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Introducción 

 

Durante los últimos 25 años, se ha observado que la producción de embriones bovinos (in vivo e in vitro), ha crecido de forma 

progresiva (Thibier, 2001-2009), en especial en el área de la producción in vitro (PIV). Consecuentemente, esto ha generado la 

necesidad de criopreservación de los embriones excedentes de dichas producciones. Sin embargo, la criopreservación de los 

embriones PIV, por medio de los métodos convencionales de congelamiento, no ha alcanzado tasas de supervivencia 

satisfactorias (Vajta, 2000), debido a sus características físicas, lo que ha llevado a la utilización de otros métodos como es el de 

vitrificación. Este método, con curvas de enfriamiento superiores a las del congelamiento, va a permitir la reducción del tiempo 

de exposición del embrión en los puntos críticos de temperatura, disminuyendo así los daños térmicos y mecánicos causados 

durante la formación de hielo y aumentando la viabilidad de los embriones posterior a su vitrificación (Lazar, 2000; Vajta y 

Kuwayama, 2006; Mucci et al., 2006). No obstante, es importante resaltar, que a pesar del alcance conseguido con estas 

técnicas hasta hoy, aun es necesario el desarrollo de nuevos métodos y la búsqueda de nuevas perspectivas que optimicen la 

vitrificación de embriones PIV. Para así, tal vez en un futuro no muy lejano, alcanzar la comercialización este tipo de embriones 

de la misma forma que han alcanzado hasta hoy los embriones producidos in vivo. 

 

Criopreservación de embriones  

 

La criopreservación de embriones surgió como consecuencia de un aumento en la productividad de animales de alto valor 

genético, así como la necesidad de conservación y comercialización de este material alrededor del mundo (Vajta, 2000). 

Convirtiéndose, en uno de los procedimientos de rutina en la transferencia de embriones de la mayoría de las especies 

domesticas (Palasz et al., 2000). 

Desde la primera criopreservación realizada con éxito en 1972, en embriones de ratón por Whittingham y col., innumerables 

protocolos se fueron desarrollando en las diferentes especies domesticas. La idea principal en la generación de estas nuevas 

tecnologías, fue dirigida al mejoramiento de los sistemas de criopreservación, con la intención, no solo de almacenar embriones 

a bajas temperaturas (-196°C), intentando mantener su integridad, sino también con la idea de poder transportar y transferir 

dichos embriones de forma comercial e inocua. 

Este primer objetivo fue alcanzado en 1992, cuando Voelkel y Hu mostraron la efectividad del Etilenglicol a la concentración de 

1.5 M, como crioprotector de embriones bovinos para la transferencia directa de los mismos. Este paso fue fundamental, al 

permitir obtener tasas de preñez entre el 50 al 70 % post-descongelado (Niemann, 1995), y simplificar sustancialmente el 

procedimiento de transferencia, eliminando la necesidad de un personal entrenado y de equipos especializados. 

Por lo tanto, este método de criopreservación conocido como método de congelamiento lento, fue el primero a ser introducido 

para la criopreservación de embriones bovinos, siendo hoy el mas utilizado comercialmente (Vajta, 2000). Sin embargo, su 

habilidad para prevenir la formación de hielo aun es limitada, y sus resultados en la criopreservación de embriones in vitro han 

sido variables (Hasler et al., 1995; Massip et al., 1995; Hochi et al., 1996, Kaidi et al., 2001), y menores en comparación a los 

datos obtenidos en embriones in vivo (Alvarenga et al., 2007; Dinnyes & Nedambale, 2009). 

La viabilidad de los embriones producidos in vitro, en comparación con los in vivo, es menor probablemente debido a las 

características físicas propias de este tipo de embriones, que hace que sean más sensibles al momento de ser expuestos a bajas 

temperaturas (Rodrigues, 1996; Vajta et al., 1997; Dinnyes y Nedambale, 2009). Entre dichas características, se encuentran no 

solo las características morfológicas sino también fisiológicas de este tipo de embriones, como: el aumento en el número de 

vacuolas (Shamsuddin et al., 1992), mayor fragilidad de su zona pelúcida (Duby et al., 1997), menor compactación embrionaria 

(Van Soom et al., 1992), menor número de blastómeros, sobre todo a nivel de masa celular interna (Iwasaki et al., 1990; Rizos 

et al, 2002), alteraciones en la expresión génica (Niemann & Wrenzycki, 2000; Lazzari et al., 2002; Rizos et al., 2003; Lonergan 
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et al., 2003), mayor incidencia de apoptosis (Pomar et al., 2005) y principalmente un aumento en el alto contenido 

citoplasmático de lípidos (Massip et al., 1995; Ferreira et al., 2010).  

Por estas razones y en especial la última, el método de congelamiento convencional, disminuye considerablemente las tasas de 

viabilidad en este tipo de embriones (Pereira & Marques, 2008). El aumento de los tiempos de exposición, debido al descenso 

progresivo de la temperatura, durante el congelamiento, va a ser que el embrión permanezca un tiempo mayor en la franja de 

temperatura termotrópica de la transición de los lípidos, afectándolo considerablemente (Zeron et al., 1999). En un 

experimento realizado en nuestro laboratorio (Rodríguez Villamil et al., datos aun no publicados), pudimos confirmar dicha 

observación, al comparar la viabilidad post-descongelado de los embriones bovinos producidos in vivo versus los producidos in 

vitro. El método de congelación utilizado fue el convencional, exponiendo los embriones producidos in vivo (n= 100) e in vitro 

(n=120), a una solución de etilenglicol 1.5 M por un periodo de 5 min, para posteriormente congelarlos con tasas de 

enfriamiento de -0.5ºC/min (Freeze control, Cryologic
®
, Australia). Los resultados de este experimento demostraron que la 

viabilidad (% eclosión), a las 72 horas post-descongelado de los embriones bovinos in vitro (26/120; 21 %) fue inferior a la de los 

producidos in vivo (81/100; 81 %) (P<0.05). 

Sin embargo, la vitrificación como método de criopreservación, se ha convertido en una alternativa para la conservación de 

este tipo de embriones. Con curvas de enfriamiento más rápidas (≈25000 °C/min), ha permitido la formación de un estado 

vitreo sin la presencia de formación de hielo, disminuyendo así, los daños químicos y mecánicos causados por el paso entre los 

puntos críticos de congelación (Dobrinsky, 1996; Martino et al., 1996; Kasai, 2002). Nosotros, pudimos observar nuevamente 

esta afirmación, dentro de los datos colectados en una segunda parte del experimento (Rodríguez Villamil y col., datos sin 

publicar), en el que se comparo, la viabilidad de embriones producidos in vitro congelados vs vitrificados. Los embriones para 

esta parte del experimento fueron, criopreservados por el método convencional de congelamiento (Freeze control, Cryologic
®
, 

Australia) o por medio de vitrificación por el método de superficie sólida (CVM, Cryologic
®
, Australia). Los resultados de este 

experimento demostraron que la viabilidad de los embriones in vitro vitrificados (70/123; 57 %) fue mayor que la de los 

congelados (26/120; 21 %) (P<0.05). De igual forma, varios autores, reportaron el aumento de las tasas de supervivencia 

después de la vitrificación, al comparar las dos metodologías (Dinnyes et al., 1995; Hasler et al., 1995; Reinders et al., 1995; 

Agca et al., 1996, Vajta et al., 1997; Lane et al., 1999; O’Kearney Flynn et al., 1998; Sommerfeld & Niemann, 1999; Kaidi et al., 

2001; Mezzalira et al., 2004; Alvarenga et al., 2007). Además, la vitrificación es una técnica que tiene otras ventajas 

comparativas frente al congelamiento tradicional, al utilizar procedimientos mas simples, no necesitar de equipos costosos y 

requerir de poco tiempo para su realización (Baril et al. 2001). 

 

Vitrificación 

 

Gracias a sus posibles efectos benéficos, esta metodología ha tomado gran importancia en la criopreservación no solo de 

embriones in vitro, sino también de ovocitos y embriones producidos in vivo. Sin embargo, desde el primer procedimiento 

realizado con éxito en embriones mamíferos por Rall & Fahy en 1985, la vitrificación ha sufrido múltiples modificaciones, en el 

intento por simplificar sus procedimientos y mejorar las tasas de viabilidad de las estructuras. Inicialmente, varios de los 

estudios fueron enfocados, en la disminución los efectos tóxicos y osmóticos causados por las altas concentraciones de los 

crioprotectores (Kasai & Mukaida, 2004). La vitrificación al ser una técnica, que consiste en la criopreservación a través del 

aumento de la viscosidad de las soluciones crioprotectoras, necesita de concentraciones de crioprotectores mayor (4-8 M) a las 

utilizadas normalmente en el congelamiento (1-2 M) (Woods et al., 2004). Por lo tanto, la disminución de estos efectos 

deletéreos, va a ser obtenida a través de la utilización de crioprotectores menos tóxicos, y el establecimiento de volúmenes, 

niveles de concentración menores, así como su temperatura y tiempos de exposición (Liebermann et al., 2003). El uso de 

soluciones crioprotectoras con bajo peso molecular es una de estas estrategias. Los crioprotectores al tener una mayor 

permeabilidad, van a permitir la reducción de los tiempo de exposición, y la minimización de los niveles de concentración, 

previniendo el daño osmótico causado en las células (Kasai & Mukaida, 2004). Entre los crioprotectores de bajo peso molecular, 

el más ampliamente utilizado es el etilenglicol (EG) (Massip, 2001). Sin embargo, varios experimentos sugieren que 

crioprotectores como 1-2 propanediol (PROH), glicerol (GLY), dimetilsulfoxido (DMSO) y sus posibles combinaciones con otros 

crioprotectores son igualmente candidatos para ser empleados en la vitrificación de embriones (Ishimori et al, 1992; Hubalek, 

2003). De igual forma, la asociación de uno o más agentes crioprotectores, con características más estables, permitirá la 

utilización de soluciones más simples y la reducción de la toxicidad específica de los agentes. De acuerdo con algunos 

investigadores, la permeabilidad de la combinación de crioprotectores es mayor que la de sus componentes de forma individual 

(Vajta & Nagy, 2006). La asociación mas comúnmente utilizadas en vitrificación es la compuesta por EG y DMSO (Mezzalira et 

al., 2004; Vajta & Nagy, 2006), sin embargo esta puede ser reemplazada por otro tipo de asociaciones de agentes 

crioprotectores, como el EG y PROH, obteniendo excelentes resultados en la vitrificación de embriones producidos in vitro y 

ovocitos inmaduros (Vieira et al., 2008). La adición de crioprotectores no permeables, tales como disacáridos (sucrosa, trealosa) 

o macromoléculas (Ficoll, poilivinilalcohol (PVA), polivinilpirrolidona (PVP)), igualmente van a ayudar en la reducción de la 
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toxicidad de los crioprotectores,  ya que ayuda a disminuir los niveles de crioprotector dentro de las células (Liebermann, 2003; 

Kasai & Mukaida, 2004) 

Por otro lado, los grandes volúmenes de crioprotectores también son limitantes de las tasas de enfriamiento. Los primeros 

contenedores utilizados con éxito en la vitrificación de ovocitos y embriones, fueron las pajuelas de inseminación, las cuales 

utilizaban grandes volúmenes (>20 μL), que solo alcanzaban tasas de enfriamiento de 2500°C/min (Palasz & Mapletof, 1996). 

Posteriormente, con la invención de contenedores de menor volumen (<5 μL), asociado con el contacto directo con el 

nitrógeno liquido, se consiguió aumentar las tasas de enfriamiento hasta casi los 30.000°C/min (He et al., 2008). La mayoría de 

estos contenedores además permitieron la disminución de las concentraciones de los crioprotectores, disminuyendo el daño 

toxico y mecánico causado por la vitrificación. Entre los innumerables dispositivos creados están: el tamaño mínimo de la gota 

(MDS) (Arav, 1992), los electron microscope grids (EM) (Martino et al., 1996), las open-pulled straw (OPS) (Vajta et al., 1998), 

los cryoloop (Lane et al., 1999), el volumen mínimo de congelación (MVC) (Hamawaki et al., 1999), el sistema de hemi-pajuela 

(Vanderzwalden et al., 2000), la superficie sólida de vitrificación (Dinnyes et al., 2000), los gel-loading tips (Tominaga & 

Hamada, 2001), las closed-pulled straw  (CPS) (Chen et al., 2001), nylon mesh (Matsumoto et al., 2001), flexipet denuding 

pipette (FDP) (Liebermann et al., 2002), las superfinely open-pulled straw (SOPS) (Isachenko et al., 2003), las micropipetas 

plasticas de diametro fino (Cremades et al., 2004), 100 µL pipetting tip (Hredzak et al., 2005), cryoTip (Kuwayama et al., 2005) y 

cryotop (Kuwayama et al., 2005). Dentro de estos, el envase mas usado comúnmente es el metodo de la open pulled straw 

(OPS), la cual alcanza tasas de enfriamiento de mas de 20,000 °C/min, disminuyendo los daños tóxicos y osmóticos en las 

células (Vajta et al, 1998). Sin embargo, posteriores modificaciones de este modelo consiguieron aumentar aún más las tasas de 

enfriamiento, al utilizar para su fabricación diferentes materiales distintos al plástico. El plástico debido a sus caracteristicas 

fisicas, tiene una baja conductividad de calor, que limita las tasas de congelamiento, por lo tanto el uso de otros materiales con 

mayor conductividad como el vidrio (Mezzalira et al., 1999), el metal (Bunn et al., 2006), o el cuarzo (He et al., 2008), permiten 

aumentar el intercambio de calor y las tasas de enfriamiento, alcanzando velocidades de casi 30.000°C/min. Varios autores, 

demostraron esta  eficiencia, al alcanzar mayores tasas de congelamiento con micropipetas de vidrio (GMP) en comparación 

con las OPS, y mayores tasas de sobrevivencia post-vitrificación, debido a una mayor conductividad y la utilización de un menor 

volumen de crioprotectores (Kong et al. 2000; Cho et al., 2002).  

Por ultimo, otra de las estrategias para aumentar la velocidad de congelamiento, ha sido la reducción de temperatura del 

nitrógeno líquido. El uso de nitrógeno súper-congelado,  reduce el punto de ebullición, mediante la estabilización a través de la 

presión negativa, reduciendo el efecto aislante del vapor del nitrógeno, permitiendo una mayor eficiencia en la transferencia de 

calor entre las muestras y el nitrógeno liquido (Vieira et al., 2008). De esta forma, el nitrógeno liquido va a alcanzar 

temperaturas de -210°C, y permitirá alcanzar curvas de congelamiento mas rápidas, que reduzcan la posibilidad de 

desvitrificación y recristalización de las muestras durante el descongelamiento (Arav et al., 2000; Santos et al, 2006).  

Es claro que la criopreservación de embriones in vitro esta ligada a la calidad  en el proceso de producción. Por tanto, para 

poder generar métodos más eficientes de criopreservación se va a necesitar no solo el desarrollo de nuevas tecnologías sino 

igualmente de modificaciones dentro del proceso de  producción que permitan una mayor sobrevivencia de los embriones al 

momento de la vitrificación. La modificación de los medios de cultivo, puede ser una de las opciones. El desarrollo de mejores 

sistema de cultivo, va a mejorar considerablemente la calidad embrionaria y por tanto la criotolerancia de los embriones, al 

punto de que metodologías como el sistema de congelamiento convencional, pueden ser igualmente utilizadas con éxito en la 

criopreservación de este tipo de embriones (Nedambale et al. 2004). Varios estudios han demostrado que la producción de 

embriones in vitro en cierto tipo de medios de cultivo (Leibo & Loskutoff, 1993; Mahmoudzadeh et al., 1994; Massip et al., 

1995) o a través del co-cultivo con células de la granulosa o células vero (Leibo & Loskutoff, 1993; Desai et al., 2000) puede 

aumentar las tasas de sobrevivencia de los embriones post-vitrificación.  

El suero y la composición de lípidos en los sistemas de cultivo pueden cumplir un papel importante de la criotolerancia de los 

embriones. Se ha comprobado que la presencia del suero en el suplemento de los medios de cultivo puede influenciar la 

composición química de los embriones (Saha & Suzuki 1997) y su sensibilidad a la criopreservación (Dinnyes et al. 1995). Los 

medios de cultivo libres de suero, permiten el desarrollo y la eclosión de casi el 100% de los embriones después de la 

vitrificación (Hochi et al. 1996), así como la reducción del contenido citoplasmático de lípidos en los embriones con etosulfato 

de fenazina (PES) (Seidel, 2006), la adición del hyaluronato de Sodio (Palasz et al. 2008) o acido linoleico (Hochi et al. 1999; 

Laowtammathron et al. 2005; Pereira & Marques 2008) aumentan la criotolerancia de los embriones bovinos in vitro cultivados 

en medios de cultivo libres de suero. Por otro lado, se puede reducir igualmente el alto nivel de lípidos que se encuentra en los 

embriones producidos in vitro, por medio de la remoción de lípidos por centrifugación o a través de la micro-manipulación, 

aumentando así las tasas de sobrevivencia de los embriones criopreservados (Diez et al. 1996). 

La formación de radicales libres durante la criopreservación también puede causar daño celular y disminuir la viabilidad de los 

embriones. Razón por la cual, la adición de EDTA (0.1mM) y/o glutation (GSH; 1 mM) en el cultivo antes de la vitrificación 

pueden llegar a mejorar el desarrollo de los embriones, al disminuir la oxidación de las membranas celulares insaturadas de 

lípidos, promoviendo su integridad celular (Aksoy et al., 1999). Además, la adición de agentes como el EDTA y el ß- 
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mercaptoetanol, pueden  llegar aumentar sustancialmente las tasas de sobrevivencia aun en ambientes con bajos niveles de 

oxigeno, al proteger al embrión de los radicales libres y la autoperoxidación de lípidos (Nedambale et al., 2006). 

Otras de las estrategias de optimización del proceso de vitrificación, pueden realizarse por medio de la modificación de las 

características propias del embrión antes de ser expuesta al proceso de criopreservación. Por ejemplo, la inyección de trealosa 

en ovocitos, aumenta la protección de las estructuras y disminuye los efectos deletéreos debido a la toxicidad de los 

crioprotectores (Ergolu et al., 2003), la reducción artificial del fluido blastocelico, puede reducir el shock osmótico, los 

problemas de permeabilidad y la formación de cristales de hielo (Vanderzwalmen et al., 2002; Son et al., 2003; Chen et al., 

2005) y la estabilización del citoesqueleto con la adición de  citocalasina B (Dobrinsky et al., 2000), reduce la despolimerización 

de los microfilamentos y microtúbulos, mejorando las tasas de sobrevivencia de los ovocitos y embriones criopreservados. Por 

lo tanto, estas todas estas metodologías serán probablemente útiles, al  minimizar ciertas anormalidades celulares propias de 

los embriones producidos in vitro y hacer con que sean cada vez menos sensibles a la vitrificación. 
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