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RESUMEN

En Colombia y en el mundo la produccién de embriones
in vitro, a nivel comercial, se ha incrementado en los
ultimos anos. La transferencia de los mismos, se realiza,
principalmente, en fresco, debido a las posibles lesiones
causadas por los procesos de criopreservacion. La vitrificacion
es una herramienta UGtil en tecnologias de reproduccién
asistida (TRA), que se emplea en medicina humana y en
veterinaria, que puede ser usada como alternativa para la
criopreservacion de germoplasma (oocitos, espermatozoides
y embriones). Pese a los grandes avances que se han
realizado en el desarrollo de dicha técnica, su aplicacién es
escasa en la industria de produccién de embriones bovinos
y se emplea, basicamente, en proyectos de investigaciéon. En
esta revision, se discuten diferentes aspectos involucrados
en el proceso de vitrificacion de embriones in vitro, algunos
de los resultados obtenidos, las ventajas y las principales
limitantes de la misma.
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SUMMARY

Around the world and in Colombia the in vitro cattle embryo
production has increased in the last years. The embryo
transfer of in vitro produced embryos is mainly realized with
fresh embryos, due to the possible injuries induced during
the cryopreservation process. Vitrification is a tool applied in
assisted reproductive technologies (ARTs) and it is used as an
alternative for germplasm cryopreservation (sperm, oocytes
and embryos) in human and veterinary medicine. Despite
major efforts focused on the development of the technique,

its commercial application is scarce in the embryo production
industry and it is employed mainly in research. In this review,
different aspects involved in the in vitro embryo vitrification
technique, such as protocols, main advantages, limitations
and some results, are discussed.
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INTRODUCCION

La produccién de embriones bovinos in vitro ha aumentado,
globalmente, durante la ultima década; para el 2010, la IETS
reporté la transferencia de 339.685 embriones bovinos, a
nivel mundial (Stroud, 2011). En Suramérica, la produccién
de embriones es cerca del 35% de la produccién global
e, incluso, en algunos paises, como Brasil, la produccion
de embriones in vitro ha superado y remplazado los
procedimientos convencionales de superovulacién (Pontes
et al. 2010).

En Colombia, la produccién de embriones obtenidos
aplicando protocolos de superovulacién (Bolivar &
Maldonado, 2008), asi como los embriones producidos bajo
condiciones in vitro (Chacén, 2001), se han intensificado
desde su introduccién, a finales de los anos 80°s y 907s,
respectivamente; sin embargo, no existen datos sobre el
numero total de embriones y las tasas de prefiez obtenidas
(Bolivar & Maldonado, 2008). Un elevado desarrollo en la
produccién de embriones requiere, por una parte, de una
amplia disponibilidad de hembras receptoras, previamente
sincronizadas y listas para ser transferidas y, por otra,
mantenimiento de las receptoras, que influyen, notoriamente,
en los costos de produccién, por lo tanto, una alternativa para
incrementar la flexibilidad de los procesos de transferencia
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de embriones es la criopreservacion, evitando, de esta
manera, la necesidad de su transferencia a la receptora
en fresco. Tradicionalmente, para criopreservar embriones
producidos in vivo, se utiliza la técnica de congelaciéon que
requiere de un equipo especializado para su realizacién; sin
embargo, es sabido que los embriones producidos in vitro
poseen una calidad inferior a los embriones producidos
in vivo. Se ha identificado que los producidos in vitro
pueden diferir de sus homodlogos in vivo en morfologia, en
metabolismo, en expresién génica, en perfiles de metilacién
y en criotolerancia, entre otros. Dichas diferencias pueden
influenciar la capacidad de desarrollo del mismo (Iwasaki
et al. 1990; De la Fuente & King, 1997, Rizos et al. 2008;
Hansen et al. 2010; Stinshoff et al. 2011; Bernal et al. 2012).
La congelacién, como técnica de preservacion, puede afectar
la posterior viabilidad de los embriones producidos in vitro
(Massip et al. 1995; Stinshoff et al. 2011), por lo tanto, se
prefieren las transferencias de embriones in vitro en fresco
a las receptoras, cuando solamente se tiene acceso a este
método de criopreservacion, con el &nimo de obtener tasas
de prefiez satisfactorias.

En estos casos, la vitrificacion ha probado ser una alternativa
efectiva para la criopreservacién de este tipo de embriones
(Wurth et al. 1994; Palasz et al. 1997; Martinez et al. 2002;
Stinshoff et al. 2011). La vitrificacién es un proceso fisico
de solidificacién utilizado para conservar 6rganos, tejidos
y embriones (Palma, 2008). Rall & Fahy (1985) fueron
los primeros en reportar la eficacia de la vitrificacién en
la criopreservacion de embriones de ratén. Durante la
vitrificacién, el embrion al ser enfriado no se cristaliza sino
que se produce una solidificacién, pasando del estado
liquido a un estado sélido no estructurado, similar al vidrio
(Huang et al. 2007). La vitrificaciéon es un procedimiento de

Cuadro 1. Principales ventajas de la vitrificacion.

criopreservacién mas simple que la congelacién lenta y se ha
utilizado en embriones de bufalos (Manjunatha et al. 2009),
ovinos (Martinez et al. 2006), cabras (El-Gayar & Holtz,
2001), equinos (Eldridge-Panuska et al. 2005), animales
silvestres (Piltti et al. 2004) y en humanos (Elnahas et al.
2010). A pesar de ser una técnica simple, de bajo costo, con
aparentemente buenos resultados, pocos trabajos se han
publicado sobre este tema en el pais y vagamente se conoce
sobre sus beneficios, bajo nuestras condiciones (Serrano
et al. 2002; Rodriguez & Jiménez, 2011). Adicionalmente,
los estudios publicados, a nivel mundial, varian en cuanto a
protocolos y resultados obtenidos, por lo tanto, el objetivo
del presente trabajo es proveer una revision de las principales
ventajas, variables, procedimientos y eficiencia de la
vitrificacién de embriones bovinos producidos in vitro.

Caracteristicas de la vitrificacién: Durante la vitrificacion,
la velocidad de enfriamiento es répida (107°C/seg) y la
concentracién utilizada de crioprotectores es alta, pero en
bajo volumen. Estas caracteristicas hacen que los efectos
téxicos ylaslesiones 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; es una de las
crioinjurias méas comunes (Cuadro 1) (Arav, 1992; Vajta et
al. 1998; Hamawaki et al. 1999; Vajta, 2000; Visintin et al.
2002; Vajta & Kuwayama, 2006; Yavin & Arav, 2007).

Diversos protocolos de vitrificacion han sido aplicados para
criopreservar embriones bovinos in vitro, en los Ultimos anos.
Estos protocolos difieren en el tipo y la concentraciéon del
crioprotector utilizado, en el nimero de pasos de equilibrio,
en las técnicas de almacenamiento y en los tiempos de

—_

No hay cristalizacién del embrién.

crioprotectores.

© ©® N o U > W DN

Los protocolos son sencillos.

10. Se eliminan los costos de adquisicién de equipos.

Contacto directo entre los embriones y el nitrégeno liquido.

Utiliza altas concentraciones de crioprotector que disminuye el periodo de exposiciéon del embrién a los

Los procesos de vitrificacion - desvitrificacién son répidos.

El uso de pequenos volimenes provee un incremento significativo en la tasa de enfriamiento.
Las tasas de enfriamiento, se pueden dar entre 15,000 y 30,000°C/ minuto.

Se minimizan las crioinjurias por los cambios osméticos.

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

Modificado de Liebermann et al. 2002.
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exposicion del embrién, en cada una de las etapas del
proceso (Park et al. 1999; Nguyen et al. 2000; Martinez et al.
2002; Dattena et al. 2004).

Tipos de crioprotectores: Los embriones para ser
criopreservados necesitan ser deshidratados parcialmente
para evitar la formacién de cristales de hielo (cristalizacién)
y de gradientes de concentraciéon, los cuales, lesionan las
estructuras citoplasméticas y provocan lesiones osmoticas
y toxicas en la membrana celular (Yavin & Arav, 2007).
Esta deshidratacién, se logra incorporando un agente
crioprotector al medio de congelacién (Celestinos & Gatica,
2002). Los crioprotectores previenen la deshidratacion total
y la degeneracién proteica, causada por la congelacién del
adua intra y extracelular, durante el proceso de congelacién
(Van Wagtendonk de Leeuw et al. 1997).

En la criopreservacién de embriones, se pueden utilizar dos
clases de crioprotectores o la combinacién de estos:

e Permeables o intracelulares: Son crioprotectores de bajo
peso molecular e incluyen: glicerol, dimetilsulféxido
(DMSO), etilenglicol (EG), 1-2 propanediol, etanol,
propilenglicol (Martinez et al. 2006; Palma, 2008). Estos
compuestos deshidratan la célula penetrandola para
ayudar a proteger el citoplasma (Miyake et al. 1993).
El més utilizado en los procedimientos de vitrificacion
es el EG, ya que tiene mayor permeabilidad y relativa
baja toxicidad (Sommerfeld & Niemmann, 1999),
comparado con otros crioprotectores, como el glicerol y
el propilenglicol (Palasz & Mapletoft, 1996); no obstante,
altas concentraciones de estos crioprotectores no
son recomendables, puesto que pueden tener efectos
téxicos e hipertonicos. Visintin et al. (2002) mencionan
que cuando se utiliza una concentraciéon 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 concentracién
de EG, se presenta embriotoxicidad.

e Impermeables o extracelulares: Son crioprotectores de
alto peso molecular que extraen el agua intracelular
aplicando la diferencia de presién osmética sin
penetrar al embrién y concentran las macromoléculas
en el citoplasma, reduciendo asi la formacién de hielo
intracelular (Rall, 1987; Sommerfeld & Niemann, 1999;
Visintin et al. 2002; Huang et al. 2007). Dentro de estos
crioprotectores, se incluyen sucrosa, glucosa, dextrosa,
trealosa, polivinil-pirrolidona (PVP) y Ficoll 70 (Kasai,
1996; Martinez et al. 2002; Huang et al. 2007), siendo el
mas utilizado, la sucrosa.

Con el animo de disminuir los efectos téxicos (shock

osmoético) especificos de los crioprotectores, durante
la fase de equilibrio de la vitrificacién, se puede utilizar la
combinacién de dos o tres crioprotectores permeables
e impermeables (EG+DMSO/1,2 Propanediol/Glicerol +
Sucrosa) (Vajta et al. 1997; Vajta, 2000; Martinez et al. 2002;
Huang et al. 2007). Estos crioprotectores, se emplean en
altas concentraciones, que permite deshidratar al embrion
en forma répida (Yavin & Arav, 2007). Fisicamente, existe una
correlacién entre la tasa de enfriamiento y la concentracién
de los crioprotectores; entre més rapida la tasa, menor sera
la concentraciéon de crioprotectores requeridos y viceversa
(Elnahas et al. 2010).

Procedimiento de vitrificacién: Para realizar la vitrificaciéon, se
requieren béasicamente cuatro pasos: 1) Colocar al embrién
en una solucién de equilibrio (SE); 2) Poner en contacto
al embrién con la solucién vitrificante (SV); 3) Empacar y
sumerdir el embrién en nitrégeno liquido y 4) Calentar el
embridn vitrificado (desvitrificacion).

Respeto al primer paso, embrién en solucién de equilibrio
(SE): Durante la fase inicial de equilibrio, los embriones
obtenidos entran en contacto conun medio de mantenimiento
antes de ponerse en contacto con la solucién vitrificante.
Para el periodo de equilibrio, se han reportado valores de
1,5 minutos (Vajta et al. 1999), 5 min (Martinez et al. 2002;
Varago et al. 2006; Huang et al. 2007), 7 minutos (Dobrinsky
et al. 1991) o 10 minutos (Kasai, 1996; Martinez et al. 2006).
La solucién de equilibrio (SE) consiste en un medio de
mantenimiento (normalmente TCM-199), suplementado con
bajas concentraciones de crioprotectores (i.e. 10% EG+10%
DMSO) (Vajta et al. 1998). En esta fase, el embrién empieza
a entrar en contacto con el(los) crioprotector(es) en miultiples
pasos, incrementando, gradualmente, la concentracién
de crioprotector, en cada uno de ellos. Se ha reportado la
exposicion del embrién en un solo paso (Saha et al. 1996;
Walker et al. 2006), dos pasos (Vajta et al. 1998) y tres pasos
(Donnay et al. 1998).

Los resultados indican que al aumentar el nimero de pasos
de equilibrio antes de la inmersién final en la solucién de
vitrificacion, la viabilidad de los embriones es mayor después
de la desvitrificacion (Kuwayama et al. 1992; Ohboshi et
al. 1997; Walker et al. 2006; Manjunatha et al. 2009). Este
incremento gradual en la concentracién del crioprotector
permite que se disminuya el estrés osmoético y el dano
celular (Kuwayama et al. 1992); sin embargo, el nimero de
pasos en la fase de equilibrio es uno de los puntos criticos
que aun impiden que la vitrificacion sea utilizada a nivel
comercial, ya que el tiempo en cada uno de los pasos puede
retrasar el proceso, cuando se trata de vitrificar un nimero
elevado de embriones. Walker et al. (2006) evaluaron las
tasas de viabilidad de los embriones in vitro, comparando
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procesos en los que se adicionaba el crioprotector, en uno
o dos pasos. Las tasas de viabilidad embrionaria con un
paso fueron inferiores a las obtenidas con dos pasos (85%
vs 98%, respectivamente); por lo tanto, el simplificar este
proceso para hacerlo en una forma més répida podria ser
inadecuado, para la posterior viabilidad de los embriones.

Con relacion al segundo paso, contacto del embrién con la
solucién vitrificante (SV): Después de la fase de equilibrio,
el embrién entra en contacto con la solucién vitrificante.
En este caso, la SV contiene altas concentraciones de
crioprotector (i.e. 20% EG + 20% DMSO) (Vajta et al. 1998),
pero el tiempo de contacto del embrién con el crioprotector
disminuye considerablemente, puesto que existe un limite
biolégico en la tolerancia de las células al crioprotector,
para evitar su toxicidad y la formacién de cristales de hielo
(Vajta et al. 1999). El tiempo de exposicion de los embriones
con la SV varia entre los reportes dependiendo de los
crioprotectores utilizados y el tipo de embrién a vitrificar
(mérula o blastocisto).

El periodo de contacto del embrién con la solucién vitrificante
oscila entre 20-60 segundos (Vajta et al. 1997; Vajta et al.
1998; Martinez et al. 2002; Varago et al. 2006; Walker et al.
2006; Huang et al. 2007; Manjunatha et al. 2009). Algunos
consideran que la viabilidad de los embriones es mayor
cuando el tiempo de exposicién es menor; sin embargo,
Walker et al. (2006) consideran que tiempos cortos puede
ser insuficientes para permitir que niveles adecuados del
crioprotector ingresen al interior de la célula y eviten la
formacién de cristales de hielo y la posterior muerte celular.

Concerniente al tercer paso, empaqgue del embrién: Diversas
técnicas han sido descritas para el almacenamiento de los
embriones vitrificados. Estas técnicas han sido disefiadas para
mantener el embrién en un contacto intimo con el nitrégeno
liquido, con el fin de obtener tasas altas de enfriamiento, para
alcanzar el estado vitreo (Rios et al. 2010). Estas técnicas
permiten el uso de pequenos volimenes de crioprotector,
con la consecuente disminucién de la embriotoxicidad (Rios
et al. 2010).

Inicialmente, se utilizé para la vitrificacién la pajilla plastica
convencional de 0,25 cc, la cual, utiliza volimenes grandes de
crioprotector (>20 pL) (Palasz & Maplefot, 1996; Lewis et al.
1999; Martinez et al. 2006; Vieira et al. 2007). Posteriormente,
Vajta et al. (1998) adelgazaron y estiraron por calentamiento
la pajilla pléstica, hasta alcanzar un diédmetro interno de 0,7-
0,8 mm y desarrollaron la denominada Pajilla abierta estirada
OPS (Open Pulled Straw). Este adelgazamiento de la pajilla
permite utilizar un menor volumen de crioprotector y la tasa
de enfriamiento pasa de 2500°C/min, obtenidos con las
pajillas convencionales, hasta los 20.000°C/min, obtenidos
con la OPS (Vajta et al. 1998). Con esta sistema, el embrion

es cargado en el medio de mantenimiento (volumen 0,5uL
— 1pL) por la parte més fina de la pajilla e, inmediatamente,
es sumergido en nitrégeno liquido quedando en contacto
directo, durante el periodo de almacenamiento (Celestinos
& Gatica, 2002). Esta exposiciéon directa con el nitrégeno
y la posibilidad de contaminacién con patégenos virales
durante el almacenamiento (Bielanski et al. 2003) motivaron
el desarrollo de técnicas, para evitar el contacto directo
del embrién con el nitrégeno liquido (sistemas cerrados),
eliminando el riesgo de contaminacién. A partir de alli,
se desarrollaron el cryoloop (Lane et al. 1999), cryotop
(Kuwayama et al. 2005; Vajta & Kuwayama, 2006; Lucena
et al. 2006), el McGill Cryoleaf (Huang et al. 2007), la super
pajilla abierta estirada (Super Open Pulled Straws; SOPS) (Yu
et al. 2010), entre otros.

Al evaluar la viabilidad de los embriones utilizando sistemas
abiertos (OPS) vs sistemas cerrados (SOPS), Yu et al. (2010)
no encontraron diferencias significativas en las tasas de
viabilidad a las 72 horas post-vitrificaciéon en los sistemas
de almacenamiento abiertos (OPS) y cerrados (CPS) (35,2%
y 34,9%, respectivamente). Por el contrario, en un reciente
estudio realizado por los autores (datos sin publicar), se
encontré que al vitrificar blastocistos expandidos producidos
bajo condiciones in vitro, en medios enriquecidos con suero
fetal bovino (SFB), almacenados en OPS y en Cryotop,
utilizando una solucién de etilenglicol (20%) DMSO (20%)
y sucrosa (10%) en concentraciones decrecientes, con
volimenes de 0,2 pl, no se presentd re-expansiéon de los
blastocistos, a las 24 y 48 horas post desvitrificacion.

Se han aplicado otros sistemas de empaque con diferentes
materiales, como el vidrio (micropipetas de vidrio estiradas,
glass pulled micropipettes GPM) (Rios et al. 2010); nylon
(Matsumoto et al. 2001) o gel (Gel-loading tips GL-Tip®)
(Tominaga & Hamada, 2001). Estas variaciones en el material
de empaque pretenden utilizar elementos que permitan una
tasa de enfriamiento més répido y, por lo tanto, utilice un
menor volumen de crioprotector (Rios et al. 2010).

Finalmente, el cuarto paso calentamiento del embrién
(desvitrificacién): Antes de realizar la transferencia, los
crioprotectores utilizados deben ser retirados en forma
lenta de los embriones, ya que, una vez en contacto con los
fluidos uterinos isoténicos, se produce una sobrehidratacion
que provoca danos celulares irreversibles con ruptura de la
membrana celular y la posterior muerte embrionaria (Visintin
et al. 2002; Cabrera et al. 2006).

Para el proceso de desvitrificacion, los embriones vitrificados
son sumergidos en una serie de soluciones hiperténicas y re-
hidratantes, que contienen concentraciones decrecientes de
soluciones osméticas no permeables (ib. 0,5 M Sucrosa), para
mantener el equilibrio entre la presién osmética interna y exter-
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na (Yavin & Arav, 2007). El tiempo de exposicién del embrion
con las soluciones hiperosméticas decrecientes varia entre 3 y
5 min por paso (Martinez et al. 2006). Durante el calentamien-
to, la sucrosa actiia como una solucién buffer para evitar la
excesiva hinchazén de los embriones durante la remocion del
crioprotector de las células (Vajta & Kuwayama, 2006).

Consecuencias de la vitrificacién (crioinjurias): En contraste
de lo que ocurre con los embriones bovinos producidos in
vivo, los embriones producidos in vitro presentan un mayor
dano y una capacidad disminuida de sobrevivencia después
de la criopreservacion (Gémez et al. 2009); sin embargo,
mediante el uso de la vitrificacion las lesiones producidas,
se reducen considerablemente. Los embriones cuando son
vitrificados pueden sufrir dafios morfolégicos y funcionales,
denominados crioinjurias (Zeron et al. 1999; Vajta &
Kuwayama, 2006). Dentro de las crioinjurias, se encuentran
alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular,
por la formacién de cristales de hielo (Leibo et al. 1996),
fragmentacién del ADN, dano en el huso meiético, apoptosis
celular (Park et al. 2006) y expresién génica alterada
(Stinshoff et al. 2011). El grado de crioinjurias que sufre el
embrién depende de ciertos factores, como el tamano y la
forma de las células, la permeabilidad de las membranas y la
calidad y sensibilidad del embrién (Gémez et al. 2009).

La calidad del embrién ha estadorelacionada conlaresistencia
del embrién a la criopreservacion (Rizos et al. 2003). En
algunos reportes, se ha establecido que el nimero de células
en embriones producidos in vitro puede ser menor (De la
Fuente & King, 1997) y de menor compactacién (Iwasaki
et al. 1990), comparadas con los embriones producidos in
vivo. El efecto del estado embrionario para sobrevivir a los
procedimientos de criopreservacion esté relacionado con el
nimero de células (Saha et al. 1996). Gémez et al. (2009)
hallaron que, después de la vitrificacién, se disminuye el
numero de células en la masa celular interna y este factor
puede explicar por qué la viabilidad de los embriones in
vitro después de la criopreservacion es algunas veces
escasa. Estos hallazgos estan de acuerdo con lo reportado
por Donnay et al. (1998), quienes mencionan que existe
una alta correlacion ente la tasa de viabilidad embrionaria
y el promedio del nimero de células en blastocistos, que
sobrevivieron después de la vitrificacién.

Rios et al. (2010) encontraron que el estado embrionario
influye en las tasas de eclosién embrionaria después de
la vitrificacién. Los blastocistos expandidos son menos
resistentes a la vitrificacion que los blastocistos (Leibo et al.
1996; Vajta et al. 1996; Donnay et al. 1998) y si artificialmente
se elimina el blastocele, las tasas de viabilidad aumentan
después de la vitrificacién, ya que este puede alterar el
potencial de criopreservacion, debido a la formacién de
cristales de hielo durante el enfriamiento (Vanderzwalmen

et al. 2002; Hiraoka et al. 2004; Huang et al. 2007).
Igualmente, se han reportado mayores tasas de expansién
de blastocistos cuando los embriones son vitrificados en
estado avanzado de desarrollo de blastocisto que cuando se
vitrifican mérulas (Vajta et al. 1996; Tominaga & Hamada,
2001; Campos-Chillon et al. 2009).

Lasdiferencias enlatoleranciaala criopreservacion, se pueden
explicar por las diferencias entre morulas y blastocistos, como
el tamano celular y, posiblemente, permeabilidad alterada a
los crioprotectores y la concentraciéon de lipidos (Walker et
al. 2006). Periodos largos de exposicion al crioprotector son
nocivos para mérulas que son més sensibles a la exposicién
del crioprotector, necesitando, posiblemente, tiempos
de exposicién mas cortos (Manjunatha et al. 2009). En el
caso de moérulas, la concentracion de lipidos es mayor que
el encontrado en blastocistos, lo cual, favorece que estas
sean mas susceptibles a presentar crioinjurias (Saragusty &
Arav, 2011) y ha llevado a que la mayoria de los estudios
de criopreservaciéon de embriones en bovinos, se realicen
alrededor del dia 7, en estado de blastocisto.

Eficiencia de la vitrificaciéon de embriones producidos in
vitro: A pesar de las ya mencionadas ventajas que ofrece
la técnica existen algunas variables que pueden afectar los
resultados de este proceso (Cuadro 2). Algunas de estas son
también compartidas con la técnica de congelacién, como
la toxicidad de los crioprotectores, los cuales, pueden inducir
dafnos embrionarios dependiendo de su concentracién
(Saragusty & Arav, 2011). Las otras variables estan ligadas,
principalmente, a la técnica como tal, es decir, al manejo del
protocolo en cada laboratorio. Como ya se mencioné son
diversas las modificaciones reportadas en cada publicacién
(procedimiento de vitrificacion), las cuales, hacen que los
resultados también varien de laboratorio a laboratorio. Estas
diferencias en los resultados pueden estar relacionadas
con los factores mencionados anteriormente, como el
tipo y la concentracién de crioprotector(es) utilizado(s),
la combinacién de los mismos, el sistema de empaque
y de métodos aplicados para la vitrificacién, la tasa de
enfriamiento, el volumen utilizado para la vitrificacion, la
calidad y el estado de embrién, asi como la habilidad del
técnico (Saragusty & Arav, 2011; Vajta, 2012). Basicamente,
la eficiencia de la técnica empleada puede ser probada,
como ya fue mencionado, in vitro, mediante la valoracion
de la viabilidad del embrién morfolégicamente después
de la desvitrificacion (re-expansion y eclosién) o, in vivo,
transfiriendo los embriones desvitrificados a receptoras
y, posteriormente, evaluando las tasas de gestaciéon y
de nacimientos. Diferentes trabajos reportan tasas de
supervivencia embrionaria post- desvitrificaciéon altas, de
hasta el 100% (Tabla 1); sin embargo, cuando se evaluaron
las tasas de gestacion después de la transferencia de
embriones producidos in vitro y vitrificados, estas fueron

423



Revista U.D.C.A Actualidad & Divulgacion Cientifica 15 (2): 419 - 429

2012

Cuadro 2. Variables que pueden afectar la eficiencia de la vitrificacion.

1.

2
3
4
5.
6
7
8

Toxicidad de los crioprotectores.

Temperatura de las soluciones de vitrificacion.

Tiempo de exposicién del embrién al crioprotector.

Volumen de la solucién crioprotectora.

Método de vitrificacion (tasa de enfriamiento).

Calidad y estadio de desarrollo de los embriones.

Experiencia y eficiencia del personal.

El contacto directo entre el nitrégeno liquido y la solucién de vitrificacion.

Modificado de Liebermann et al. 2002.

Tabla 1: Tasas de prefnez obtenidas con procedimientos de vitrificacion

. Embriones Evaluacion in vitro Solucién de Sistema
% Prenez . - . . Fuente
transferidos™ . . .. vitrificacion empaque
Re-expansion | Eclosion
40% EG + 0,3M Pajilla francesa | Palasz et al.
% . )
0% 6 18,80% suc 0,25mL 1997
25% GLI + 25% Pajilla francesa | Donnay et al.
4,50% 22 67% 53% EG 0,25mL 1998
64% 2o 20% EG +20% Open Pulled Lewis et al.
° - - DMSO Straws 1999
25% EG + 25% GLI | Pajilla francesa | Martinez et al.
0% 40 71,60% 66,60% + 0,1 M SUC 0,25mL 2002
Pajilla francesa | Nedambale et
30% 10 60% 54% 6,5M GLI 0.25mL al al. 2004
Microgota
35% EG + 5% PVP
41,9% 481 91,8% 80,6% + 04 MTRE sobr/e'base Xu et al. 2006
metélica
20% EG + 20% Micropipeta de | Vieira et al.
19% 21 94,80% 75,80% DMSO vidrio 2007
16,5% EG+ 16,5 . Inaba et al.
40% 30 100% 95,50% DMSO +0,5M SUC Criotop 5011

*Blastocistos

muy variables. En la tabla 1, se pueden observar resultados
de diferentes grupos de investigacién que oscilan entre 0-64%
usando diferentes sistemas de empaque y diversas soluciones
en el medio de vitrificacion. Segin estos resultados, las bovinos, en donde dos embriones fueron transferidos en la
mejores tasas de dgestacion se presentaron cuando se misma receptora. Los demas valores presentados en la tabla
utilizaron OPS como dispositivo de almacenamiento y una 1, no evidencian una mejoria en las tasas de gestacion, lo que

solucién de vitrificacién conteniendo 20% etilenglicol y 20%
dimetil sulféxido (Lewis et al. 1999). Este estudio fue uno de
los primeros estudios en reportar esta técnica con éxito en
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senala que pese a los grandes avances en investigacion, las
modificaciones realizadas al proceso no han incrementado la
eficiencia del mismo. Desafortunadamente, muchos trabajos
publicados no realizaron transferencia de los embriones,
por lo cual, es dificil conocer si los procesos son realmente
viables, es decir, que no afectan la capacidad de desarrollo
del embrién, aun cuando las tasas de re-expansion y
eclosién sean satisfactorias. Adicionalmente, en la mayoria
de estudios que reportan transferencias, se realizaron
usando grupos pequefos de embriones y receptoras, lo
cual, también es cuestionable. Un estudio realizado por
Xu et al. (2006) es un ejemplo importante, con un nimero
representativo de embriones transferidos y tasas altas de
viabilidad pos desvitrificacién y satisfactorias de gestacion
(Tabla 1). En dicho estudio no se utilizé OPS sino que la
vitrificaciéon se realiz6 en micro-gotas sobre una superficie
metélica enfriada previamente y las tasas de gestacién
superaron el 40%. Desafortunadamente, tanto la OPS como
las micro - gotas no permiten la transferencia directa del
embrién, mientras que el uso de pajillas de 0,25mL podria
facilitar la misma, asi como permitir el almacenamiento en
nitrégeno liquido. En general, los protocolos de vitrificacién
incluyen una combinacién de crioprotectores, con el animo
de reducir la toxicidad; no obstante, el etilenglicol es el méas
utilizado por su alta de penetracién celular estando presente
en casi todos los estudios de vitrificacién y evidenciando
que la toxicidad, a largo tiempo y a bajas temperaturas,
no supera a la congelacién tradicional (Saragusty & Arav,
2011; Vajta, 2012). A nivel sanitario, la vitrificacion aun
es fuente de discusion, ya que los procesos con mejores
resultados, como por ejemplo las OPS y otros sistemas
abiertos, aparentemente, no ofrecen seguridad en cuanto
a la posible transmision de enfermedades, por el contacto
directo con el nitrégeno liquido, lo cual, también limita la
aplicacién comercial de la técnica y, por el contrario, los
sistemas completamente cerrados aun no cuentan con
la misma eficiencia de los métodos abiertos (Vajta, 2012).
Estas diferencias en los procesos y puntos de vista de
cada grupo de investigaciéon hacen que la estandarizacién
del protocolo de vitrificacion sea compleja, puesto que
no permiten la evolucién de los protocolos més sélidos.
Pese a las diferencias, se puede observar que mediante el
uso de esta técnica es posible obtener tasas satisfactorias
de gestaciéon empleando embriones producidos in vitro vy,
posteriormente, crioconservados, aun cuando no exista un
protocolo universal y aprobado para realizar la vitrificacion.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La vitrificacién es una alternativa para la criopreservacién
de embriones bovinos producidos in vitro. Es una técnica
sencilla, que no requiere la compra de equipos de
criopreservacion costosos y al no formar cristales de hielo
en el interior del embridén, menores lesiones se presentan

durante el proceso, lo que resulta en la obtencién de tasas
de prenez aceptables después de la transferencia; sin
embargo, en la literatura se reportan miltiples protocolos
y resultados variables. Esta variabilidad en los resultados
podria ser explicada por los diversos factores que pueden
influir en el proceso, incluyendo el tipo de crioprotector y sus
diferentes concentraciones en las soluciones de vitrificacién
y de desvitrificacion, la curva de descenso de temperatura, el
protocolo de vitrificacién, el sistema de almacenamiento o la
adicién de suplementos durante la produccién de embriones,
asi como la experticia del personal que la realiza.

La variabilidad en los procesos de vitrificacién/desvitrificacién
es el reflejo de la diversidad en los protocolos de produccién
y de conservacién de embriones en cada laboratorio, lo
que, a su vez, modifica los resultados y la calidad de los
embriones que se producen. Todos los factores mencionados
anteriormente demuestran la falta de estandarizacién en los
procedimientos. Por lo tanto, el reto consiste en desarrollar
un procedimiento de vitrificacion universal, rédpido, eficiente,
seguro a nivel sanitario y toxicolégico, que mantenga los
bajos costos, ya que en la medida en que se implementa la
estandarizacién de los protocolos se incrementan los costos,
siendo necesario el desarrollo e implementacién de equipos.
Cuando sea factible dicha estandarizacion, seguramente, la
expansion de la vitrificacién de embriones bovinos producidos
in vitro seréa posible, haciéndose rutinaria la técnica a nivel
comercial. Por consiguiente, se requiere mayor investigacién
y un consenso en la comunidad cientifica, para lograr tan
importante avance.

Conflicto de intereses: El manuscrito fue preparado vy
revisado por los autores, quienes declaran que no existe
ningln conflicto de interés que ponga en riesgo la validez de
la informacién presentada.
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