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INTRODUCCIÓN

En la actualidad el crecimiento de la población mundial y el cambio en los
hábitos de consumo en algunas poblaciones, ha generado un incremento en la de-
manda de alimentos, lo cual permite visualizar una crisis mundial, en el suminis-
tro de alimentos, sin duda alguna que el sector lácteo no escapa de esta realidad, y
que el incremento de nuevas fincas lecheras no, es suficiente para satisfacer la de-
manda actual. Analistas internacionales aseguran que el incremento internacional
de la demanda no puede ser satisfecha por metodologías tradicionales, es indis-
pensables el uso de nuevas tecnologías especialmente en el área reproductiva, de-
bido a esto es necesario incorporar y desarrollar en nuestras ganaderías técnicas en
reproducción asistida (ART), con la finalidad de ser cada día mas eficientes en
nuestros sistemas productivos.

El uso de ART representa una invaluable herramienta para la ganadería ve-
nezolana al permitir la incorporación de genes al pool ya existentes, recuperar ra-
zas criollas, conservar germoplasma de animales elite, entre otras. Entre estas téc-
nicas encontramos Inseminación artificial (IA), transferencia de embriones (TE),
Fecundación in vitro (FIV) Inyección intracitoplasmatica de esperma (ICSI),
transferencia nuclear (NT) y criopreservación de semen, ovocitos y embriones
(Comizzoli, et al., 2000).

La criopreservación de células y el almacenamiento a bajas temperaturas se ha
desarrollado tanto por razones biológicas como por razones comerciales, en particular
la preservación de embriones. Así lo reporta la Sociedad Internacional de Transferen-
cia de Embriones (IETS) donde el 50% de 500.000 embriones de bovino transferidos
en los últimos años han sido criopreservados, además de que permite utilizar eficien-
temente donantes y receptoras; incorporar animales de alto valor genético a bajo cos-
to, transferir parte de los embriones y almacenar el resto hasta poder evaluar los regis-
tros, disminuir los riesgos sanitario al importar embriones y no animales en pie y



crear bancos de embriones de razas de alto valor genético, son algunas de las posibili-
dades, entre otros (Thiber, 1997).

En la actualidad es posible criopreservar embriones de algunos mamíferos
mediante protocolos de congelación lenta, congelación rápida y vitrificación aun
cuando estos presentan una alta sensibilidad a daños por enfriamiento. Por esta ra-
zón se ha tomado gran importancia en el desarrollo de nuevos procedimientos
para la criopreservación de embriones y con la incorporación en 1985 la vitrifica-
ción de embriones por Rall y Fahy, se abre una ventana en la criobiología (Leibo et
al.,1996; Vajta, 2000; Dattena y col., 2004). Numerosas investigaciones han de-
mostrando los beneficios prácticos y económicos de la vitrificación, pero hace fal-
ta la estandarización de protocolos para utilizar masivamente esta tecnica (Celesti-
nos y Gatica, 2002).

PRINCIPIOS DE CRIOPRESERVACIÓN

En criopreservación, las células son suspendidas en una solución, enfriada, al-
macenada en nitrógeno líquido (–196°C), calentada hasta temperatura ambiente y
retornada a su estado fisiológico. Esto representa un gran estrés (estrés mecánico,
térmico y/o químico) para la célula y puede causar graves daños, comprometiendo
su viabilidad. Entre los principales daños tenemos: el causado por la formación in-
tracelular de hielo durante el enfriamiento y el calentamiento, la toxicidad química
por los agentes crioprotectores y shock osmótico durante la incorporación y el retiro
de la solución crioprotectora, además el mayor desafio para las células es pasar dos
veces por la zona intermedia de temperatura que oscila ente +15 y –5°C. (Vajta et al.,
1998; Vajta, 2000; Kasai y Mukaida, 2004; Cabrera et al., 2006).

Diferencias entre vitrificación y congelación lenta

La principal diferencia radica en si existe (congelación lenta) o no (vitrifica-
ción) formación de hielo en la solución durante el proceso de enfriamiento (Vajta,
2000). Los cambios celulares más notorios entre vitrificación y congelación lenta es-
tán ilustrados en la Figura 1.

La vitrificación se define como la solidificación de una solución a bajas tempe-
raturas sin la formación de cristales de hielo, ya que atraviesa el rango de temperatura
critica (+15 a –5°C) a una velocidad de enfriamiento rápida, por lo que representa una
razonable y eficiente estrategia para prevenir una de las causas de daño celular como
lo es la formación de hielo intracelular (Dobronski, 1996; Kasai y Mukaida, 2004),
además no requiere de equipos de congelación costosos.

La vitrificación presenta ventajas en relación a la congelación lenta, ya que es
menor la formación de cristales de hielo en el interior de la célula, disminuye los da-
ños por criopreservación, produciendo menor daño en las gotas de lípidos intracelu-
lar (Cuadro 1), de la membrana plasmática y del citoesqueleto, desventajas como el
uso de crioprotectores a concentraciones toxicas para la células (Vajta, 2000).
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COMPONENTES DE LA SOLUCIÓN VITRIFICANTE

Soluciones buffer: La solución de criopreservación es acuosa usualmente es
preparada en fosfato bufferado salino (PBS), Hepes-bufferado y medios de cultivo de
tejidos (TCM)( Vajta et al., 1999; Liebermann et al., 2002).

Crioprotectores permeables: Los crioprotectores permeables a las células son
pequeñas moléculas capaces de atravesar la membrana plasmática de forma activa o
pasiva, son el componente esencial en la solución vitrificante al desplazar el agua con-
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Figura 1. Cambios celulares más notorios entre vitrificación y congelación
Modificado de Kasai y Mukaida, 2004.

Cuadro 1
Diferencias entre el proceso congelación lenta y vitrificación

Diferencia Congelación lenta Vitrificación

Tasa de enfriamiento 0.2 a 0,3°C/minuto > 2500°C/minuto

Concentración de crioprotectores 1 a 2 M 5 a 7 M

Daños por enfriamiento ++++ +

Shock osmótica + +++

Toxicidad + ++++

Costos ++++ +
Fuente: Vajta, 2000; Kasai y Mukaida, 2004.



tenida en su interior para disminuir la formación de cristales de hielo, entre estos se
encuentran propilenglicol, etilenglicol, glicerol y dimetilsulfóxido (DMSO) (Jain y
Paulson. 2006; Kasai y Mukaida. 2004) (Cuadro 2).

Crioprotectores no permeables: Están conformados por pequeños sacári-
dos que son suplementarios en la solución vitrificante y se utilizan para incremen-
tar la osmolaridad de la solución, facilitando de esta forma la salida de agua del in-
terior de la célula, entre estos se encuentra azucares como sucrosa, galactosa, glu-
cosa, trehalosa entre otros, siendo sucrosa la mas comúnmente usada en las solu-
ciones vitrificantes.

Macromoléculas: Estas no son permeables a células y su función es reducir el
efecto tóxico de los crioprotectores al disminuir su concentración en la solución vitri-
ficante, entre estos se encuentran polyvinylpyrrolidona, albúmina sérica y ficoll-70
(Kasai y Mukaida. 2004).

Soportes para vitrificación: Para que la velocidad de enfriamiento sea lo sufi-
cientemente rápida para evitar la formación de cristales de hielo, se requiere que el vo-
lumen a vitrificar sea lo mas pequeño posible para favorecer el intercambio térmico
entre la muestra y el nitrógeno líquido, basándose en esta teoría se han utilizado varie-
dad de soportes. Entre estos tenemos pajuelas de 0.25 mL (Chen et al., 2001) pajuelas
abiertas estiradas (OPS) (Vajta et al., 1998) pajuelas cerradad estiradas (CPS) (Chen et
al., 2001) Gradillas de microscopia electrónica (Martino et al.,1996a) cryoloop (Mavri-
des y Morral, 2002) micro gotas (Begin et al., 2003) alcanzando una velocidad de en-
friamiento que va desde 11000 a 20000°C/minuto.

Vitrificación de embriones: Luego del primer reporte de vitrificación de
embriones de ratón por Rall y Fahy en 1985, se han realizado diversas investiga-
ciones con la finalidad de estandarizar esta técnica en diferentes especies de mamí-
feros (Cuadro 3).
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Cuadro 2
Principales crioprotectores

Nombre Peso molecular Fórmula Química Estructura Química

Propilenglicol 76.09 CH�CH(OH)CH	OH

Etilenglicol 62.07 HOCH	CH	OH

Glicerol 92.09 HOCH	CH(OH)CH	OH

Dimetilsulfóxido 78.13 (CH�)	SO

Fuente: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail.

OH

OH



El tiempo de almacenamiento del embrión congelado es aún incierto, y varia de-
pendiendo de las condiciones de almacenamiento. Uno de los principales daños causa-
dos en las células congeladas es la formación de hielo en su interior, provocando muerte
celular (apoptosis) posterior a la descongelación, además, el grado de apoptosis incre-
menta en relación con los años de almacenamiento del embrión (Marquez et al., 2004).

CONCLUSIONES

La creciente demanda de animales de alto valor genético para las unidades de
producción, estimula la incorporación de ART como fecundación in vitro, semen se-
xado, ICSI, NT, entre otras. Todas estas tecnologías, aunque han demostrado tener
buenos resultados cuando son usados embriones en fresco, su capacidad de difusión a
todo el territorio nacional es limitada. La probabilidad de poder criopreservar este
germoplasma sin generar mayores perjuicios desde el punto de vista de viabilidad
para ello, se requiere del desarrollo de investigaciones con la finalidad de estandarizar
protocolos de criopreservación de embriones, esto permitirá el desarrollo de progra-
mas a gran escala con material de alto valor genético, crear y mantener bancos de ger-
moplasma que nos permitan almacenar genes de alto valor comercial y de conserva-
ción de especies. Es por ello que hoy en día una gran cantidad de laboratorios a nivel
mundial y especialmente el Laboratorio de Embriología y Endocrinología Molecular
de la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado invierten recurso humano y fi-
nanciero para perfeccionar y estandarizar procesos de criopreservación.
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Cuadro 3
Vitrificación de ovocitos o embriones
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Caballo Embrión 2001 Oberstein et al.
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