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RESUMEN

El mayor obstéculo para la aplicacion comercial en gran escala de los embriones producidos in vitro es la falta
de métodos adecuados para su conservacion, debido fundamentalmente a que éstos son mas sensibles a los
procesos de criopreservacion que aquellos obtenidos por superovulacion. Se han propuesto dos enfoques para
mejorar la sobrevida poscriopreservacion de los embriones obtenidos in vitro, el primero a través del per-
feccionamiento de los sistemas de criopreservacion (fundamentalmente la congelacion convencional y la vi-
trificacién, y el segundo mediante la formulaciéon de medios de cultivo que permitan obtener embriones de mejor
calidad (asemejandolos a los producidos in vivo). El propésito de este articulo es revisar los mencionados
procedimientos de criopreservacion y describir cuéles son las alteraciones embrionarias que ellos generan a nivel
estructural, ultraestructural y metabdlico.
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1. INTRODUCCION

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 criopreservacién de embriones bovinos
producidos in vivo. En este tipo de embriones, la congelacion convencional ha permitido obtener resultados
ligeramente inferiores a los registrados con embriones en fresco (44).

Al mismo tiempo, la introduccion del etilenglicol como crioprotector permitié desarrollar la técnica de
transferencia directa de embriones congelados/descongelados (procedimiento similar a la inseminacion artificial),
posibilitando la aplicacion de esta técnica en condiciones de campo, sin necesidad de remover el o los
crioprotectores utilizados (90).

Durante el procedimiento de congelacion, las células embrionarias sufren cambios importantes asociados a la
formacion de hielo intra o extracelular que pueden disminuir la sobrevida poscriopreservacion. Para poder
minimizar estos problemas, se ha recurrido al uso de "sustancias crioprotectoras", asi como a tasas de descenso
térmico controladas mediante la utilizacién de méaquinas congeladoras programables de alto costo.

El proceso de vitrificacion fue investigado por primera vez por Tammann en 1898, pero Luyet, 60 afios mas
tarde, reconocio el potencial de alcanzar un estado libre de hielo durante la criopreservacion (34). En 1985, Rall y
Fahy (69) introdujeron la técnica de vitrificacion en la conservacion de embriones, la cual presenta algunas
ventajas importantes respecto a la congelacion convencional, como son: no hay formacién de cristales de hielo,
mayor rapidez en el procesamiento de cada muestra, y menor costo, por prescindir de méquinas congeladoras
programables. Debido a esto, la vitrificacién constituye una herramienta interesante capaz de reemplazar a la
congelacion convencional, especialmente cuando se intenta conservar embriones sensibles a la criopreservacion,
como son los producidos in vitro (40, 66).

2. DESCRIPCION DEL PROCESO DE CRIOPRESERVACION DE LAS SOLUCIONES ACUOSAS

2.1. Congelacion

Para que un liquido cristalice se requiere la presencia de "nucleos" sobre los cuales la fase liquida pueda
condensarse. En el agua pura, grupos de moléculas unidas por puente de hidrégeno actian como nucleos de
cristalizacion (nucleacion homogénea), aunque otras sustancias (proteinas, minerales, etc.) también pueden actuar
como nucleos (nucleacion heterogénea) (96). De este modo, la formacién de cristales se lleva a cabo mediante un
proceso de "desarrollo” de nlcleos seguido por uno de agregacion de moléculas de agua desde la fase liquida a la
solida en una zona de interfase, denominado "“crecimiento”.

El proceso de congelacion podria resumirse mencionando que a medida que una solucién acuosa se enfria por
debajo de 0° C disminuye el movimiento molecular, sobreenfriandose hasta alcanzar una masa critica de nicleos,
momento en el cual se libera el calor latente de cambio de estado (4). Uno de los efectos de la cristalizacion en las
soluciones acuosas es remover agua de la solucién, ya que los cristales que se forman estdn compuestos por agua
pura, por lo cual la solucién remanente, que permanece sobreenfriada, se concentra. De este modo, esta nueva so-
lucién permanece liquida hasta que se alcanza, mediante una mayor extraccién de calor, el nuevo punto de
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equilibrio de congelamiento. Este proceso se repite hasta que a una determinada temperatura, denominada
eutéctica o "punto eutéctico”, la fase liquida remanente y los solutos solidifican (4, 89).

2.2. Vitrificacion

El estado vitreo, es aquel alcanzado por el rapido enfriamiento de un medio liquido en ausencia de cristales de
hielo y con una elevada viscosidad (69). Esta solucion adquiere un aspecto amorfo similar al vidrio, del cual toma
su denominacion.

Los factores que afectan la probabilidad de vitrificacion de una solucion son la viscosidad inicial, su volumen
y la tasa de enfriamiento a la cual es sometida (7). Segin Wolfe y Bryant (94), la adicion de distintos solutos
disminuye la probabilidad de nucleacidn y crecimiento de los cristales de hielo por dos razones:

1. Al aumentar la viscosidad, se retrasa el reordenamiento de las moléculas de agua para formar el cristal de hielo,
dificultdndose de este modo los procesos de nucleacion y crecimiento.

2. Debido a que los solutos son incompatibles con la estructura del hielo, por carecer de una cantidad determinada
de agua pura, se torna dificil que los nucleos alcancen el tamafio critico.

Durante el proceso de vitrificacion, el rapido enfriamiento disminuye bruscamente el movimiento molecular,
de modo que las moléculas de agua no tienen el tiempo suficiente para ordenarse y orientarse, de acuerdo a sus
cargas, para formar los cristales de hielo. Por esta razon la soluciones vitrificadas mantienen la distribucion i6nica
y molecular de un liquido pero en un estado sobreenfriado y extremadamente viscoso, con un aspecto brillante y
transparente que lo diferencia del cristalino el cual es opaco vy sin brillo.

La desvitrificacion, corresponde a la cristalizacién que se produce en un sistema previamente vitrificado. Este
proceso se lleva a cabo debido a que durante el calentamiento se atraviesa nuevamente la temperatura 6ptima para
gue se establezca la nucleacidn, la cual es mas baja que la requerida para el crecimiento de los cristales de hielo.
Por tal motivo, cuando se revierte el estado vitreo, se utiliza el término calentamiento y no desvitrificacion.

Durante la vitrificacion no se establece un verdadero cambio de fase, por lo cual no se produce liberacién de
calor latente ni cristales de hielo, los cuales constituyen aspectos muy importantes para su aplicacion en la
preservacion de estructuras biolégicas.

3. CONGELACION DE EMBRIONES

Segin Massip y col. (49) y Niemann (58), los pasos generales durante el proceso de congelacion-
descongelacién de embriones pueden resumirse de la siguiente manera:

*Exposicién de los embriones a las soluciones de congelacion. Los embriones son congelados generalmente
en una solucion salina tamponada fosfato (PBS) suplementada con proteinas o macromoléculas (suero bovino,
albimina bovina [BSA]), a la cual se le adiciona sustancias denominadas crioprotectoras, que modifican el com-
portamiento fisico de la solucion y protegen a las células de los dafios asociados al descenso térmico. Estas
sustancias pueden penetrar o no la membrana plasmatica de las células embrionarias (crioprotectores penetrantes
y Nno penetrantes, respectivamente), y en esta metodologia se utilizan en concentraciones que no superan 2 Molar
(M). Los agentes penetrantes pueden reemplazar el agua intracelular antes del enfriamiento, lo cual en
combinacion con una tasa de descenso térmico lenta y controlada, reducirian los cambios de volumen celular y
minimizarian la cristalizacion intracelular (61). Los crioprotectores no penetrantes ejercen su accion a través de un
aumento en la osmolaridad de las soluciones de criopreservacion, promoviendo la deshidratacion celular y
disminuyendo entonces la formacion y el tamafio de los cristales de hielo (50). En los ultimos afios, se ha
intentado eliminar las macromoléculas de origen animal de las soluciones de criopreservacion, reemplazandolas
por alcohol polivinilico o hialuronato de sodio (23, 75, 76) con el fin de prevenir problemas sanitarios y favorecer
el comercio de embriones asi conservados (52).

. Sin embargo, los resultados no han sido muy alentadores por lo cual es necesario seguir investigando el
impacto de estos elementos sobre la sobrevida poscriopreservacion.

*Envasado de los embriones. Actualmente el elemento mas utilizado para contener los embriones, tanto para
la criopreservacién como para su transporte y/o transferencia a una hembra receptora, lo constituye la pajuela de
plastico de 0,25 ml de capacidad. Existen diversos modos de cargar las pajuelas, pero en la mayoria, el o los
embriones se encuentran contenidos en una columna de 0,5 a 2 centimetros de solucidn de congelacion separado
de otras columnas, ya sean de PBS con suero o soluciones con sacarosa como en el método Cine-Step (42)
(descripto mas adelante), separada por burbujas de aire. En general, las pajuelas un vez cargadas son selladas en
su extremo abierto con alcohol polivinilico (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de una pajuela plastica para cargar embriones
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*Enfriamiento inicial. Se efectia mediante la introduccion de los embriones envasados en la criocdmara de
una maquina congeladora programable. Asi, la muestra se enfria desde la temperatura de equilibramiento hasta
alrededor de -7 °C

*Induccion de la cristalizacion o ''seeding'. Esto se efectla luego de 5-7 minutos de introducidas las
pajuelas en la criocdmara, tocando el extremo de las pajuelas con un elemento metalico enfriado en N, liquido.
Con este procedimiento se evita un sobreenfriamiento excesivo de la solucién y por lo tanto, se reduce el cambio
de temperatura producido por la liberacion de calor latente de cambio de estado.

*Descenso térmico lento y controlado. El descenso térmico se efectla utilizando maquinas congeladoras
programables, desde la temperatura en la cual se induce el "seeding" hasta -30 a -40 °C segun lo descripto por
Willadsen (93), y a tasas comprendidas entre -0,3 y -0,5°C/minuto. De este modo se logra una deshidratacion
celular suficiente como para minimizar la cristalizacion intracelular (40).

*Descenso térmico rapido. Alcanzada la temperatura de -30 a -40°C las pajuelas se introducen directamente
en N, liquido. De este modo se alcanza, junto con el descenso térmico lento, una formacién controlada de cristales
de hielo en la solucion de congelacion, determinando finalmente la vitrificacion del embridén y del medio que
inmediatamente lo rodea (26, 69, 72).

*Almacenamiento en N, liquido. Se efectla en contenedores (termos) de N, liquido a -196° C.

*Descongelacién. Este procedimiento debe efectuarse de manera rapida para impedir el crecimiento de los
cristales de hielo desarrollados durante la congelacién (40). Rall y Polge (71), indicaron que un descongelamiento
lento otorga el tiempo suficiente como para permitir la desvitrificacion extra e intracitoplasmica lo que puede
conducir a una baja sobrevida poscriopreservacion. Para la descongelacidn, las pajuelas son retiradas del N,
liquido e introducidas en un bafio Maria a 30°C aproximadamente.

*Extraccion de los crioprotectores. Luego de la congelacidn-descongelacion, la mayoria de los agentes
crioprotectores deben ser extraidos de los embriones antes de ser transferidos a hembras receptoras o colocados en
cultivo. Esto debe efectuarse porque si al momento de la descongelacion, las células cargadas de crioprotectores
son expuestas, por ejemplo, a una solucién de PBS isosmolar respecto de las células en condiciones normales o al
tracto reproductor femenino, debido a que el agua difunde mas rapido que estos compuestos a través de la
membrana plasmatica, las células se desintegrarian por el shock osmoético. Por este motivo, se recurre a la
rehidratacion del embrion mediante pasajes a través de concentraciones y osmolaridades decrecientes del crio-
protector utilizado. Otra alternativa es emplear sustancias no penetrantes como la sacarosa (buffer osmotico) cuya
osmolaridad sea igual o ligeramente inferior a la alcanzada con el crioprotector penetrante utilizado, lo cual
disminuye la entrada de agua mientras se produce la salida del crioprotector penetrante. En 1984, Leibo (42)
desarrollé el método One-Step en el cual la extraccion del crioprotector (Glicerol 1,5 M) se efectla dentro de la
misma pajuela de transferencia. En esta se carga una columna de sacarosa iso-osmolar al medio de congelacion y
luego de la descongelacién, la pajuela se agita para que se mezclen las soluciones, se mantiene la misma durante
5-20 minutos a 20-37°C, y se efectua la transferencia. Una variante a este sistema fue la desarrollada por Massip y
Van der Zwalmen (48) quienes obtuvieron buenos resultados cuando los embriones fueron equilibrados y
congelados en una mezcla de glicerol (GI) 1,36 M + sacarosa 0,25 M en PBS y una vez descongelados fueron
transferidos directamente a las hembras receptoras sin necesidad de remover los crioprotectores. Posteriormente
Voelkel y Hu (90), obtuvieron resultados similares reemplazando el GI por el etilenglicol (EG) (crioprotector
penetrante de muy bajo peso molecular que difunde a través de la membrana plasmatica rapidamente). En esta
metodologia la remocion del crioprotector se efectla en el ambiente uterino, posibilitando la transferencia directa
de los embriones luego de ser descongelados sin necesidad de efectuar ningdn otro procedimiento.

4. VITRIFICACION DE EMBRIONES

Las caracteristicas generales de la vitrificacion de embriones son las siguientes:
*Descenso ultrarapido de la temperatura.
*Utilizacion de crioprotectores en altas concentraciones.
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*Muestra vehiculizada en un pequefio volumen de solucion, lo cual posibilita aumentar la tasa de descenso
térmico y/o disminuir la concentracion de crioprotectores.

Los pasos generales en la vitrificacién-calentamiento de embriones pueden resumirse de la siguiente manera:

*Exposicién de los embriones a las soluciones de vitrificacion. Las soluciones de vitrificacion estan
formuladas con una combinacidn de crioprotectores (penetrantes y no penetrantes), un soporte liquido (PBS o
medios mas enriquecidos como el Tissue Culture Medium [TCM] 199), y macromoléculas (suero, BSA, etc.).
Estas soluciones se caracterizan por contener altas concentraciones de agentes crioprotectores (5 a 7 M) (45, 69,
81). Al igual que en la soluciones de congelacion, en los Gltimos afios también se ha puesto énfasis en evitar la uti-
lizacién de suero en la formulacién final de las soluciones de vitrificacion. De este modo, se han obtenido
resultados interesantes utilizando BSA (10) o alcohol polivinilico (43, 57, 92). Con este propdsito, también se han
utilizado exitosamente ciertas proteinas anticongelantes de peces en las soluciones de vitrificacion en embriones
bovinos y ovinos (5), asi como de origen vegetal (62, 63). Aunque estos resultados han sido prometedores, los
mismos aparecen como contradictorios y seran necesarias mas investigaciones en este sentido.

*Envasado de los embriones en recipientes apropiados y en pequefios volimenes. En la mayoria de los
trabajos publicados se han utilizado con éxito las pajuelas de 0,25 ml de capacidad. Sin embargo, en blsqueda de
la conservacion de ovocitos y embriones en pequefios volimenes, se han utilizado exitosamente grillas de
microscopia electrdnica (47), pajuelas de 0,25 ml abiertas y estiradas (Open Pulled Straw OPS), Vajta y col. (86)
espirales de nylon (cryoloops) (35, 36, 59) y capilares de vidrio (12, 33). También se ha descripto la vitrificacion
de ovocitos (64) y embriones (53) descargando estas estructuras suspendidas en una gota de solucién de
vitrificacion directamente en N, liquido, sin usar ninguno de los elementos de contencion descriptos
anteriormente.

*Descenso ultrardpido de la temperatura (vitrificacion). Este procedimiento puede llevarse a cabo,
dependiendo del protocolo adoptado, en un solo paso introduciendo el soporte del embrion directamente en N,
liquido, o en dos pasos, enfridndolo previamente durante un corto tiempo en los vapores del mismo. La introduc-
cion de las pajuelas de 0,25 ml conteniendo soluciones de vitrificacion en N, liquido permite alcanzar tasas de
descenso térmico del orden de los 2.500°C/minuto (61), mientras que Vajta y col. (82) con OPS determinaron
tasas de 22.500°C/minuto entre -25 y -175°C y de 16.700°C/minuto entre 0 y -195°C. Arav (5) disefid un
dispositivo (VIT MASTER, IMT, Israel) mediante el cual la temperatura del N, liquido es reducida hasta -210°C
aplicando presion negativa. Esto permite aumentar la tasa de descenso térmico principalmente en la parte inicial
del enfriamiento (desde 20 hasta -10°C) siendo, seis, cuatro o dos veces mayor que utilizando pajuelas de 0,25 ml,
OPS o grillas de microscopia electronica, respectivamente. Por debajo de -10°C, la tasa de descenso térmico se
duplica independientemente del soporte utilizado para conservar los embriones (7).

*Calentamiento rapido de los embriones hasta temperaturas fisioldgicas. El agua vitrificada mantiene la
misma distribucién idnica y molecular que en estado liquido, por lo cual, si al calentar la muestra el movimiento
molecular no se recupera rapidamente, existe el riesgo que se establezcan los procesos de nucleacion homogénea
o0 heterogénea, asi como de crecimiento a partir de pequefios ndcleos formados durante la vitrificacion (95). Por
este motivo, durante el calentamiento, se necesita alcanzar altas tasas de ascenso térmico. Rall y Fahy (69)
observaron que los mayores porcentajes de sobrevida embrionaria se obtuvieron cuando el calentamiento se
efectué de modo rapido (2.500°C/minuto). En la préctica, estas tasas se logran introduciendo la pajuela en un
bafio Maria a 20°C (22, 30, 50, 51, 74, 88) o a temperaturas comprendidas entre los 30 y 39°C durante pocos
segundos (26, 43, 55, 73).

*Extraccion de los crioprotectores. Una vez calentadas las pajuelas, los crioprotectores penetrantes deben ser
retirados de los embriones, e inmediatamente, éstos deben rehidratarse. Por ello, se debe utilizar un buffer
osmatico, en una concentracién suficiente para alcanzar una osmolaridad ligeramente inferior a la de la solucién
de vitrificacion. Este buffer (sacarosa), puede o no estar contenido en la misma pajuela. Massip y col. (49)
utilizaron una pajuela con una de las columnas de medio con sacarosa 1 M. Al descargar el contenido de la
pajuela en una placa, la sacarosa previno el rapido influjo de agua al embrion y la muerte celular. A diferencia de
esto, Kuwayama y col. (35) propusieron descargar el contenido de las pajuelas en un placa con una solucion de
TCM 199 + 1 M de sacarosa a 15°C, ya que las mismas no contenian ninguna columna con sacarosa. En ambos
experimentos, se obtuvieron aceptables tasas de sobrevida embrionaria.

Vajta y col. (83, 84, 86) perfeccionaron un sistema parecido al One Step denominado "dilucién en pajuela”, en
el cual una vez calentados, los embriones son mezclados con el medio de dilucion (extraccion del crioprotector)
dentro de la pajuela y mantenidos en ella hasta 30 minutos. Saha y col. (73) utilizaron una solucion de vitrifica-
cién compuesta por 40% EG, 11,3% trehalosa y 20% polivilpirrolidona y obtuvieron un 60% de paricién
transfiriendo directamente el contenido de las pajuelas en receptoras sin remover los crioprotectores en ningln
momento.

En la metodologia OPS (82), las pajuelas se retiran del N, liquido e inmediatamente, el extremo que contiene
los embriones, se introduce dentro de una soluciéon compuesta por 0,25 M de sacarosa + 20 % de suero en TCM
199 durante 3 minutos. Trascurrido este tiempo, los embriones son colocados en una solucién con 0,15 M de sa-
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carosa durante 1 minuto. Todos los pasos descriptos se efectlian sobre platina térmica a 37°C. Una variante a esta
metodologia fue introducida un afio més tarde por Vajta y col. (87), en la cual el extremo delgado de las pajuelas
es introducido en una pajuela de 0,5 ml que contiene una solucion con 0,2 M de sacarosa. Con este sistema, el
calentamiento y la dilucién en la pajuela posibilitaria la transferencia de los embriones sin necesidad de trabajar
bajo lupa.

5. SOBREVIDA EMBRIONARIA POSCRIOPRESERVACION EVALUADA IN VITRO

La sobrevida embrionaria poscriopreservacion puede ser evaluada in vivo mediante su transferencia a hembras
receptoras previamente sincronizadas, o mediante su cultivo in vitro. Dentro de esta Ultima metodologia se pueden
tener en cuenta variables tales como la reexpansion del blastocele y/o la protrusion (eclosion) fuera de la zona
pellcida, la fijacion a una monocapa de células en cocultivo (13), las alteraciones celulares (muerte celular o
lesiones de membrana), el nimero de células embrionarias totales (26, 46), la morfologia y el metabolismo (24,
43), entre otras.

En las Tablas 1 y 2 se detallan algunos resultados de sobrevida evaluada in vitro de embriones bovinos
congelados-descongelados y vitrificados-calentados, respectivamente.

Tabla 1. Sobrevida (protrusion fuera de la zona pelucida) de Blastocistos/Blastocistos expandidos
bovinos producidos in vitro u obtenidos in vivo, congelados-descongelados, evaluada
mediante cultivo in vitro, informada por diversos autores.

Autor | Origen Concentracién y tipo de crioprotector Sobrevida (%)
Trowmson v col., 1978 | In vive Dimetilsulfdxido (DMS0) 1,5 M 25-50
Lehn-Jensen y col., 19581 I In vive Giliceral (G) 1,4 M AO-6T
Leibo, 1984 In vive G15M 3667 '
Voelkel y Hu, 19922 In vivo Erilenglicol (EG) 1,5 M o0
Hochi y col., 19496 In o . EG15 M - 9,3 I
Pugh y caol., 1998 In v BG1L5 M 60,9 '
Sommerfield v Niemann, 19949 In vigro ECG 1.8 M 0 I
Khurana v Niemann, 2000 fn viro G 1% 6
I vive G 10% A0 |
Kaidi v col., 2001 In vitro | Gl 1,36+ sacarosa 0,23 M T0-73 .
Abe y col., 2002 Inviro | EGLEM | 50747

Tabla 2. Sobrevida (reexpansion del blastocele y protrusion fuera de la zona pellcida) de Blastocistos
y Blastocistos expandidos bovinos producidos in vitro u obtenidos in vivo, vitrificados-calentados
evaluada mediante cultivo in vitro, segln diversos autores.

[ Ame | Odgm |  Cosc.ytipodecrioprotectors | Sobrevida (%)
Kuwapama y ¢ol,, 1990} In wagrens Celigenal (053 22.5% & |- Propanesdus] 22.5% S [0
Ishinsori ¢ e, 199 In vio Erilerlicel (EG1 25% + DAMSO 25% 20.85*
EG 40 % + Figoll 30% + Sacarosa 0,5 M | o7
Tachskawa v col., 1993 In vuro Gl40% + Facall 0% = Sacarosa 0,5 M 1781 |
 Propidenglicol 7% + Ficoll 30% + Sacarosa 0.5 M [ o2t
Mahmaoudmadeh y ool . 1995 | In sifro ELT 407% + Fiooll 18% + b_"n::lr-h.l 1 26% ae; Tk
C Wajtaycol. 1996 I I vitre BG 235+ [MS0 1% st
Lrinayés ¥ col.. 1996 [T— - il 6,5 M ety
Wapta y cal, RS In vetres EG 16.5% + (M50 16,5%e Sacanma 0.5 M T
Kaidi y col., 1999 In sifra EG 25% + Gl 25% 53k
| Wapa y ol 000 [T ELG 0% « DW= W09, 72k
Lazar y col., 2000 In vitre EG 16, 5% + DAS0 16,5% = Sacarea 0,5 M Fre
Pugh v col., 2000 [p— BCE 289 + [IMS0 199, W
Kaidi ¥ col.. 2001 [— EG 2% + G 25% &0, 5055F
Martines ool 2002 [m wiene FC 15% = 0l 299+ Sacanma (L5 M B 45
Walker y Scadel, 2008 e G 40 + Cabcroma 0.5 M + 18% Facoll | RTTE

& Sobbreveds evahasda como reesparaitn del Hasrocele dorarode Lis primers. 43 e de cultive m o poscalanumienss

b Sedbervids evaliods et o' cbreonara pecabencamaenite on cubivs | oo
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6. EFECTO DEL DESCENSO TERMICO SOBRE LAS ESTRUCTURAS CELULARES.
CRIOINJURIAS

En la actualidad ningun protocolo de congelacion o vitrificacion disponible garantiza la total integridad de las
estructuras asi preservadas. Segun Dobrinsky (14), no importa "cémo" los embriones sean criopreservados,
"siempre alguno muere". Durante la criopreservacion, los embriones estan expuestos a diversos tipos de injurias,
las cuales son dificiles de considerar por separado ya que en muchos casos operan en conjunto. Las crioinjurias
podrian deberse a:

*Formacioén de hielo intra o extracelular. Durante el proceso de criopreservacion, la formacion de hielo
intracelular puede deberse a tasas de descenso térmico muy altas. Por ello el agua endocelular no tiene tiempo
suficiente para alcanzar el medio extracelular, se sobreenfria, alcanza la temperatura de nucleacion y finalmente se
cristaliza dentro del citoplasma. Por otra parte, si la tasa de ascenso térmico durante la descongelaciéon o
calentamiento no es lo suficientemente rapida, es posible que se produzca hielo intracelular como consecuencia de
un nuevo pasaje a través de la temperatura de nucleacion, o por crecimiento de los pequefios cristales que
pudieran haberse generado durante el enfriamiento. Esto puede producirse ademas, por un desequilibrio entre la
concentracion del crioprotector y la tasa de descenso térmico (29).

Acker y McGann (2) concluyeron que la propagacién de cristales de hielo entre células adyacentes se establece
mediante un proceso denominado "nucleacion catalizada por superficie". Esto contrasta con la teoria de Berger y
Uhrik (9) e Irimia y Karisson (20), quienes sostienen que el hielo intracelular se propaga a través de uniones
intercelulares tipo gap. Sin embargo, otros autores sostienen que durante la criopreservacion se generarian fuerzas
suficientes como para producir pequefias lesiones en la membrana plasmatica por donde se propagaria el hielo
(56).

Actualmente, la utilizacién de modernas maquinas congeladoras programables y la combinacién de distintos
crioprotectores, determinan que sea poco habitual la lesién embrionaria por hielo extracelular. Con el fin de
caracterizar la apariencia morfoldgica de los embriones afectados por este tipo de injuria, Kasai y col. (29) logra-
ron reproducir este proceso colocando embriones de ratén a -3°C y descendiendo la temperatura a 1°C/minuto
hasta -15°C, en ausencia de crioprotector. Cuando los embriones fueron colocados en PBS, observaron
deformacién de la zona peldcida y un marcado aumento del tamafio de las células embrionarias.

*Aumento o disminucién excesiva de volumen celular por efecto osmético. La adicion o extraccién de las
sustancias crioprotectoras, asi como el propio proceso de congelacion (efecto de solucion), producen cambios de
volumen en las células embrionarias que, dependiendo de su magnitud, pueden afectar su sobrevida poscrio-
preservacion. La disminucion del volumen celular por una pérdida importante de agua puede determinar
modificaciones en la composicion del medio intracitoplasmico (27). En este caso, los solutos altamente
concentrados podrian precipitar o afectar la conformacion proteica y consecuentemente su funcién metabélica.
Por otro lado, la deshidratacién favoreceria la pérdida de ubicacion normal de las estructuras citoplasmicas,
aproximandose lo suficiente como para permitir reacciones intermoleculares como uniones entre grupos
sulfidrilos libres de tipo irreversible.

Con respecto al aumento excesivo de volumen, pareciera ser critico el manejo de los embriones
inmediatamente después de la descongelacion o el calentamiento. La alta concentracion de crioprotectores
intracelulares puede determinar que las células embrionarias incorporen agua y aumenten excesivamente de
volumen, pudiendo dafiar estructuras internas o bien desintegrarse por completo.

*Efecto toxico del crioprotector. El citoesqueleto constituye una compleja red de filamentos proteicos,
extendidos a través del citoplasma, que coordinan la organizacion y el movimiento intracitoplasmico (14). Sin
embargo, los elementos que lo constituyen presentan un comportamiento inestable, en donde las subunidades que
lo componen se encuentran en constante recambio (10). Aunque los crioprotectores son necesarios para minimizar
los dafios que puedan ocurrir durante la criopreservacion, segun Dobrinsky (14) estos compuestos pueden también
tener efectos nocivos sobre los embriones por toxicidad quimica. Este autor sostiene que el dafio se produciria por
una alteracion en la organizacion de los filamentos que componen el citoesqueleto, que culminaria con una
despolimerizacion de los mismos.

Otras alteraciones asociadas con la adicion de sustancias crioprotectoras son el aumento del espacio
perivitelino, el aumento de tamafio mitocondrial y la presencia de vacuolas dentro de las mismas, asi como la
aparicion de signos de degeneracién nuclear (15). Ademas, el glicerol podria inhibir el sistema Na+ K+ ATPasa,
el cual es fundamental para el mantenimiento del gradiente osmético celular (8).

*Alteraciones de las membranas celulares. Las membranas celulares (plasmética y de organelas) son
adversamente afectadas por efecto osmotico durante los procesos de criopreservacion y su lesion constituye uno
de los indicadores mas importantes de muerte celular (16, 27, 94). Cuando el contenido de agua intracelular
disminuye por debajo de 10-20%, los componentes celulares permanecen muy juntos entre si, pudiendo determi-
nar que las membranas pasen de un estado gel de tipo laminar, a uno hexagonal de fase Il (94), aunque este
proceso también puede producirse por efecto directo del frio (66). En este estado, formado por pequefios cilindros
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de agua rodeados por fosfolipidos, las membranas celulares pierden la capacidad para llevar a cabo la mayoria de
sus funciones. Otra causa por la cual las membranas pueden ser dafiadas la constituye la formacién de hielo
intracelular (3).

*Fractura embrionaria o de la zona peltcida. Este tipo de lesiones, probablemente se produzcan debido a
diferencias en la expansion de los cristales de hielo (39), lo cual generaria cambios irregulares de volumen en los
medios de criopreservacion durante un rapido cambio de fase (70). Segun Kasai y col. (30) durante la congelacién
convencional méas del 50% de los embriones pueden ser fisicamente dafiados si las tasas de descenso-ascenso
térmico durante la congelacién-descongelacion no son adecuadamente ajustadas. La utilizacion de elementos
flexibles (pajuelas plasticas) para contener los embriones durante la criopreservacion permite amortiguar los
cambios de volumen de la solucion. Durante la vitrificacion-calentamiento, al no producirse cambios de fase, la
incidencia de este tipo de crioinjuria es menor (28). Esta lesion es mas frecuente durante el calentamiento, y se
produciria por el rapido pasaje a través de la temperatura en la cual se forma la fase vitrea (-110 a -135°C).

*Qtras crioinjurias. Si bien los mecanismos descriptos estan bien documentados, estos podrian no ser los
unicos por los cuales se produciria dafio celular. Morris (54) menciona que durante la congelacion, los embriones
rara vez toman contacto directo con los cristales de hielo, permaneciendo en la fraccion no congelada, donde son
expuestos a diversos tipos de estrés fisico, tales como:

*Dafio mecéanico como consecuencia de la formacion de burbujas debido a un aumento de gas soluble.
*Alteracion en los procesos de difusién y osmosis, producto de un aumento de la viscosidad.
*Desnaturalizacion proteica, debido a cambios de pH.

En la Tabla 3 se sefiala el impacto de las diferentes crioinjurias sobre las estructuras preservadas en funcion del

sistema de criopreservacion utilizado.

Tabla 3. Frecuencia de desarrollo de las principales crioinjurias asociadas a la
congelacion convencional o a la vitrificacion.

Crioinjuria Congelacion convencional | Vitrificacin |
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7. RESPUESTA CELULAR ANTE LAS CRIOINJURIAS

La criopreservacion representa un desafio para las estructuras biolégicas, lo cual puede generar distintos tipos
de respuesta celular, ya sea a nivel estructural, ultraestructural o metabdlico, determinando en muchos casos la
muerte celular.

*Cambios estructurales y ultraestructurales relacionados con la criopreservacion. Hyttel, Lehn-Jensen y
Greve (19) demostraron que la criopreservacion estaba asociada con alteraciones morfoldgicas. Estos autores
pudieron observar dafios en la zona pellcida, irregularidades en el ordenamiento espacial de las células
embrionarias, restos celulares en el espacio perivitelino y defectos a nivel citoplasmico que daban el aspecto de
espacios vacios.

Segun Fair y col. (15), los blastocistos bovinos obtenidos in vivo se caracterizan ultraestructuralmente por
presentar un espacio perivitelino estrecho, células trofoectodérmicas con gran cantidad de microvellosidades
orientadas hacia la zona pellcida, gotas lipidicas pequefias, sistemas de unién celular bien definidos y una gran
cantidad de mitocondrias redondeadas o alargadas con numerosas crestas transversales. Estos autores observaron
que luego de la congelacién-descongelacion, los embriones presentaron un agrandamiento del espacio
perivitelino, disminucién del tamafio celular, dafios en las microvellosidades y presencia de detritus celulares y
gotas lipidicas en el espacio perivitelino. En cambio, en los embriones bovinos producidos in vitro, observaron
una mayor cantidad de gotas lipidicas, microvellosidades mas esparcidas, mitocondrias de aspecto redondeado
con crestas transversales o periféricas, o alargadas con crestas transversales, presencia de nucleos con signos de
degeneracidn, detritus celulares en el espacio perivitelino e inclusive en el blastocele. Poscriopreservacion, la
mayoria de estos embriones perdieron su aspecto circular, fue imposible distinguir morfol6gicamente las células
trofoblasticas de las pertenecientes a la masa celular interna asi como las uniones celulares y las organelas, y fue
posible observar gotas lipidicas y severas alteraciones en la membrana plasmatica. Estos resultados coinciden con
los obtenidos por Ohboshi y col. (60), quienes pudieron observar pérdida de microvellosidades, ruptura de la
membrana plasmatica y aumento del volumen mitocondrial y del reticulo endoplasmico, siendo estos cambios
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mas pronunciados en los embriones que habian sido equilibrados con los crioprotectores en un solo paso. Estos
autores concluyeron que la criopreservacion mediante vitrificacion genera dafios sobre las membranas celulares de
los embriones bovinos, y que la naturaleza y la magnitud de los mismos dependen del tipo de protocolo utilizado.

Desde el punto de vista de la estructura del embrion, se ha observado que el recuento de células totales es
menor luego de los procesos de congelacion-descongelacion y vitrificacion-calentamiento, junto a la aparicion de
detritus celulares en el espacio perivitelino (25). Estos Gltimos, probablemente representen restos de células que
colapsan durante los procesos de criopreservacion mencionados.

*Cambios metabdlicos asociados a la criopreservacion. Se han informado cambios importantes en
embriones criopreservados producidos tanto in vitro como in vivo, observandose por lo general, una disminucién
en el consumo Yy utilizacion de los nutrientes. Luego de la congelacion-descongelacion, los embriones producidos
in vitro reducen un 50% la produccion de CO, a partir de glucosa y ésta disminucion es particularmente marcada
en los embriones de inferior calidad (32).

En los embriones producidos in vivo, no se encontraron diferencias, excepto en aquellos de baja calidad (17,
32).

De acuerdo con los hallazgos de Kaidi y col. (24), quienes compararon la morfologia y el metabolismo de
blastocistos bovinos producidos in vitro, luego de ser congelados o vitrificados, el consumo de glucosa, piruvato y
oxigeno disminuy6 en los embriones sometidos a congelacion pero no en los vitrificados. Esto coincide con los
resultados de Partridge y col. (65) y Gardner y col. (17) quienes encontraron un menor consumo de glucosa en
embriones que sobrevivieron a la congelacion. Segun Uechi y col. (80) esto se deberia a una disminucion, por
efecto de la congelacion, en la expresion del transportador de glucosa transmembrana GLUT 1. Kaidi y col.(24)
compararon el consumo de glucosa, piruvato y oxigeno entre embriones congelados y sin criopreservar y
encontraron que en los primeros, este fue menor en todos los casos. Sin embargo, cuando el consumo de
nutrientes fue expresado por célula embrionaria sobreviviente, no hallaron diferencias.

Otro cambio metabolico asociado con la criopreservacién de embriones bovinos producidos in vitro lo
constituye la disminucion en la sintesis de ADN, independientemente del crioprotector utilizado (78).

De acuerdo a lo descripto, los cambios metabédlicos asociados a la criopreservacion probablemente se
relacionen con alteraciones ultraestructurales como las mencionadas previamente, lo cual modificaria las vias
fisioldgicas de metabolizacion de nutrientes pudiendo evidenciarse a través de una disminucién en su consumo.

8. CONCLUSION

En la actualidad, la congelacion convencional constituye la Unica metodologia utilizable en programas de
criopreservacion de rutina, principalmente en aquellos que involucran la conservacion de embriones producidos in
vivo. Esto podria deberse a que la misma ofrece resultados aceptables y repetibles en gestacion y nacimientos, ob-
servandose sélo una diferencia del orden del 10% entre los transferidos en fresco y los criopreservados. Con
respecto a la vitrificacion, puede concluirse que existe una gran diversidad de protocolos y también una alta
variabilidad en sus resultados. Al mismo tiempo, en esta metodologia, la mayor cantidad de la informacion
disponible se ha generado a partir de la transferencia de embriones producidos in vitro, en los cuales las con-
diciones de cultivo pueden influir en los resultados obtenidos. En este tipo de embriones la técnica ha mostrado
adaptarse de un modo muy promisorio teniendo en cuenta los resultados informados respecto a la congelacién
convencional. Sin embargo, la relativa complejidad de los protocolos disponibles, la falta de un sistema de
transferencia directa probado, y la escasez de resultados provenientes de transferencia de embriones producidos in
vivo, entre otros, limitan la difusion de la vitrificacion como sistema confiable de criopreservacion de embriones
bovinos.
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