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RESUMEN

La produccién de embriones in vitro ofrece nuevas perspectivas para la aceleracion del progreso genético y la
utilizacién de bajas temperaturas para conservar esos embriones se la ha convertido en una herramienta indispen-
sable para consolidar y aumentar el impacto de estas tecnologias. La criopreservacion y almacenamiento de em-
briones a bajas temperaturas presenta ventajas tanto desde el punto de vista biolégico como desde el comercial.
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INTRODUCCION

Las posibilidades de aplicacion de la tecnologia in vitro son multiples y presentan un elevado interés en el caso
del ganado bovino. La tecnologia reproductiva in vitro se encuentra actualmente en un estado de desarrollo avan-
zado.

El actual grado de desarrollo de la tecnologia reproductiva in vitro ha sido posible gracias a tres hechos fun-
damentales:

¢ La definicion de medios sintéticos cada vez méas adaptados a los requerimientos especificos para que el
embridn bovino vea satisfechas sus necesidades metabdlicas durante las primeras fases de su desarrollo.

+ Los primeros éxitos en la puesta a punto de la técnica de la fecundacion in vitro (FIV), en un principio a
partir de ovocitos madurados in vivo y obtenidos por lavado de los oviductos tras el sacrificio del animal,
posteriormente con la utilizacion de ovocitos recuperados a partir de ovarios procedentes de matadero.

¢ Por altimo, el desarrollo de un sistema que permite la obtencion de ovocitos a partir de hembras vivas, co-
nocido con el nombre de Ovum Pick-Up (OPU).

La produccion de embriones in vitro (EPIV) a partir de ovocitos obtenidos de vacas de alto mérito es una he-
rramienta que ofrece nuevas perspectivas para la aceleraciéon del progreso genético. Esta técnica se practica con
ritmos de recogida intensivos (2 veces/semana durante 2 meses consecutivos) sobre hembras gestantes o vacias, e
independientemente de su normalidad reproductiva. Asimismo, la FIV representa un medio para la produccion de
embriones a bajo precio a partir de ovarios de matadero. La utilizacién de las bajas temperaturas para conservar
los embriones producidos por esta tecnologia se ha convertido en una herramienta indispensable que permitira
consolidar y aumentar el impacto de estas tecnologias.

La criopreservacion de los embriones supone el ralentizamiento de su metabolismo hasta un punto préximo a
su detencion, con el fin de sincronizar acontecimientos posteriores, o de modificar la ciclicidad reproductiva, y es
una técnica ampliamente usada como complemento de los procesos de reproduccién asistida. En el ambito del
ganado vacuno, y en el marco de la UE, las estadisticas correspondientes al afio 1999 muestran que un 58% de los
embriones transferidos estaban congelados (in vivo e in vitro), lo que da idea de la importancia del desarrollo de
estas técnicas (1).

La criopreservacion y el almacenamiento de embriones a bajas temperaturas (Nitrégeno liquido-NL-) presenta
numerosas ventajas, tanto desde el punto de vista biolégico como desde el comercial:

¢ Permite una reduccién de costes derivados de la aplicacion de las tecnologias reproductivas.

+ Facilita una disociacion de todas estas técnicas de la actividad reproductiva ciclica que presentan las espe-
cies mamiferas de interés, consiguiéndose una independencia temporal del estado fisiol6gico de los anima-
les (hembras receptoras, por ejemplo).

¢ Limita la deriva genética.

¢ Elimina las patologias que normalmente se asocian al mantenimiento de animales vivos.

¢ Posibilita la conservacion de razas o especies en riesgo de extincién mediante la creacion de bancos de
embriones congelados, manteniendo intacto el patrimonio genético.

La criopreservacion esta influida por un elevado nimero de variables, de forma que ninguna aproximacién que
contemple sélo uno o parte de los aspectos implicados garantiza una eficacia total. A pesar de esto, y con inde-
pendencia del sistema utilizado, los principios basicos persiguen una proteccion de las células frente a los princi-
pales efectos perjudiciales del proceso, a saber, formacion de hielo intracelular, deshidratacion y efectos toxicos
de los crioprotectores (4, 5, 25, 37).
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El primer ternero resultado del trasplante de un embrion in vitro, congelado/descongelado naci6 en 1990 (10).
Desde entonces han sido muchos los protocolos de congelacion ensayados, pero su eficacia estd corrientemente
evaluada en términos de supervivencia tras descongelacion y cultivo in vitro. Sélo unos pocos estudios ofrecen
datos de porcentajes de gestacion tras transferencia de uno o dos embriones en un ndmero significativo de recep-
toras. Las tasas de gestacion tras transferencia de embriones in vitro crioconservados por métodos clésicos de
congelacion lenta o por vitrificacién son muy variables, como se puede ver en la tabla 1.

Tabla 1. Eficacia de los métodos de crioconservacion de embriones bovinos producidos in vitro (12).

Crioprotector Dilucién | % Gestacién
Congelacion lenta
Reichenbach y col., 1991 1,36 M Gly 4 etapas | 11,3 (28/248)
Kajiharay col., 1992 10% Gly + 0,2M Sac 1 etapa | 38 (327/866)
Massip y col., 1987 1,36 Gly + 0,25M Sac 1 etapa 23 (4/17)
Wurth y col., 1994 1,2M Gly 4 etapas 14 (5/35)
Hasler y col., 1995 1,36M Gly 3etapas | 35 (34/97)
Van Langendonckt y col, 1994 10% Gly 1 etapa 59 (20/34)
Vitrificacion
Wurth y col., 1994 6,5M Gly + 6% w/v BSA 2 etapas | 24 (20/85)
Agcay col., 1994 10% Gly + 20% EG 1 etapa 50 (8/16)*
Delval y col., 1995 40%EG + 18% Ficoll + 0,3M Sacarosa | 1 etapa | 66,6 (8/12)*
Van Langendonckt y col, 1994 6,5M Gly + 6% w/v BSA 1 etapa 43 (17/40)
* transferencia de 2 embriones/receptora

Dado que hasta la fecha, la mayor parte de los estudios sobre congelacién se habian realizado a partir de em-
briones obtenidos in vivo, resultd patente en seguida, que los embriones producidos in vitro manifestaban un com-
portamiento diferente frente al frio, fendmeno que qued6 corroborado por multitud de experimentos que se desa-
rrollaron a partir de entonces.

En una experiencia en la que embriones in vivo e in vitro fueron congelados por un sistema tradicional lento
(Glicerol 1,5 M; descenso lento hasta -35°C e introduccion en N2), los resultados mostraron que mas de un 80%
de los embriones in vivo llegé a eclosionar 72 h postdescongelacion, mientras que s6lo un 20% de los embriones
in vitro lleg6 a este estadio (18, 20).

Esta experiencia permitié demostrar también el efecto del estadio de desarrollo en su sensibilidad al enfria-
miento, puesto que ninguna de las mérulas producidas in vitro resistio la congelacion, mientras que el 64% de los
blastocistos lo hizo, fendmeno inverso al producido en el caso de los embriones in vivo.

La primera conclusion a la que se llegé tras el analisis de todos estos resultados, fue que los embriones produ-
cidos in vivo y los EPIV son "de alguna forma" diferentes, y que las diferencias existentes entre ambos podrian
explicar su comportamiento ante la crioconservacion.

EL EMBRION BOVINO CULTIVADO IN VITRO

Desde el inicio de la aplicacion de la tecnologia in vitro, se han desarrollado numerosos sistemas de cultivo
capaces de llevar a buen término la produccion de embriones bovinos. Estos sistemas se clasifican en funcion de
su composicién, o de la presencia o no de células en el medio de cultivo, como soporte del desarrollo embrionario.
Las formulaciones de estos medios derivan de estudios realizados sobre la composicion bioquimica de los medios
tubarico y uterino, asi como del analisis de las necesidades metabolicas del embridn.

Vamos a ver cudles son las diferencias que caracterizan a los EPIV y algunas de las alteraciones resultantes de
las condiciones de cultivo in vitro. Algunos de estos pardametros deben ser tenidos en cuenta como indicadores de
la capacidad de desarrollo de los embriones tras crioconservacion y transferencia. Veremos también que las con-
diciones de cultivo afectan a las propiedades criobiol6gicas de las membranas celulares.

MEDIO AMBIENTE

El medio ambiente en el que se desarrolla el embrién in vitro difiere sustancialmente del que existe en condi-
ciones in vivo. Durante su desarrollo in vitro los embriones se ven expuestos a choques térmicos, fuentes lumino-
sas, atmdsfera gaseosa (5% de CO, en aire) y a unas condiciones de cultivo estaticas caracterizadas por una im-
portante cantidad de medio rodeando al embrion que puede aportar un exceso, o0 bien carecer de los nutrientes
necesarios (23). Estas condiciones de cultivo, que permiten obtener los mejores porcentajes de embriones viables
(hasta un 40% de blastocistos en dia 7) inducen diferencias fundamentales tanto desde un punto de vista morfol 6-
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gico como fisioldgico que deteminan que el comportamiento frente al frio de los EPIV sea diferente al de los em-
briones obtenidos in vivo.

Tabla 2. Comparacion de las condiciones de desarrollo in vivo e in vitro de los embriones bovinos (23).

In vivo In vitro
Temperatura corporal constante Choques térmicos
Oscuridad total Exposicion a luz diurna y del microscopio
Presiones de O, y CO, controladas Exposicion directa a la atmésfera gaseosa
Volumen minimo de secreciones Volumen importante de medio de
genitales rodeando al embrion cultivo rodeando al embrién
Intercambios dindmicos permanentes | Condiciones de cultivo estaticas, presencia
entre el embrion y el medio excesiva o0 ausencia de algunos metabolitos

VELOCIDAD DE DESARROLLO Y VALORACION MORFOLOGICA IN VIVO

El embrién se desarrolla y diferencia en el tiempo segin una cronologia bien caracterizada en la especie bovi-
na. La fecundacion marca el inicio del periodo embrionario caracterizado por una serie de divisiones celulares y la
aparicion de las primeras diferenciaciones. En los bovinos la primera division de segmentacion tiene lugar entre
11y 20 horas tras la fecundacion, alcanzandose el estadio de 8 células entre 56 y 64 h después. A partir de la fase
de 16-32 células (80-86 h post-FIV), se establecen contactos entre los blastomeros y se estrechan las uniones entre
las membranas plasmaticas de forma que las células no son visibles de forma individual: es el estadio de moérula
compacta. Cuando el embridn tiene entre 80 y 100 células (130-144 horas post-FIV) comienza a acumularse li-
quido en el interior de la moérula, inicialmente en la parte basal de las células externas y después fuera de las célu-
las dando lugar a la formacion de una cavidad: el blastocele. Este estadio representa el momento del desarrollo en
el que se diferencian dos tipos diferentes de células: las células del trofoectodermo, en la superficie del embrion y
con naturaleza epitelial (daran origen a las envolturas fetales) y las células de la masa celular interna (MCI), en la
parte interior, que daran lugar al feto.

CRONOLOGIA DEL DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO

Tabla 3. Cronologia del desarrollo embrionario (Dra. Carbajo Rueda).
0-24 h 1 célula
24-42 h | 2 células
42-54h | 4 células
54-72 h | 5-8 células
72-102 h | 8-16 células
102-120 h | 16-32 células
120-144 h | Mérula
144-174 h | Mérula-Blastocisto
174-210 h | Blastocisto

Un estudio comparado de la cronologia del desarrollo embrionario in vitro de embriones madurados y fecun-
dados in vivo evidenci6 diferencias morfolégicas. Los embriones fecundados in vivo tienen, en la fase de una célu-
la, un espacio perivitelino importante; en el estadio de 8 células, los blastomeros son de forma y tamafio regulares;
las morulas se compactan de forma sincrénica y las células de la MCI de los blastocistos estan bien definidas. En
el caso de EPIV, el espacio perivitelino en fase de 1 célula es muy limitado; en estadio de 8 células los blastome-
ros son irregulares en su forma y tamafio; la compactacion de las mérulas es mucho menos pronunciada (en oca-
siones no es apreciable), y las células de los blastocistos aparecen oscuras y difuminadas (11, 14). Es mas, los
EPIV se dividen mas lentamente y de una forma mas asincrénica: 72 horas post-FIV, s6lo un 27% de los embrio-
nes alcanzo el estadio de 8 células contra un 46% para los embriones in vivo (12). Por Gltimo, los embriones que
sufren la segmentacion mas rapidamente tienen una capacidad de desarrollo superior en términos de formacién de
morula-blastocisto, ya que el 35% de los EPIV alcanza este estadio 7 dias tras la inseminacion, mientras que la
cifra se eleva a un 69% para el caso de los embriones in vivo.

La viabilidad de los embriones cultivados in vitro tras crioconservacion esta correlacionada con su cinética de
desarrollo. Efectivamente, aquellos embriones que sufren su primera segmentacion 26 a 36 h postFIV, alcanzan el
estado blastocisto mas rapidamente que los que se segmentan de forma mas tardia (36-48 h). Estos blastocistos
desarrollados tras 6-7 dias de cultivo in vitro son menos sensibles a la congelacion que los que necesitan ser culti-
vados durante mas tiempo para alcanzar dicho estadio (20).
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La evaluacion del nimero de células de los embriones bovinos obtenidos in vivo, es otro indicador de su viabi-
lidad embrionaria. EI nimero de células de los EPIV es variable en funcion de los diferentes sistemas de cultivo
empleados (15), pero también del sistema de recuento que puede dar lugar a amplios errores (12). Los blastocistos
cocultivados con células del camulus en medio M199, tienen la mitad de células que los cultivados en un oviducto
de coneja como hospedadora intermediaria. Por su parte, los embriones desarrollados en medio condicionado por
células de oviducto, tienen un nimero de células significativamente menor que los embriones desarrollados en
sistemas de cocultivo (12).

Las técnicas de coloracion diferencial existentes hoy en dia permiten evidenciar mas diferencias entre los em-
briones in vivo y los EPIV. Aunque embriones en el mismo estadio de desarrollo tengan un nimero comparable de
células totales, la cantidad de células de la MCI es significativamente inferior en el caso de los EPIV (35). La
evaluacion conjunta del nimero total de células y del de la MCI es otro buen indicador de la calidad del embrion
desarrollado en un sistema de produccién determinado.

La frecuencia de aberraciones cromosémicas varia entre un 2-17% en los embriones in vivo, para elevarse has-
ta un 45% en el caso de los EPIV, seguln el estadio de desarrollo; los factores que favorecen la aparicién de estas
alteraciones pueden tener un origen intrinseco (edad materna, calidad del ovocito...), pero principalmente tienen
un origen extrinseco en el caso de la manipulacidn in vitro. En los bovinos las anomalias cromosémicas serian las
responsables de parte de las mortalidades embrionarias precoces observadas en el momento de la implantacion
entre los dias 21 y 35 tras la transferencia de EPIV. De hecho, las tasas de gestacion medidas a dia 21 por los ni-
veles séricos de proteina especifica de gestacion, suelen ser mas elevadas, para experimentar un descenso después
del dia 35.

Por ultimo, dentro de este apartado cabe citar el hecho de que la zona pelicida de los EPIV se comporta de
forma diferente en presencia de la enzima pronasa, comparada con los embriones in vivo: es mas sensible a la
accion de la enzima disolvéndose en menos de 2 minutos (mas de 3 en el caso de los in vivo) (20). No obstante
este hecho, parece que la ZP actlla como una barrera mas resistente a la eclosion que la ZP de los embriones in
vivo.

ULTRAESTRUCTURA

La microscopia electronica permite la observacion de diferencias entre los embriones producidos in vivo en in
vitro, en idénticos estadios de desarrollo, y entre EPIV en funcion del medio de cultivo. Los blastémeros de los
EPIV tienen un nimero mas elevado de vacuolas citoplasmaticas y fagosomas. Las uniones "gap" entre células
son més cortas y menos numerosas (11). De una forma general, los embriones cultivados in vitro tienen un aspec-
to mas oscuro y el citoplasma esta sembrado de gran cantidad de inclusiones lipidicas, cuyo ndmero varia en fun-
cion de las condiciones de cultivo. Estas son muy numerosas cuando se suplementa el medio con suero, y son
menos abundantes en el citoplasma de embriones cultivados en medios suplementados Unicamente con BSA y
aminodcidos (7, 29).

La estructura mitocondrial también difiere entre ambos tipos de embriones. Los EPIV ven reducida de forma
significativa la relacion volumen mitocondrial/volumen citoplasmatico con relacion a los embriones in vivo (9). Si
tenemos en cuenta que este organulo es el lugar de la célula donde se asienta la mayor parte de las reacciones oxi-
dativas responsables del suministro de energia y de los procesos de sintesis de ATP acoplados a dichas reacciones,
cabe pensar que este hecho diferencial tenga también un reflejo a nivel metabélico.

El metabolismo embrionario ha sido y es objeto de una gran cantidad de estudios, orientados a la elaboracion
de medios de cultivo que aporten al embrion todos aquellos sustratos necesarios para su adecuado desarrollo y no
otros (27, 28); el ultimo fin seria la optimizacion de las técnicas de cultivo in vitro. Otra parte de los estudios esta
destinada a una profundizacion en el conocimiento de las diferencias entre ambos tipos de embriones, con el fin
de poder responder a interrogantes como la diferente sensibilidad a la crioconservacion (30).

Asi, Leibo et al (18) demostraron que la densidad de los EPIV es menor que la de los in vivo, probablemente
debido a una mayor tasa de lipidos/proteinas en el primero de los casos. Aunque el papel que puedan desempefar
dichos lipidos no ha sido dilucidado, diversos equipos han demostrado una mejora significativa de la congelabili-
dad de los blastocistos obtenidos tras el cultivo de zigotos sometidos a delipidacion o desplazamiento de dichos
lipidos citiplasmaticos (3, 19).

Las microgotas citoplasmaticas de lipidos tienen una fuerte relacion espacial con el reticulo endoplasmico liso
y desempefian un papel muy importante como fuente de elementos nutritivos, pero también modificando las pro-
piedades fisicas y las funciones de las membranas. La presencia de estas microgotas podria tener, por si misma, un
efecto directo sobre la supervivencia durante el enfriamiento (12).

Se sabe que el enfriamiento hasta 15°C produce una tendencia a la agregacion de las microgotas, para formar
gotas intracitoplasmaticas méas grandes. Ello podria provocar una pérdida de la organizacion del citoplasma y una
lesion irreversible del embrion.
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TECNICAS ACTUALES DE CONGELACION DE EMBRIONES IN VITRO

1. CONGELACION TRADICIONAL (METODOS DE EQUILIBRIO)

Los crioprotectores (CP) utilizados en estos métodos son normalmente permeables. Los méas frecuentemente
utilizados son: glicerol y etilenglicol.

Durante la fase inicial de preenfriamiento, los embriones se exponen a la presencia del crioprotector en una fa-
se gue denominamos de equilibracion. La respuesta inmediata del embrion ante la presencia de un CP permeable
es una rapida disminucién de volumen por pérdida del agua intracelular, hasta que se alcanza el equilibrio. Este
fendmeno se debe a la hiperosmolaridad inicial de la solucion extracelular y a que los embriones son mucho méas
permeables al agua que a los crioprotectores; la contraccion se detiene cuando se alcanza el equilibrio entre la
salida de agua y la entrada del CP. A medida que el CP penetra en el embridn, éste se expande gradualmente a
causa de una reentrada de agua para el mantenimiento del equilibrio osmoético (26). EI momento en que se produ-
ce esta reexpansion refleja:

¢ Laespecie del embridn.

¢ El estadio de desarrollo embrionario.

¢ El ratio superficie/volumen del embrion.
¢ El crioprotector utilizado.

¢ Latemperatura de exposicion.

Dentro de los sistemas de equilibrio (inicialmente disefiados para la congelacion de embriones in vivo), la téc-
nica mas utilizada en el caso de los EPIV es la congelacion en EG 1,5M en presencia de sacarosa. El equilibrio se
alcanza a -7°C (T? de seeding) para después, realizar un descenso de la temperatura hasta los -32°C a una veloci-
dad de 0,3°C/min (22, 24).

2. VITRIFICACION

La vitrificacion es un sistema por el cual, tras un enfriamiento ultrarrapido, se produce un incremento en la
viscosidad del medio que contiene el embrién, formandose un estado s6lido pero sin cristalizacion (estado vitreo),
eliminandose los problemas derivados de este proceso (8, 32, 33, 36). La prevencion del fenémeno de cristaliza-
cién se consigue utilizando elevadas concentraciones de crioprotectores y altas velocidades de enfriamiento y
calentamiento. La aceleracion de la velocidad de los cambios de temperatura ofrece dos ventajas: permite dismi-
nuir el tiempo de contacto entre el embridn y los agentes crioprotectores, con el consiguiente beneficio derivado
de la disminucion de los efectos toxicos y osméticos, y reduce también el riesgo de que se produzcan lesiones por
la exposicion a bajas temperaturas debido al rapido paso por la zona de "temperatura critica".

Las células sufren una deshidratacién osmética previa al enfriamiento, por una equilibracién en una solucion
altamente concentrada de crioprotectores (< 6M). Ello determina una serie de cambios en el volumen osmético de
los embriones durante el proceso de crioconservacion, sin que se produzca la formacién de cristales de hielo du-
rante el enfriamiento, almacenamiento o descongelacion.

Las soluciones de vitrificacion pueden contener DMSO, propilenglicol, etilenglicol, incluso glicerol, solos o en
combinacion, y en concentraciones muy elevadas.

La vitrificacién ha sido aplicada con éxito en varias especies animales, y ofrece muy interesantes perspectivas,
dados la simplicidad del método (no se requiere equipamiento de congelacion controlada) y los esperanzadores
resultados obtenidos hasta la fecha.

En general, las mejores técnicas apuntan a la utilizacion del sistema basado en la vitrificacion, con concentra-
ciones muy elevadas del crioprotector (EG hasta 5,5 0 6 M), equilibracion a temperatura ambiente, enfriamiento
superrapido en vapores de Nitrégeno e introduccion en NL.

Los embriones seleccionados para vitrificacion se equilibran en 2 0 mas pasos a temperatura ambiente en dife-
rentes soluciones con concentraciones crecientes de crioprotectores (6). El paso del embrion por la solucion final
de vitrificacion no suele superar los 30 segundos. La pajuela se sella y se mantiene de forma horizontal en vapores
de Nitr6geno durante 2-3 minutos (velocidad de enfriamiento 200°C/min), para pasarla luego directamente al NL.

Para la descongelacion, las pajuelas se agitan en un bafio de agua a 22°C durante 10-15 segundos. Diferentes
bafios (entre 2 y 5 dependiendo de la técnica) permiten la eliminacion del crioprotector previamente a su transfe-
rencia o puesta en cultivo.

El uso de esta técnica tiene los inconvenientes derivados de los posibles efectos toxicos de la utilizacion de los
CP en concentraciones muy altas, que en la actualidad estdn controlados. Ademas, no permite la transferencia
directa del embridn a la receptora (requiere manipulacién), lo que supone una dificultad para su aplicacion en el
campo.
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La vitrificacion produce fendbmenos de degeneracion celular en el embridn con relacién a embriones no vitrifi-
cados (16, 17) pero que no parecen afectar a los indices de gestacion con relacion a un sistema clésico de congela-
cion lenta (34). Método Open Pulled Straw (OPS; 32,33)

Aunqgue lo estemos considerando de forma independiente, es una variante del sistema de vitrificacién. La ma-
yor parte de los métodos de vitrificacién utilizan pajuelas "mini" francesas (0,25 ml) que, debido a sus dimensio-
nes, no permiten alcanzar velocidades de enfriamiento y calentamiento que sobrepasen los 2000°C/min. Teniendo
en cuenta que la relacion volumen/superficie en contacto con el crioprotector es uno de los factores que mas in-
fluencia tiene sobre las tasas de supervivencia postdescongelacion, este sistema ofrece la posibilidad de disminuir
los efectos perjudiciales de las soluciones crioprotectoras. Para ello, utilizan velocidades de enfriamiento y calen-
tamiento superiores a los 20.000°C/min, y tiempos de contacto con la solucion crioprotectora inferiores a los 30
segundos (a una temperatura de -180°C).

De una forma muy esquematica, el procedimiento de trabajo se basa en la utilizacion de unas pajuelas especia-
les cuyo didmetro ha sido reducido hasta 0,8 mm (el diametro inicial de una pajuela clésica es de 1,7 mm), y el
grosor de las paredes a 0,07 mm (grosor inicial 0,15 mm). Estos cambios en las caracteristicas de las pajuelas
permitiran un mayor contacto entre las células y la fuente de frio, con lo que las velocidades de enfriamiento se
incrementan notablemente.

Los embriones, que previamente habremos dispuesto en microgotas conteniendo la solucién crioprotectora, en-
tran en la pajuela cuando hacemos contactar ésta con la microgota, por un fenémeno de capilaridad. Inmediata-
mente después, podremos sumergir la pajuela en NL.

Para el proceso de descongelacion, bastara con sumergir la pajuela en el medio de descongelacion elegido. Una
vez descongelado el contenido de la misma, los embriones saldran de la pajuela también por capilaridad.

Las ventajas que ofrece el sistema OPS son:

¢ Altas velocidades de enfriamiento y calentamiento. Los cambios de temperatura en este sistema son
hasta 10 veces mas rapidos que en el sistema clasico de vitrificacion, con pajuelas estandar. Las razo-
nes para que se produzca este hecho son:
+ El reducido volumen de solucién que tiene cabida en las pajuelas OPS (0,5 ml vs 5 ml en las pajuelas
normales).
El contacto directo entre la fuente de frio o de calor.
La delgadez de la pared de las pajuelas OPS.
Répido y facil cargado de los embriones en las pajuelas.
Menos riesgo de lesiones de la zona pellcida, fendmeno muy corriente cuando los embriones son en-
friados o calentados muy rapidamente
+ Dilucién inmediata de los agentes crioprotectores durante el proceso de calentamiento.

El Gnico inconveniente de esta técnica es la posibilidad de contaminacién, al contactar el medio de manteni-
miento que contiene el embrién directamente con el NL. Este problema puede solventarse utilizando nitrégeno
liquido filtrado para el proceso de enfriamiento de la pajuela.

A pesar de las importantes diferencias existentes entre ambos tipos de métodos y de que los resultados en tér-
minos de gestaciones tras transferencia aiin no son concluyentes (34), cabe subrayar que, basicamente, los objeti-
VoS perseguidos son, a grandes rasgos, los mismos: deshidratacion de las células previa al almacenamiento en NL,
y prevencion de los posibles efectos deletéreos, de la toxicidad quimica y de la congelacion intracelular. Un méto-
do ideal de criopreservacion requiere la optimizacion de cada uno de los pasos del procedimiento, teniendo en
cuenta el tamafio, la permeabilidad y las caracteristicas fisioldgicas de los constituyentes celulares, que nos deter-
minaran la adicion del crioprotector, la curva de enfriamiento, la induccion de la formacion de hielo, el proceso de
congelacioén y el almacenamiento del embridn, asi como el método de descongelacion y la eliminacion del crio-
protector adecuados.

No obstante todos estos aspectos, queda mucho por estudiar con relacion a la criobiologia del EPIV. Es posible
que sus especiales caracteristicas le hagan sensible a una serie de factores hasta ahora no considerados, y que ex-
plicarian las diferencias de supervivencia existentes tras congelacion/descongelacién de ambos tipos de embrio-
nes.

> & o o
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