mas, no se realiza, pues
es dificultoso encontrar los embriones en el medio de lavaje luego que los mismos

han perdido la zona pelucida.

Martin y Monge (2012) mencionan que en un trabajo realizado con embriones
equinos la calidad del embrion recuperado es también de suma importancia, ya
gue solo son aptos para la congelacion los embriones de grado | (excelente) o
grado Il (bueno), segun la clasificacibon de Mckinnon y Squires. Estudios
demuestran que los mejores resultados se obtienen cuando se congelan mérulas
o blastocistos tempranos, con un diametro medio de 200 um (_300 um), carentes
de blastocele y sin capsula glicoproteica que lo rodea, ya que estas caracteristicas
tienen mucha importancia en el proceso de congelaciéon y descongelacioén, por que
los cambios de volumen del embrién, la cantidad de agua y la permeabilidad a los

crioprotectores varia enormemente a medida que el embrion se va desarrollando.

Los mismos autores mencionan que cuando se congelan moérulas o blastocistos
tempranos, el 80% de los embriones recuperados son viables tras la
descongelacién, obteniéndose unos indices de prefiez del 50-60%, incluso
pudiendo llegar al 86%. Los embriones mas grandes (blastocisto y blastocisto
expandido) no toleran bien el proceso de congelacién-descongelacién, producto
de un mayor indice de muerte celular y alteracion de las organelas. Estos dafios
son debidos a la presencia de la capsula glicoproteica que rodea al embrién a
partir de la etapa de blastocisto, impidiendo la adecuada difusién del CP a las
células de la masa interna. Ademas, el desarrollo del blastocele, condiciona el
proceso de deshidratacion, aumentando las probabilidades de formacion de

cristales intracelulares durante la congelacion que dafien las células embrionarias.

Por su parte Martinez y col. (2014) también dice que se obtienen mejores

resultados cuando se utilizan embriones cuyo diametro es menor de 300 um que
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cuando se utilizan embriones cuyo diametro es mayor de 300 ym (tasa de prefiez
< 20 %).

3.5. Ventajas de la criopreservacion de embriones

De la Fuente (2009) menciona algunas ventajas de la congelacion de embriones,

incrementa la difusién de genes (incremento de la produccién, implantacion rapida

de cambios en la produccion), limita la transmisiéon de enfermedades, son de

cobertura mundial ilimitada.

El uso de embriones criopreservados permite (Melendres, 2012).

Utilizar eficientemente donante y receptoras

Incorporar progreso genético a bajo costo, comparando los valores del
embridn y el de su transporte frente a los animales en pie

Transferir algunos embriones y conservar el resto hasta poder analizar los
registros de produccion de la descendencia

Controlar enfermedades exadticas, reemplazando la importacion de animales
en pie por la de embriones congelados libres de ellas

Conservar razas en vias de extincion

Crear bancos de germoplasma de valor pecuario

Por su lado Teodoro (2011) menciona algunas ventajas de embriones congelados

sobre embriones frescos.

Ventajas operativas:

La congelacion del sobrante de embriones sobre las receptoras disponibles,
aprovechando todo el material genético.

Transferencia simultanea de embriones de diferentes combinaciones de
padres. Esto es importante para las exposiciones y para las pruebas de

comportamiento.
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e Los nacimientos pueden programarse de acuerdo al manejo de la
explotacion.
e Los embriones congelados esperan en nitrégeno liquido la sincronizacion

de los celos de las receptoras y el momento optimo para la transferencia

Ventajas comerciales:

e Los embriones congelados, procesados de acuerdo a las hormas sanitarias
sugeridas por la IETS, no transmiten enfermedades, por lo tanto
desaparecen las barreras sanitarias haciendo posible el comercio
internacional de embriones.

¢ Los embriones pueden ser descongelados y transferidos en cualquier época
del afio y region, en receptoras adaptadas a los factores climaticos del

lugar.

3.6. Resultados de fertilidad con embriones frescos vs congelados

Segun Colazo y Mapletoft (2007) mencionan que en Canada, mas del 70 % de las
transferencias de embriones se realizan e el ganado lechero y aproximadamente
el 70% de los embriones son congelados anualmente, de los cuales 22.000 han
sido exportados en el 2006 (Asociacion Canadiense de Transferencia de
Embriones).

En un estudio realizado por Ariza y col. (2006) haciendo evaluaciones
retrospectivas de la tasa de prefiez, menciona que observaron que cuando se
transfieren embriones en fresco se obtienen mayores porcentajes de prefiez que
cuando los embriones son criopreservados, esto debido a que la viabilidad de los
embriones congelados baja por dafos en las blastomeras debido al mismo manejo

de temperaturas en la congelacion. Por otro lado en cuanto a los embriones
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criopreservados se observa un mayor porcentaje de prefiez en los congelados en
glicerol, tal vez debido a la poca toxicidad y poco dafio celular al descongelar. De
otra manera al evaluar los que fueron criopreservados con etilenglicol hubo una

disminucién del porcentaje de prefiez, como se observa en la tabla siguiente.

Cuadro 2: Tasa de prefiez de acuerdo al tratamiento recibido por el embrién
antes de la T.E, Ariza y col. (2006).

Tratamiento Tasa de prefiez
Etilenglicol 14.24 %
Glicerol 21.62 %
Fresco 43.67 %

En otro trabajo realizado por Garrote y Scardaccione (2010) mencionan que no
encontraron diferencias significativas en el nimero de receptoras prefiadas con
embriones frescos vs congelados. De acuerdo a las tasas de gestacion
observadas en la tabla el porcentaje de prefiez con embriones frescos
independientemente de la droga usas en este estudio fue 58%, con embriones
congelados obtuvieron el 56%.
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Cuadro 3: Tasa de prefiez de embriones frescos vs congelados, Garrote y
Scardaccione (2010).

Receptoras transferidas Prefiadas % de Prefiez
Grupo control TEC 254 143 56.30
TEF 300 175 58.33
Grupo Meloxicam TEC 235 132 56.17
TEF 290 169 58.28
Total 1.079 619 57.37

Por su parte Rodriguez y col. (2007) demuestran en un trabajo realizado con 174
receptoras, de las cuales (n=51) fueron transferidas con embriones frescos, (n=46)
con embriones calidad 2 (nh= 5) y con embriones de calidad 3; las receptoras
restantes (n=123) transferidas con embriones congelados de calidad 1. D e la
misma forma se transfirieron embriones en estadio 4 (n=44) y estadio 5 (n=6) en
fresco y, en estadio 4 (n=42), estadio 5 (n=38), estadio 6 (n=27) y estadio 7
(n=16) congelados. El resultado de dicho trabajo refleja la tasa de prefiez total,
teniendo en cuenta tanto frescos como congelados, fue de 42% (73 de 174). En
este experimento obtuvo una tasa de prefiez con embriones frescos (31%, 16 de

51) fue menor que con embriones congelados (46%, 57 de 123).

3.7. Resultados de investigaciones actuales en el estado de Coahuila

En un estudio realizado por Martinez (2009), utilizando semen sexado y no
sexado, los embriones en fresco demuestran que la tasa de gestacion en
receptoras de acuerdo al embrion recibido presentd una tendencia estadistica a
ser diferentes, siendo mayor para los embriones producidos con semen sexado,

como se muestra en la tabla siguiente, adaptada de dicha investigacion.
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Cuadro 4: Tasa de gestaciéon de las hembras receptoras de acuerdo al tipo
de embrién recibido (sexado y no sexado), Martinez (2009).

Tipo de Receptoras Total prefiadas %
Embrion

No sexado 11 3 27.27a
Sexado 4 3 75.00b

Literales diferentes P= 0.09

De acuerdo a las tasas de gestacion observadas en la tabla el porcentaje de
prefiez con embriones frescos independientemente del semen utilizado fue de un
40% (6/15) de acuerdo a la literatura revisada, (Rommel, 1996 citado por Martinez,
2009) menciona que actualmente la tasa de prefiez con embriones obtenidos in

vivo puede variar de 40% a 70%.

Por otro lado, Lagunes (2014) en un trabajo mas reciente demuestra la utilizacion
de embriones congelados midiendo la calidad del Cuerpo Luteo (C.L.) al momento
de la transferencia sobre la tasa de gestacién de vaquillas Bradford. Donde se
obtuvieron mejores resultados con un CL2 (cuerpo luteo blando, de 1 a 2 cm de
diametro) obteniendo una tasa de concepcion de 29 % y un 25% para CL3 (cuerpo

liteo de méas de 2 cm de didmetro), como se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 5: Efecto de la calidad del C.L sobre la tasa de gestacion de vaquillas
Bradford que recibieron un embrién congelado, Lagunes, (2014).

Calidad Cantidad Cantidad

C.L. Embrionizadas Prefiadas % de gestacion
CL2 17 5 29 a

CL3 28 7 25a

Literales iguales no difieren estadisticamente
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Si se compara los resultados de Martinez y Lagunes se puede observar una
disminucién de la fertilidad debido probablemente a la diferencia del tipo embrion
utilizado (frescos y congelados), los resultados en este estudio fueron de un 26%
(12/45) de prefiez.

Figura 7: Embriones bovinos de excelente calidad.
(Fotografias tomadas de varios trabajos de
comunicacion personal, realizados en la Comarca
Laguneray Tamaulipas. Leyva, Morales y Di-Bella).

Figura 8: Blastocistos y moérulas vistos desde un
Esteromiscroscopio. (Fotografias tomadas de varios
trabajos de comunicacién personal, realizados en la
Comarca Lagunera y Tamaulipas. Leyva, Morales y Di-
Bella).
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Figura 9: Embriones listos para la Criopreservacion.
(Fotografias tomadas de varios trabajos de
comunicacion personal, realizados en la Comarca
Laguneray Tamaulipas. Leyva, Morales y Di-Bella).

3.8. Avances sobre la criopreservaciéon

Seidel (2006) en un trabajo menciona que el método mas comun para hacer frente
a las menores tasas de éxito de la criopreservacion de ciertos tipos celulares es
modificar los procedimientos de criopreservacion, por ejemplo, variando
concentracion y combinacién de crioprotectores, estudiando diferentes tiempos y
temperaturas o utilizando aditivos, tales como azucares o agentes tensioactivos.
Un enfoque alternativo es modificando las propias células para hacerlas mas

criopreservables.

También hay varios estudios que mencionan sobre el cambio de la criotolerancia
de las células mediante la manipulacion de la dieta del animal donante (Brinsko y
col. 2005) o cultivar las células durante periodos variables (desde minutos hasta
dias) en los medios que cambiaran la congelabilidad de las células, este ultimo es
mas atractivo ya que se puede controlar el proceso para mejorar el éxito de la
criopreservacion. Otra area que vale la pena investigar es la estabilizacion de las
membranas celulares con trealosa, un compuesto que las plantas utilizan de forma
natural para aumentar la criotolerencia. Una de las cuestiones es como transferir
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este compuesto en el citoplasma de la célula (Seidel, 2006) que es ahi donde

funciona normalmente este compuesto.

3.9. Vitrificacion

Desde el punto de vista de la fisica, la definicion de vitrificacion es la solidificacion
de una solucién a bajas temperaturas sin formacién de cristales de hielo. Podria

considerarse como un aumento extremo de la viscosidad (Vajta, 2000).

Por otra parte el nombre de este proceso de congelamiento hace referencia a la
apariencia macroscopica que toma dicha solucién, permaneciendo clara y
transparente, en estado vitreo. Aunque este método evita en gran medida la
formacion de hielo intracelular y las lesiones derivadas, la vitrificacion tiene otros
efectos negativos que deben ser evaluados antes de optar por uno u otro sistema

(Vajta y Kuwayama, 2006).

La vitrificacion (Rall y Fahy, 1985) se basa en la congelacion rapida en una mezcla
de crioprotectores utilizados en muy altas concentraciones que a bajas

temperaturas aumentan su viscosidad formando un vidrio, sin formacién de hielo.

Los protocolos de crioconservacién convencionales como la crioconservacion
lenta o vitrificacion implican dafio celular debido a la formacion de hielo
intracelular, deshidratacion o toxicidad por altas concentraciones de los

crioprotectores (He y col. 2008).

Sin embargo para alcanzar el estado vitreo se requiere someter a la muestra a
velocidades de enfriamiento muy elevadas y ha de ser expuesta a
concentraciones de crioprotectores, muy superiores a las empleadas
tradicionalmente en la congelacion lenta. Por su parte los crioprotectores permiten
gue la solucion adquiera una mayor viscosidad durante el enfriamiento, retrasando
con ello la capacidad de reordenamiento de las moléculas del agua y
disminuyendo su capacidad de formar cristales de hielo. Ademas, la tasa de

enfriamiento rapida hace que disminuya bruscamente el movimiento molecular de
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manera que estas moléculas no tengan tiempo de ordenarse y orientarse de

acuerdo a sus cargas, por lo que se formara una masa amorfa (Kimy col. 2012).

De acuerdo a esto también Saragusty y Arav (2011) mencionan que este método
busca generar una alta viscosidad y la rapida solidificacion de las soluciones de
vitrificacion con el fin de disminuir la toxicidad del crioprotector, Campos-Chillon y
col., (2009) a la vez que se reduce el tiempo de exposicion en los medios de
vitrificacién, se busca evitar la formacion de cristales de hielo en el espacio

intracelular y extracelular del embrion.

Una de las caracteristicas es que durante la vitrificacion, la velocidad de
enfriamiento es rapida (107°C/seg) y la concentracion utilizada de crioprotectores
es alta, pero en bajo volumen. Estas caracteristicas hacen que los efectos toxicos
y las lesiones osmoticas, causadas por el crioprotector, disminuyan. Igualmente, al
minimizar el volumen de la muestra, combinada con un enfriamiento acelerado,
permite reducir la concentracién de crioprotectores y la probabilidad de formacién

de cristales de hielo intracelular (Ramirez y Bernal, 2012).

Sin embargo Maclellan y col. (2002) quienes realizaron estudios en equinos
mencionan que la tasa de enfriamiento en este caso es de 2000-2500 °C/min para

la vitrificacion de oocitos equinos.

Otros autores también mencionan otras caracteristicas tal es que en la vitrificacion
a medida que la velocidad de enfriamiento elegida aumenta, la concentracién del

crioprotector se puede bajar y viceversa (Vajta y Kuwayama, 2006).

3.9.1. Ventajas de la Vitrificacion

Ramirez y Bernal (2012) mencionan las principales ventajas de la Vitrificacion.
e Contacto directo entre los embriones y el nitrdgeno liquido.

¢ No hay cristalizacion del embrion.
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e Utiliza altas concentraciones de crioprotector que disminuye el

periodo de exposicion del embrion a los crioprotectores.
e Los procesos de vitrificacion - desvitrificacion son rapidos.

e El uso de pequefios volumenes provee un incremento significativo en

la tasa de enfriamiento.

e Las tasas de enfriamiento, se pueden dar entre 15,000 y 30,000°C/

minuto.
e Se minimizan las crioinjurias por los cambios osmoticos.

e Se reduce el tiempo del procedimiento de criopreservacion (entre 2-
10 min).

e Los protocolos son sencillos.

10. Se eliminan los costos de adquisicién de equipos.

Algunos autores describen el proceso de vitrificacion de la siguiente manera:

Por ejemplo Vajta y col. (2013) mencionan primeramente que es la
exposicion del material a criopreservar, ya sean ovocitos o embriones, a
soluciones de vitrificacion con concentraciones ascendentes de
crioprotectores, que al mismo tiempo disuelto en un buffer en presencia o

no crioprotectores no permeables.

La siguiente etapa es el envasado del material a vitrificar en los dispositivos

apropiados.

Vanderzwalmen y col. 2012 menciona que el ultimo proceso es el descenso
ultrarrapido de la temperatura. Este paso se realiza generalmente

exponiendo la muestra directamente al nitrégeno liquido.
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Por su parte Ramirez y Bernal (2012) mencionan que el proceso de vitrificacion se

requiere basicamente cuatro pasos:
1) Colocar al embrién en una solucién de equilibrio (SE)
2) Poner en contacto al embridn con la solucién vitrificante (SV)
3) Empacar y sumergir el embridn en nitrogeno liquido
4) Calentar el embrion vitrificado (desvitrificacion).

Por su parte Belascoain y col. (2010) mencionan que la etapa del desarrollo mas
apropiada para la vitrificacion en etilenglicol es la mérula compacta y blastocito
temprano de embriones producidos in vivo o in vitro, asi como también se ha
demostrado que embriones producidos in vitro tienen menor tolerancia a la
congelacion debido a la formacion de hielo intracelular, aumento en la
concentracion de lipidos y enzimas que digieren la zona pellcida, lo que los hace

mas sensibles al enfriamiento y a la invasion de virus, bacterias y hongos.

3.9.2. Técnicas de vitrificacion

Antes de la vitrificacion, los embriones deben ser equilibrados con el crioprotector
a temperatura ambiente, la técnica propuesta por Dobrinsky y col. en 1991, indican
gue deshidrataron al embrién en SE (10% G y 25% PG) por 7 minutos a 20 °C,
pasando a SV (25% G y 25% PG) manteniendo la misma temperatura hasta

introducirlo al nitrégeno liquido.
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Figura 10: Pasos en la vitrificacion de un embrion bovino. La
pajilla Francesa (0,25 ml) se carga por succion, primeramente la
solucion de sacarosa, enseguida se succiona aire, después la
solucion de vitrificacion mas embrion, después se succiona aire-
sellado térmico. Por ultimo la pajuela se sumerge en nitrégeno
liquido para vitrificacion (Belascoain y col. 2010)

Varios trabajos se han publicado sobre los resultados de la tasa de prefiez con
embriones bovinos in vitro, se han usado diversos protocolos con el método de
vitrificacion. Estos protocolos difieren en el tipo y la concentracion del crioprotector
utilizado, en el nimero de pasos de equilibrio, en las técnicas de almacenamiento
y en tiempos de exposicion del embribn en cada una de las etapas del proceso,
sin embargo aun no se ha propuesto un protocolo bien establecido que garantice
la adecuada congelacion de embriones donde no exista muerte celular, Martinez y
col., (2002).
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IV.- CONCLUSIONES

La criopreservacion de ovocitos bovinos permite conservar fuentes genéticas para
su posterior utilizacion en programas de mejoramiento genético. En la actualidad,
la congelaciéon convencional constituye la Unica metodologia utilizable en
programas de criopreservacion de rutina, principalmente en aquellos que

involucran la conservacion de embriones producidos en in vivo.

Lo que corresponde a la vitrificacion, ya que es la tecnica mas actual para
criopreservar embriones, puede concluirse que los resultados de la viabilidad
poscongelado son variables segun el protocolo y la metodologia de la obtencion

de los embriones.

Sin embargo existen avances en cuanto al estudio de métodos de
criopreservacion, tal es el caso de la congelacion convencional, vitrificacion, a
pesar de ello quedan muchos aspectos por investigar y resolver, ya que es aqui
donde se presentan los mayores problemas para obtener adecuados desarrollos

embrionarios.

V.- RECOMENDACIONES

La relativa complejidad de los protocolos disponibles, la falta de un sistema de
transferencia directa probado y la escasez de resultados que provengan de
estudios de transferencia de embriones producidos in vivo, esto nos limita a la
difusibn de la vitrificacibn como un sistema confiable y rutinario de
criopreservacion de embriones.

Las recomendaciones son que sigamos trabajando con esta técnica para
mejorarla, de la misma manera realizar estudios con embriones obtenidos in vivo,
haciendo transferencia de embriones y asi lograr resultados confiables y poder
hacerla parte de trabajos cotidianos en cuanto a la criopreservacion de embriones

bovinos.
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