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RESUMEN 

En el presente trabajo se aplic6 el congelamiento y de~ 

congelamiento rápido a embriones de rata de 8 y 16 blast6meras 
y blastocistos, determinándose su viabilidad después de dicho 
tratamiento, con el fin de poder implementar una técnica ef~ 
caz ,sencilla y econ6mica para preservar embriones de importa~ 

cia econ6mica. 
Por estudios previos se ha determinado que los embriones 

de mamíferos son viables después del congelamiento y descong~ 

lamiento realizados en forma lenta. 
En nuestro caso, para alcanzar el objetivo reducimos el 

tiempo total de congelaci6n de embriones de rata en un proceso 
de dos pasos, los mantuvimos congelados durante distintos ti­
empos y los descongelamos rapidamente para aplicarles las pru~ 
bas de viabilidad. 

Los embriones se congelaron hasta -76uc, en un tiempo 
aproximado de un minuto , y de esta temperatura se pasaron a ni 
tr6geno líquido (-196°C ) , donde se mantuvieron. Los embriones 
fueron almacenados de esta forma en un período de 8 a 117 <lías 

La descongelaci6n se llev6 a cabo pasando los embriones del 
nitr6geno liquido a un ba~ con agua a temperatura de 40ºC, en 
donde al cabo de un minuto se encontraban descongelados. De~ 
pués se determin6 la viabilidad de los embriones siguiendo los 
criterios morfol6gico y por exclusi6n de colorante. 

Los porcentajes de viabilidad encontrados fueron buenos s1 
son comparados con aquellos reportados por otros estudios que 

utilizan la técnica lenta. 
Se encontró que los estadios embrionarios de 16 blast6meras 

y blastocistos, presentaron una mayor viabilidad que el estadio 

de 8 blast6meras, obteniéndose los siguientes resultados: 74 % 

para blastocistos, 68% para embriones de 16 blast6meras y un 
21 % para embriones de 8 Blast6meras. 

Se discuten algun~s ventajas de la técnica y se.hace men 
ci6n de sus futuros alcances. 
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CONGELACION Y DESCONGELACION DE EMBRIONES DE MAMIFBROS 

~ectos te6ric~ del ~~de Congelaci6n t_ Descongelaci6n 

La Criobiología o congelamiento biol6gico es una discipl!.._ 
na que ha sufrido un gran desarrollo en los Úl t irnos a fus • dado 
que comprende técnicas que permiten el mantenimiento de célu­
las, 6rganos o bien organismos en estado viable a baja temper<!._ 
tura durante un tiempo indefinido. 

Muchos intentos que sobre congelaci6n se hicieron a prin­
cipios del siglo XX en huevos y embriones de anfibios y aves , 
fracasaron. Ya en el periodo de 1940 a 1950 se realizaron los 
primeros experimentos de importancia sobre congelaci6n de es­
permatozoides, hongos y levaduras, sometidos a temperaturas un 
poco superiores a O? C, y se encontr6 que dichas células perm<!._ 
necieron viables por algún tiempo; sin embargo, se observ6. 
que al bajar la temperatura disminuia la viabilidad celular , 
por lo que se consider6 imposible conservar el material biol6-
gico a temperatura de congelaci6n (bajo cero). Los investig~ 
dores lo explicaron como debido a que células sometidas a es­
tas temperaturas tan bajas sufren lesiones irreversibles , oca 
sionadas por los cambios que ocurren durante el proceso de con 

gelación y descongelaci6n ( Montoya, 1969 ). 

La experimentaci6n demostr6 m&s adel~nte , que el congela­

miento produce dañ:>s que se pueden incluir en dos mecanismos 
l Meryman, 1966; Montoya, 1969) 

Físicos : formaci6n de cristal de hielo, esto es, nucleaci6n 
del cristal de hielo con el subsecuente crecimiento; asi, pue~ 
to que la molécula del agua cambia en disposición espacial al 
pasar del estado líquido al s6lido se provoca la ruptura de es 
tructuras celulares. 

Fisico-químicos : 
a) desnaturalización de gran cantidad de compuestos celula­

res a consecuencia del aumento en la concentración de electro­
li tos, lo cual modifica la estructura secundaria y terciaria 
de las proteínas provocando un choque osm6tico; 
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b) suspensi6n de reacciones bioquímicas que requieren una 
temperatura más alta ; 

c) suspensión de reacciones catalizadas por enzimas, que son 
inactivadas a baja temperatura; 
· d) suficiente deshidrataci6n para precipitar proteinas en so 

luci6n ; 
e) cambios en el pH . 

Crioprotectores 

Las observaciones anteriores llevaron a los investigadores 
a la búsqueda de algunas sustancias cuyas características físi­
coquímicas ayudaran a impedir el dafb causado por la formaci6n 
de cristales de hielo, o sea evitar que el agua intracelular 
cambie de estado líquido a s6lido. 

En 1940,Luyet Gehenia ( Meryman, 1966) observ6 que la m~ 
yoría de las células u organismos que se congelaban sufrían 
una deshidrataci6n, y que si el congelamiento era lento, ésta 
era mayor. Se observ6 que muchas células recobraban la viabil~ 
dad después del congelamiento gracias a la previa adici6n de 
ciertas sustancias" protectoras de congelamiento". Se empez~ 
ron a probar sustancias complejas como la leche, el suero o 
bien compuestos que evitaran la deshidrataci6n celular así co­
mo la formaci6n de cristales de hielo. Fué hasta 1949 cuando 
Polge, Smith y Parkes utilizaron glicerol para congelar esper­
matozoides de bovino , observando que éste puede evitar los 
efectos causados a la célula por el proceso.de congelaci6n y 
descongelaci6n. A estas sustancias se les llam6 en términos g~ 
nerales crioprotectores ( Maurer, 1978) . 

En 1969 Montoya enumera una serie de requerimientos que 
cualquier sustancia postulada como crioprotector debía cumplir: 

a) penetrar fácilmente; 
b) evitar la formaci6n de cristales de hielo; 
c) reducir la deshidrataci6n celular por choque osm6tico; 
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d) presentar un punto de ebullici6n alto, ya que protegerá 
mejor a la célula al ser congelada. 

Se han realizado muchas investigaciones para determinar 
que tipo de dafu especifico causa el congelamiento y cual es 
el mecanismo de acci6n del crioprotector. Para la primera cue! 
ti6n debe considerarse fundamentalmente si el congelamiento es 
lento o r6pido. Hay una cantidad considerable de informaci6n 
que relaciona el da fu celular durante el congelamiento y des -
congelamiento con la cantidad de hielo intracelular formado , 
asi , cualquier método de preservaci6n de células involucra la 
utilizaci6n de técnicas diseñ3.das para evitar o minimizar este 
hielo intracelular. Sin embargo, las células pueden ser da ñ3.­
das por el medio ambiente de solutos concentrados durante el 
congelamiento lento. La teoría del doble factor de dafu por 
congelamiento propuesta por P. Mazur y colaboradores ( 1970 ) 

describe adecuadamente esta situaci6n donde una recuperaci6n 
máxima es obtenida por medio de la congelación a una velocidad 
suficientemente baja para evitar el hielo intracelular, pero 
lo sufi.cientemente rápida que minimize el efecto dañino del me 
dio ambiente sobre la célula . 

D. Pribor posteriormente ( 1975 ) propuso también una te~ 
ría a la que llam6 teoría multifactor de crioprotecci6n que i~ 

cluía tanto interacciones biol6gicas entre los agentes criopr~ 
tectores y las membranas celulares como parámetros físicos.Los 
factores puramente flsicos incluyen las propiedades coligati­

vas de los agentes protectores,la permeabilidad Je las membr! 
nas celulares 11 agua y a otros solutos, las velocidades de 
congelación y dcscongelaci6n, el tiempo y temperatura de expo­
sici6n a tcmprraturas subcero, la velocidad <le crecimiento del 
cristal de hielo, y la presencia y velocidad <le recristaliza­

ci6n. La interacci6n biol6gica se refiere a las interacciones 
con la membrana celular , que es un sistema dinámico existien­
do en uno <le y¡1rios posibles estados estables. Mientras cier­
tos disturbios producen cambios en la membrana reversibles , 
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otros resultan en cambios irrversibles. El cambio dependerá del 
tipo de membrana celular involucrada tanto como de los factores 
físicos que causan la alteraci6n. 

La explicaci6n de la acci6n de crioprotecci6n de cualquier 
agente parece así ser consecuencia de la explicaci6n de daib c~ 
lular a la que uno se apega ( Meryman, 1971 ). De esta forma , 
para tratar de explicar la acci6n del crioprotector que evita 
el daib celular, debemos considerar que se han establecido em­
píricamente dos clases de agentes crioprotectores (Me Gann, 
1978), los que penetran y los que no penetran, y que cumplen 
su funci6n por diferentes mecanismos; aunque ha sido mencionado 
( Pribor, 1975) que los agentes crioprotectores no deben ser 
encasillados en 2 6 3 tipos sino en un espectro más amplio con 
propiedades diversas. 

Crioprotectores que penetran como el glicerol y el dimeti!_ 
sulfoxido ( DMSO) entre otros, funcionan evitando la concentra 
ci6n de soluci6n extracelular y reduciendo así , la deshidrata­
ci6n celular a un grado tolerable. Los crioprotectores que no 
penetran como el polivinil pirolidona ( P\P ) basan su habili­

dad crioprotectora en que capacitan a la membrana celular para 
permitir una salida reversible de solutos bajo estrés osm6tico 
( Meryman, 1971 ). 

Se han considerado agentes crioprotectores los siguientes : 
etilen glicol, acetato de amonio, P\P, glicerol, DMSO, étc. Di· 
ferentes concentraciones de las sustancias anteriores han sido 
probadas para encontrar las más adecuadas para proteger a dis­
tintos tipos celulares contra el daño por congelaci6n. Dentro 
de los crioprotectores más usados actualmente se encuentran el 

glicerol y el DMSO. 
El DMSO ( (CH3) 2so )es un compuesto altamente polar, misci 

ble en agua, higrosc6pico, cristalino y que en concentraciones 
altas es t6xico. Su punto de ebullici6n es 189?C. Es 'estable en 
concentraciones alcalinas o neutras. Su átomo central es el azu 
fre , unido por doble ligadura ai átomo de oxígeno, lo cual le 
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confiere una marcada electronegatividad para captar hidr6genos. 

Se ha clasificado como un crioprotector penetrante y se ha reat 
zado la rapidez de su penetraci6n ( Meryman, 1971 ). 

El glicerol ( c3H5(0H) 3 J por presentar grupos funcionales 
OH, es considerado un compuesto fuertemente electronegativo, lo 
cual le permite la formaci6n de puentes de hidr6geno. Presenta 
un punto de ebullici6n de 290?C. McGann (1978) indic6 que la 
permeabilidad de las células al glicerol era muy baja a O~C y 
alta a 20?C, lo que permitía que el glicerol fuese usado tanto 
como un agente penetrante como no penetrante. 

Se ha descrito en eritrocitos de paloma ( Hunter, 1970 J 
que el movimiento del glicerol a través de su membrana es debi­
do a un mecanismo de difusi6n facilitada y no de difusi6n sim­
ple, es decir, que existe un sistema acarreador en la membrana, 
lo cual explicaría su amplia variabilidad en la capacidad de p~ 
netraci6n. En cambio, del DMSO ha sido mencionada como una ca­
racterística particularmente atractiva su penetración rápida y 
aparentemente universal dentro de las células ( Meryman, 1971 ) 

lo que parece indicar un proceso de difusión simple. 

Montoya ( 1969 ) postuló que el DMSO y el glicerol pene­
trante entran a través de la membrana celular y captan las mol~ 
culas de agua en proporción de tres de agua por una de DMSO o 
de glicerol, ésto por medio de puentes de hidr6geno, evitando 
así que el agua forme cristales y actuando entonces como amorti 
guadores . 

Desarrollo embrionario 

Diversos han sido los tipos celulares, de también diversas 
especies, utilizados en los procesos criobiológicos, tales como 
eritrocitos, espermatozoides, células miocárdicas, epidérmicas, 
hepáticas, pancreáticas, y aun embriones. Esta variedad confo~ 
ma un rango amplio de procesos de interacción entre los dis 
tintos tipos celulares y los crioprotectores , la técnica de 
congelaci6n y la técnica de descongelación. Por el modelo bio16 
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gico elegido para este estudio, es pertinente ahora mencionar 

b~evemente algunas caracteristicas del desarrollo embrionario. 
El desarrollo embrionario es un proceso biol6gico gradual 

cuyo fin es alcanzar una estructura y funcionalidad predeterm~ 

nadas genéticamente. Un embri6n es una estructura funcional 
adecuadamente adaptada a sus necesidades y a su medio ambiente 
en cada una de las etapas de su desarrollo. 

El huevo fecundado se divide progresivamente por medio 

del proceso conocido como segmentación y que dará origen a una 

serie de células más pequefias denominadas blast6meros. Las di­

visiones son siempre mit6ticas y cada célula hija recibe la s~ 

rie completa de cromosomas. El racimo resultante de blast6me­

ros agrupados se denomina m6rula, por su semejanza a una mora. 

En este momento, los blast6meros tienden a disponerse alrededor 
de un espacio libre central. Su subdivisi6n continuada produce 

la blástula. 
De aquí continúa el proceso de gastrulaci6n y enseguida 

la organogénesis con la que finaliza el desarrollo que se lleva 

a cabo durante la vida embrionaria. 

El tiempo de desarrollo embrionario dura en la rata aprox~ 
madamente 21 días. 

Daniels en 1971, di6 los intervalos de tiempo para los es­

tadios del desarrollo embrionario en el aparato reproductor de 

rat6n o de rata : 

Tiempo (horas) 

de O a 29 
de 29 a 52 

de 42 a 59 

de 49 a 60 
de 68 a 77 

de 74 a 82 

Estadio {número de células) 
1 

2 

de 3 a 4 

de 5 a 8 

de 16 a 32 

blastocistos 

paso a la uni6n 

utero-tubal ) 
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Congelaci6n t. descongelaci6n de embriones de ~amíf~~ 

Estudios pioneros sobre congelaci6n de embriones se publ~ 
caron desde 1950, y reportaron que muy bajo porcentaje de em­
briones continuaba su desarrollo después de congelados y des­

congelados l Maurer, 1978 ). Hasta 1971 D.G. Whittingham logr6 

desarrollar :!:.!! vitro e :!:.!! vivo embriones de rat6n que habían 
sido congelados a -79?C, mantenidos ahí por más de 30 minutos 
y postericrmente descongelados. Con esto inici6 una línea de 
trabajo que ha estado avocada durante afos a este aspecto que 
considera uno de los factores más importantes en la búsqueda 
del preservamiento de embriones. Whittingham enfatiz6 desde el 
inicio de sus estudios en los muchos beneficios del proceso de 
congelaci6n y descongelación lenta comparados con los escasos 
beneficios del proceso rápido ( Whittingham, 1972 ) , estable­
ciendo los rangos 6ptimos de 0.2 a 2~ C por minuto en la cong~ 
laci6n y de 4 a 25?C por minuto en la descongelaci6n. En su e~ 
tudio de 1979, anota que siempre y cuando se congele lentamen­
te hasta -80?C y después se pase rápidamente hasta -196?C ya 

no importa la velocidad de descongelaci6n; por el contrario, 
una congelaci6n rápida requiere, según el autor, una desconge­
laci6n rápida. Concluye que se obtienen mucho mejores resulta­
dos con la congelaci6n y descongelación lenta, que con la con­
gelaci6n y descongelación rápida o con la congelaci6n lenta y 

descongelaci6n rápida. Con ello quedo establecido un método de 
congelaci6n en dos pasos que será muy utilizado por investiga­
dores del congelamiento embrionario tales como Wood y Farrant 
que en 1980 establecieron tiempos "mínimos" de congelaci6n de 
embriones de rat~n que iban de 15 a 20 minutos en total. 

En este mismo afo Kasai, Niwa e Iritami modificaron la 
técnica de congelaci6n de dos pasos de Whittingham a una de 
tres pasos , llevando los embriones a tres temperatúras suces:!:_ 
vas( -20, -100, -196?C) y la descongelaci6n la realizaron a 
temperatura ambiente o a 30?C considerándola rápida. 
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Con estas investigaciones se ha implementado el almacena­
miento de embriones utilizando diversas técnicas para congelar 
y descongelar , aplicándolas a diferentes especies de mamífe­
ros y a diferentes estadios embrionarios. 

TécJ!iCa de congelaci6n de embriones 

La técnica para congelar puede ser relativamente simple o 
altamente sofisticada; las técnicas más comúnmente utilizadas 

comprenden los siguientes pasos : los embriones colectados se 
lavan dos veces, ya sea en soluci6n salina balanceada de fosf~ 
tos ( PBS) o bien, en un medio de cultivo para embriones tWhi_ 
ttingham, 1972, 1975, 1976, 1979; Kasai,1980, 1981 ). Poste­
riormente los embriones son colocados en recipientes que pue­
den ser tubos, ampolletas, étc., conteniendo el total o una 
parte de la concentraci6n del agente crioprotector; éste puede 

ser DMSO, glicerol, etilenglicol, étc. ( Meryman,1971), a dif~ 
rentes concentraciones en PBS, o bien en medio de cultivo y se 
mantienen por 15 minutos a OºC ( Whittinghamn 1976; Miyamoto , 
1977, 1978; Leibo y Mazur, 1974 ) o a lOºC ( Whittingham, 19-
75 ) • 

Realizado lo anterior se procede al congelamiento. Este 
se lleva a cabo con lentitud hasta los -1Y6?C, temperatura a 

la cual se almacenan los embriones. El congelamiento lento se 
realiza en la forma siguiente : se baja la temperatura lenta­

mente hasta aproximarse a -40° 6 -79°C, con velocidades de COJ! 
gelaci6n que van de 0.3 a 2ºC por minuto ( Whittingham, 1972 ; 
Miyamoto, 1978 ) , de -79° a -120ºC, con una velocidad de 1° a 

2ºC por minuto ( Miyamoto, 1978) y de -12ouc va directamente 
a nitr6geno líquido que le proporcionará la temperatura de 

-196°C. 
Otra forma de congelar es usar hielo seco con acetona o 

etanol al 95%. El hielo seco se adiciona a la acetona para al­

canzar los valores deseados de congelaci6n ( -76ºC ); la lenti 
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tud del congelamiento requiere de una atención constante. Tam­
bién se puede usar el aparato MacDonald para congelar ( Maurer 
1978 ), 

En 1979, como ya se mencion6, Whittingham y cols. descri­
bieron la preservaci6n de embriones de rat6n almacenados a 
-196ºC, usando dos etapas de congelaci6n a la cual llam6 rápi­
da. Congelaron embriones de rat6n de 8 células y blastocistos 
a una velocidad lenta ( de 0.3° a 0.6ºC por minuto ) hasta 
-80°C , y después los transfirieron a nitr6geno líquido, usan­
do en este estudio 1.5 M de DMSO. 

En la técnica de congelaci6n de Wood y Farrant ya referi­
da utilizaron 1.5 M de DMSO, y en la de Kasai y cols. l 1980 ) 
se us6 1.5 y 2.0 M también de DMSO. 

Para mayor detalle ver el Cuadro I que es una recopila­
ci6n de muchos de los diferentes métodos de congelaci6n y de~ 

congelaci6n propuestos por algunos autores. 
Las técnicas de congelaci6n no solo se han aplicado a e~ 

las- de los animales de laboratorio "clásicos", sino que tam­
bién se han congelado embriones de conejo ( Anderson y Foots, 
1975: Whittingham, 1976 )y borregos y vacas ( Maurer, 1978) 
principalmente, usando como crioprotector DMSO al 1.5 M . 
El congelamiento se realiz6 en forma lenta obteniéndose resut 
tados semejantes a los observados para embriones de rat6n y 

rata ( Maurer, 1978 ). 

Técnica de descongelaci6n de embrione~ 

No es necesario un equipo especial para descongelar los 
embriones, ya que se pueden usar bafos a varias temperaturas, 
controlándose la velocidad de descongelaci6n, que la mayoría 
de los estudios propone como lenta. Las velocidades de deseo~ 
gelaci6n van de 4° a 25°C por minuto ( Whittingham, 1972 ) , 
o bien, se pueden descongelar en aire a temperatura ambiente, 
con una velocidad aproximada de lSºC por minuto ( Miyamoto , 



Especie 

Estadio 
Crioprotec: 
tor 

Concentra 
ci6n --

Exposici6n 
al criopro 
tector -

Congelaci6n 

ºC/minuto 

Descongela 
ci6n -
ºC/min. 

Viabilidad 

Cuadro I 

CARACTEIUS'l'ICAS DH MbTODO CONGELACION-DESCONGELACION EN EMBRIONES 

WHITINGHAM LEIBO WHITTIN WHITTIN MIYAMOTO MIYAMOTO WHITINGIJAM KASAI 
(1980) 

WOOD Y FA 
RKANT ( 19 g-o) (1972) (1974) (1975) (1976) (1977) (1978) (197Y) 

rat6n rat6n rata conejo rat6n 

8 B' y Bt" 2 y 8B 2 ,4 ,SB 4 ,8 ,16B 8 B 

DMSU DMSO DMSO DMSO DMSO 

2M '" 

15 min. 
a OºC 

0.3-2.0 

4-25 

mayor 
en 8 B 

2M l. 5M 

15 min. 15 min. 
a ouc a OºC 

0.2-2.0 ídem. 
1972 

4-25 5-24 

11\ de 
pre fíez 

l. SM l. 5M 

15 min. 30 min. 
a OºC lUºC 

0.7-0.9 o.s 

12-15 15 

7 4 % 50' 
in vitro in vitro -- --- -- ---

B' blast6meras, Bt" blastocisto, M"' molar. 

rata y ratón 
rat6n 
8 B 8 B 

glicoles DMSO 
varios 

l. 2 - l. 5M l. SM 

10 min. 
a OºC 

0.5 

15 

baja en 
rata 
rat6n 86 \ 
!e'!. ·~.!!.~~ 

15 min. 
25°C 

0.2-0.8 

275-500 

rat6n rat6n 

8 M 8 B 

DMSO DMSO 

l. O - 2 • SM l. SM 

10 min. 
a ouc 

o- -8 
-8- -20 

-20- -100 

directo en 
agua t30) 

20 6 
25 

directo en 
agua (30) 

8 % 66 % 
in ~itro de prefez 

El cuadro muestra algunos ejemplos de la diversidad metodol6gica de las fases del pr~ 
ceso de congelaci6n-descongelacibn de embriones. 
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1978 ). Fué <le nuevo Whittingham y cols. los que disminuyeron 
el tiempo de descongelaci6n, efectuándolo a una velocidad de 
275º-SOOºC por minuto. Kasai y cols. ( 1980 ) también modifi­
can el tiempo de descongelaci6n a 3ó0°C por minuto y Wood y 
Farrant a su vez, descongelan rápidamente pasando los embrio 
nes a un bafi> de 37° 6 40uc agitándolo. En el Cuadro 1 se 
muestran de una manera resumida algunas variaciones de esta 
técnica. 

Una vez descongelados los embriones, el crioprotector es 
diluido en varias etapas, lo que reducirá el dafi> osm6tico 
que puede ocasionarles el cambio brusco a soluci6n salina. Es 
to puede hacerse por la adición de pequefi>s volúmenes de una 
soluci6n isot6nica o bien, por la transferencia de los embri~ 
nes a soluciones con menor concentraci6n de crioprotector , o 
por la diluci6n de soluciones de diferente osmolaridad, lo 
cual rápidamente baja la concentración del crioprotector. La 
temperatura a la cual el crioprotector es diluido parece ser 
dependiente de la temperatura a la cual fué adicionado antes 
( Maurer, 1978 ). 
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VIABILIDAD DE EMBRIONES DE MAMIFEROS 

El término viabilidad denota la capacidad de una unidad 
biol6gica para mantenerse viva, e implica la presencia de una 
"fuerza vital" en esa unidad. En sí, el término aplicado a 
una entidad biol6gica le significa que está viva o es capaz 
de vivir, a diferencia de la entidad no viable o muerta que 
es incapaz de vivir ( Malinin y Perry, 1967 ). 

La concepci6n de muerte es considerada como absoluta en 
carácter, pero para prop6sitos científicos es conveniente di­
vidir en estados el proceso de transici6n del estado de via 
bilidad al estado donde todas las funciones vitales han cesa­
do. Tales estados han sido designados convenientemente por M. 
U'Halluin desde 1895 ( Malinin y Perry, 1967 ) y son los si­
guientes 
-Entidades aparentemente muertas; implica que todas las apa­
riencias detectables de funciones vitales tales como la res­
piraci6n, circulaci6n y actividad motora no se presentan. 

-Entidades relativamente muertas; condici6n del cuerpo y sus 
componentes individuales, entre el cese de actividad cardia 
ca y respiratoria y la muerte absoluta. 

-Entidades absolutamente muertas; condici6n en la que la re­
cuperaci6n del cuerpo como un todo o la reactivaci6n de la 

funci6n fisiol6gica de las células y organismos individuales 

es imposible. 
Para la criobiología la determinaci6n y la definici6n 

precisa del dañ:> celular irreversible es uno de los puntos 
más importantes . 

Muchos sistemas de pruebas son empleados comúnmente para 
la determinaci6n de la viabilidad, en conjunci6n con los estl!_ 
dios de congelamiento y mantenimiento. La variedad de los pr~ 
cedimientos de laboratorio es muy amplia, sin embargo, puede 
ser distribuida en categorias más simples 
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a) cultivo de tejidos; 
b) permeabilidad de las membranas citoplasmáticas; 
e) incorporaci6n de nucle6tidos; 
d) espectro enzimfitico; 

e) transplante; 
f) alteraci6n estructuras, composici6n química y electroconduE_ 

tividad. 
La mayoria de los métodos que han sido utilizados para 

evaluar la calidad de los embriones son los basados en los cri 
terios b y f, esto es, en las observaciones de los detalles 
morfol6gicos tales como desarrollo, simetría y densidad de los 

blast6meros y en la exclusi6n del colorante. 
Whittingham y Adams ( 1976 ) hacen notar que el aspecto 

morfol6gico es el primer paso a determinar en la valoraci6n e~ 
brionaria. Por otra parte, las pruebas de exclusi6n de colora~ 
te están basadas sobre la premisa de que una membrana celular 
intacta es necesaria para mantener la vida de la célula. Desde 
1914 fué observado por Evans y Schulmans que existía una rela­
ci6n entre las células vivas y su habilidad para excluir azul 
de tripano ( Malinin y Perry, 1967 ). Las células muertas, por 
el contrario, al tener deteriorada su membrana permiten el pa­
so fácil del colorante. 



OBJETI va 
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Tomando en cuenta la información a nuestro alcance, que 

ha sido reseftada aqu1 brevemente, es posible apreciar su gran 

cantidad y diversidad y los numerosos usos que se le puede dar. 

La mayoría de las técnicas las podemos calificar de alta­

mente sofisticadas, en tanto que recurren a m6ltiples aparatos 

y a innumerables sustancias en busca de alta precisi6n y efic! 

cia. Consideramos que este tipo de equipo no sería posible ob­

tener y mantener en sitios que no sean laboratorios de altos 

recursos, lo cual limita grandemente su utilizaci6n. El contar 

con una técnica <le congelaci6n y descongelaci6n fiable y senci_ 

lla, la haría accesible al vasto medio rural de nuestro país . 

Pensando en ésto, es que nos propusimos el presente estu­

dio, tratando de elaborar una técnica casi tan eficiente como 

las descritas, pero más rápida y más modesta en requerimientos 

y costo en general, y por lo tanto más fácil de implementar en 

laboratorios r6sticos. Para ello partimos, además de la infor­

mación disponible, Je una base metodol6gica probada por nues­

tro laboratorio para la obtcnci6n de algunos tipos celulares 

viables ( hígado, rift6n, m6sculo ) después del congelamiento y 

descongelamiento, consi<lerand0 usímismo la opini6n de Whittin.s_ 

ham ( 1979 ) en el sentido de que en cualquier tipo celular la 

respuesta al proceso de congelamiento y descongelamiento pare­

ce ser similar. 
De esta forma, nuestro Objetivo General fué el implemen­

tar una técnica de congelación y descongelaci6n rápida que pr~ 

porcione embriones viables. Para alcanzarlo nos planteamos en­

tonces los siguientes Objetivos Específicos : 

a) Elaborar una técnica de congelaci6n rápida para embriones 

de rata en diferentes estadios . 

b) Mantener los embriones congelados Jurante distintos tiempos. 

c) Determinar la viabilidad embrionaria . 



M A T E R I A L 

y 

METODOS 



- 1!) -

MATERIAL 

Biol6gico 

Ratas machos y hembras ( Rattus norvegicus, cepa Wistar ) 
de tres meses de edad, que habían tenido un solo parto y con un 
peso aproximado de 200 gramos. 

No biol6gico 

1.- Para citología exfoliativa: 
2 pipetas Pasteur, vaso de precipitado de 50 ml , porta y 
cubreobjetos, microscopio de contraste de fases Olympus 202 
665, soluci6n salina de Hanks. 

2.- Para obtenci6n de embriones 
Tabla de operaciones, gasa, ligas, tijeras, pinzas de dien­
te de rat6n, tijera de punta fina, pinzas de relojero, 3 va 
sos de precipitado de 150 ml, caja de Petri con divisi6n , 
mechero, 2 jeringas de tuberculina, 2 agujas del # 27, agu­
ja sin bisel, 6 portaobjetos excavados, microscopio de di­
secci6n Swift 730674 y microscopio invertido Olympus CK 20l 

878, 2 vasos de precipitado chicos, estufa de 37ºC, éter , 
benzal, alcohol, agua destilada y soluci6n salina de Hanks. 

3.- Para congelaci6n rápida y almacenamiento 

ampolletas, soporte, pinzas largas, vaso de precipitado de 
50 ml, recipiente que contiene nitr6geno líquido ( -196ºC) 
acetona, hielo seco, glicerol al 7% y DMSO al 3% en medio 

de Eagle. 
4.- Para descongelaci6n rápida 

vaso de precipitado de 500 ml, pinzas largas, segueta, pip! 
ta Pasteur con punta curva. 

5.- Para pruebas de viabilidad : 
Morfol6gica- microscopio invertido, portaobjetos excavados, 

pipetas Pasteur. 
Tinci6n- portaobjetos excavados, pipeta Pasteur, microsco­
pio invertido, azul de tripano y soluci6n salina de Hanks. 

NOTA: Tanto el material como las soluciones estuvieron estéri­
les, además las pipetas Pasteur, porta y cubreobjetos se sill· 
coniza ron. 
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METODOLOGIA 

Todas las fases descritas a continuaci6n se realizaron en 

un ~rea estéril (campana de cultivo). 

Técnica de obtenci6n de embriones 

A un lote de embriones se le examin6 la citologia vaginal 

durante dos semanas por medio de citología exfoliativa, ésto 

con el fin deobservar el tipo celular y determinar la etapa 
del ciclo estral en la que se encontraban las ratas y que dura 

S dias; de esta forma se verificaba que su ciclo estral fuese 

normal. Para ello se realizaba lo siguiente : se tomaba una Pi 
peta Pasteur de 1 ml con soluci6n salina de Hanks y se introd~ 
cia a la vagina de la rata succionando·para sacar la muestra y 

ponerla en un portaobjetos. Comprobado lo anterior se selecci~ 

naban las ratas que estaban en proestro poniéndolas entonces 
. con el macho. Al dia siguiente, usando la misma técnica se bus­

caba la presencia de espermatozoides, lo que se tomaba como re­

ferencia de que había habido fecundaci6n. 
La obtenci6n de embriones se realizaba 3 dias después de 

la presencia de espermatozoides, colect~ndose embriones de 8 

células, y de nuev.o 4 dias después, obteniéndose embriones de 
16 células y blastocistos tempranos. 

La colecta de embriones se efectuaba de la forma siguien­

te (ver Fig. 1 para esquema general de metodología): la rata 

era anestesiada con éter, luego se sujetaba con ligas a la ta­
bla de operaciones; después de lavar la piel con benzal, se 

abria la parte ventral en forma de hoja de libro; ya localiza­

do el aparato reproductor se quitaba el exceso de grasa de 6~ 
te, se cortaba el oviducto en la parte proximal al ovario y 
tambi6n aproximadamente a tres cuartas partes del útero; el 

fragmento se colocaba en una caja de Petri con soluci6n salina 

de Hanks a 37ºC y se lavaba aqui, por fuera para quitar la sa~ 
gre, y por dentro con una jeringa que tambi6n conten~a solu- · 

ci6n de Hanks para obtener los embriones del oviducto.Este Úl-



Fig.1 PASOS DE LA CONGELACION Y DESCONGELACION 

Jt•tlo 
&-C-IHU.....,Gl.,,,_A -~ CULi~IA ) 

1 
( 

Nitr6gcno liquido 
(-196"C) 

Hielo seco + 
acetona (-76ºCJ 

INCUBACION 

37ºC , 15 min Q
Embriones + 
Crioprotec­
tor 

i DESCONGELACION 

Nitr6geno liquido 
(-196°C) 

Sol. H••k•~ 

>l_&_, Hr >l_ )\ _ t nHuci6n dc1 rnJ rnJ crioprotector 

''"" •o·r~''"' ,,., 
Embriones(~ 

\aloraci6n mor· 
fol6gica + tinci6n 
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timo lavado se recogía en un portaobjetos excavado. Toda esta 

parte del porccso se realizaba utilizando el microscopio de di 

secci6n, pasando ahora el fragmento al microscopio invertido 

para localizar los cmbrione~ y valorar su morfología. 

Técnica de congelaci6n 

Los embriones se tomaban con una pipeta Pasteur contenié~ 

do una mínima cantidad de medio, y se pasaban a una ampolleta 
que contenia glicerol al 7% y DMSO al 3% en medio de Eagle ( 7 
ml de glicerol, 3 ml de DMSO, 90 ml de medio de Eagle ) lo que 

dá una relaci6n de 1 DMSO : 2,33 glicerol. La cantidad aproxi­
mada de embriones era de 20, los cuales fueron incubados a 37° 
C por 15 minutos, se1lando la ampolleta con un soplete tipo 

Blowpipe ( aire, gas ) y posteriormente colocando la ampolleta 

en un vaso de precipitado de 200 ml con hielo seco y agregánd~ 

le acetona. Al observar que el liquido estaba congelado ( -76° 

C ) , aproximadamente después de un minuto, se pasaba la ampo­

lleta a la canastilla y se introducía al recipiente que conte­

nia nitr6geno líquido ( -196°C ). 

Técnica de descongelaci6n 

Después de mantener los embriones por un tiempo que iba 

desde una semana hasta 3 meses y medio, se sacaba la ampolle­

ta del recipiente, se colocaba en un vaso de precipitado con 
agua a temperatura de 40°C y se mantenía en él hasta que la S.2_ 

luci6n se descongelaba (aproximadamente un minuto). La ampo­
lleta se abría entonces, manteniéndola en un vaso de precipit!!_ 
do con agua a 37°C y agregándo gota a gota medio de Eagle sin 

crioprotector a intervalos de un minuto, hasta alcanzar el do­

ble de volúmen inicial.Después de lo anterior, los embriones 
se pasaban a un portaobjetos excavado y se lavaban dos veces 

en soluci6n de Hanks, aplicándose entonces las pruebas de via­

bilidad , 
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~~scriminaci6n morfo16gica 
Los embriones ya descongelados y en el portaobjetos eran 

llevados al microscopio invertido para analizar sus caracteri~ 
ticas morfol6gicas . Se observaban con los objetivos de lOX , 
20X y lOOX, y si se fotografiaban se hacía con lOX y 20X. Se 
tomaba en cuenta la integridad de la zona pelúcida y la membr~ 
na, la simetría y densidad de cada uno de los blast6meros y su 
aspecto en general, comparándolos con las características de 

embriones viables sin tratamiento. 

Discriminaci6n ~ tinci6n 
Posterior a la valoracibn morfol6gica , se lavaban dos ve­

ces con solucibn salina de Hanks, agregándo una gota del colo­
rante azul de tripano dejándolos en ella por 5 minutos; pos­
teriormente se pasaban a la soluci6n salina de Hanks para qui­

tar el exceso de colorante y se llevaban al microscopio inver­
tido para distinguir los que habían retenido el colorante y 

los que no. El blast6mero que captaba al colorante se conside­
raba como no viable, y aquél que lo excluía se tomaba como vi~ 
ble. Si tan s6lo un blast6mero captaba el colorante el embri6n 
era ya considerado no viable. 

Como prueba testigo se puso colorante a embriones viables 
y no viables sin tratamiento. 



R E S U L T A D O S 
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PRUEBAS DE VIABILIDAD 

Discriminaci6n morfo16gica 

Como ya se describi6 , los embriones descongelados fueron 
evaluados considerando sus características morfol6gicas tales 
como integridad, densidad y simetría de los blastómeros, com 
parándolos para ello con embriones viables sin tratamiento. 

La serie de figuras ZA, 3A y 4A son las imágenes de em­
briones sin tratamiento, pudiendo apreciarse en ellos el blas 
t6mero integro, la simetría aparente y la zona pelúcida in­
tacta, respectivamente. 

La serie de figuras ZB, ZB y 4B corresponden a imágenes 
de embriones con tratamiento, pudiéndo observarse la conserva 
ci6n de las mismas características que denotan integridad mo~ 
fol6gica. 

Las figuras SA y SB son de embriones después del trata­
miento : con la mitad de los blast6meros da fiados ( SA ) y con 
todos los blast6meros dafiados ( SB ). 

Exclusi6n de tirtti6n 

En esta prueba fue muy evidente cuando los blast6meros 
captaban el colorante y cuando no. Desafortunadamente de aque­
llos que lo captaron no fué posible tomar fotografías que lo 
mostraran. De esta prueba pudo establecerse una clara correla 

ci6n entre los blast6meros que absorbían el colorante y los 
que presentaban caracteristicas morfo16gicas de no viables. 
Si s6lo un blast6mero de todo el embri6n retenía el azul de 
tripano y/o evidenciaba deterioro morfol6gico se consideraba 

al embri6n no viable. 



Fig. ZA Embriones de 8 ,16 blast6meras (b) 
antes de congelar. Se observa 
integridad en las blast6meras 
objetivo lOX 

Fig. 2B Embriones de 8 blast6meras 
después del tratamiento. Es 
apreciable la integridad en 
las blast6meras y simetria 
entre ellas ¡ 
objetivo ZOX 
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Fig. 3A Embriones de 16 blast6meras 
antes de congelar. Simetria 
aparente; 
objetivo ZOX 

Fig. 3B 

r -· 

Embriones de 16 blast6meras 
despu~s del tratamiento. Se 
observa zona pelÚcida (zp) 
integra y simetría entre las 
blast6meras; 
objetivo ZOX 



Fig. 4A Blastocisto antes de congelar 
con zona pelÚcida integra; 
objetivo ZOX 

Pig. 4B Blastocisto despu~s del tra 
tamiento simetría entre las 
blast6meras; 
objetivo 20X 



Fig. SA Embriones de 8 blast6meras 
despu~s del tratamiento 
con la mitad de las blast6 
meras dalladas; -
Objetivo ZOX 

Fig. SB Embriones de 8 blast6meras 
después del tratamiento 
con todas las blast6meras 
da ftldas; 
Objetivo ZOX 
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TABLAS DE VIABILIDAD 

En base a las pruebas morfol6gicas y de exclusi6n del co­
lorante se sacaron los porcentajes de viabilidad y se ordena­

ron en la Tabla I ( pág.31 J. 
En ella se observa que la mayor viabilidad se presenta en 

el estadio de blastocisto con 74%, le sigue el estadio de 16 

blast6meros con 68%, y por Último el estadio de 8 blast6meros 
con 21% de viabilidad. 

Dentro del estadio de 8 blast6meros se present6 el mayor 
porcentaje en los embriones congelados por 41 días ( 5 de 10 ) 

y la menor en los embriones congelados durante 8 días ( 1 de 

13 ). 
En el estadio de 16 blast6meros, la mayor viabilidad fué 

dada para embriones congelados por 8 días ( 19 de 26 ) y la me 
nor para los de 90 días ( 7 de 12 ). 

Finalmente , para los blastocistos el mayor porcentaje de 

viabilidad se encontr6 en los embriones congelados 8 días ( 4 
de 4 ) y la menor en la de 89 días. 

Tomando sólo tiempos constantes para los 3 estadios ( 8 y 

90 días ) ,considerando para ello en el estadio de 8 blast6me­

ros los 89 como 90 dias y promediando en el estadio de blasto­
cisto los valores correspondientes a los tiempos de 84, 86 y 

89 días para tomarlos como 90 dias , pudimos elaborar la Tabla 

II y la figura 6 (pág. 32 ). 
Con el arreglo de los datos presentados en la Tabla II se 

pretende evidenciar más las diferencias porcentuales existen­

tes en la viabilidad para los 3 estadios. Con estos mismos d~ 

tos se elabor6 la Fig. 6 que permite visualizar mejor la ten­
dencia Je los estadios embrionarios hacia una mayor viabilidad 

conforme es más avanzado el desarrollo. 



ESTADIO TIIJMPO No. DE No. DE No. DE VIABILIDAD 
EMBRIONAHIO CONGELADOS EMBHIONES EMBRIONES EMBRIONES OBSJJR VADA 

(en dias) VIABLES NO VIABLES 

8 13 1 12 
19 6 2 4 

8 41 10 5 5 21 % 
BLASTOMEROS 43 8 2 6 

Sb 5 3 l. 
89 zo 4 16 

62 -r,-- -4s--c1s• J 

16 8 26 l!:I 7 611 % 
BLASTOMJJROS 90 12 7 5 

~ zo lZ(4 *) 

8 4 4 o 
84 10 11 2 

BLASTOCISTO 86 3 2 1 74 % 

89 .1 1 2 
117 3 2 1 

2r- --rr -Ó-(.1*) 

Tabla 1 • Viabilidad observada en los embriones de 8 y 16 blast6meros y blastocistos, 
después de ser congelados, mantenidos a distintos tiempos y descongelados. 
* Embriones que presentaron la mitad de blast6meros viables después del 

tratamiento • 
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Estadio Tiempo conge N6m. embriones N6m, embriones 
1 nr-i f.n f,Ho-;;l congelados viables 

8 blast6mcros 8 13 1 

90 20 4 

Hi blastomeros 8 26 19 

90 12 7 

bJastoc:1sto 8 4 4 

90 16 11 

Tabla 1 l. llaciendo un promedio de los tiempos de congelaci6n 
mostrados en la Tabla I se elabor6 ésta para mos­
trar más claramente las diferencias entre los 3 es 
tadios embrionarios en sus porcentajes de viabili­

dad (para detalles ver texto J. 

100 

50 

c::J 8 días en congelaci6n 
~9U días en congelaci6n 

i viabi 
l idad-

8% 
20% 

'H 
58 % 

lOU % 

67% 

8 blast6méros 16 blast6meros blastocisto 

- ESTADIO EMBRIONARIO -

Fig. 6 llistograma que permite observar la tendencia de los estadios 
embrionarios a presentar una mayor viabilidad después del 
tratamiento, conform~ es más avanzado su desarrollo. 



D I S C U S I O N 
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El desarrollo de un método de preservaci6n de embriones 
que sea eficaz, rápido y barato, implica una enorme dificul­
tad, dada la gran cantidad de factores que lo conforman, como 
son : la elecci6n de estadios embrionarios apropiados, su co­

lecta y manipulacibn :!:_i:!_ vitro, los procedimientos de congela­
ci6n y descongelaci6n, y aspectos tales cerno establecer pará­
metros <le dlscrimlnaci6n entre embriones viables y no viables, 

su cultivo y su transplante, ya que todos ellos juegan un pa­
pel integrador al evaluar la calidad de un método de preserv~ 

ci6n de embriones. De esta forma, cada paso incluye una elec­
cci6n entre varias posibilidades muchas veces no bien explor~ 

das. 
En princ1p10, el estadio embrionario para rata reportado 

como más viable después del proceso de congelaci6n era el de 

8 blast6meros ( Whittingham, 1979; Wood y Farrant, 1980 ). 

Por otro lado, nosotros hicimos algunas pruebas preliminares 
con embriones de 2, 4, 8, y 16 blast6meros y blastocistos, y 

encontrámos que los estadios de 16 blast6meros y blastocistos 
eran más fáciles de colectar, más manejables y soportaban más 

tiempo el medio salino sin degenerarse, además de que respon­

dían mejor al tratamiento; por lo tanto, decidimos realizar 
el estudio sobre los estadios de 8 y 16 blast6meros, y blast~ 

cistos. 
El uso de crioprotectores ha sido muy diverso, encontráll_ 

dose toda una gama 6til de ellos (glicerol, DMSO, eritritol, 

etilen glicol, dietilen, trietilen, propilen, polietilen gli­
col), usados a muchas concentraciones ( 0.5, 1.0, 1.25, 1.5, 

2.0 M ) y expuestos a diferentes tiempos de penetraci6n ( 10, 

15 y 30 min ) y temperaturas l 0°, 10", 15° , 20ºC ) . .En este 
aspecto, a6n restan por hacerse estudios más sistemáticos y 

completos que indaguen la acci6n específica de cada sustancia 

postulada como crioprotector, sea penetrante o no, y que ex­
plique sus beneficios y posibles daíns. Como nuestro interés 
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es de tipo mas práctico, elegimos entre los crioprotectores 
que est5n mfts accesibles a un laboratorio modesto, como el 

glicerol y el DMSO, aplicando una mezcla de ellos. Utilizamos 
la mezcla glicerol-INSO que penetran l McGann, 1Y78 J pues en 
nuestro laboratorio había sido ya probada, mostrando ser efi­
caz en los otros tipos celulares en cultivo estudiados, ade­
más de que nuestras pruebas preliminares nos sefialaron esta 

combinaci6n como la adecuada, aunque casi todos los estudios 

tienden más al uso de un crioprotector puro. Con ello consld~ 
ramos que se reduciría mucho el fen6meno de recristalizaci6n 
inducido por la congelaci6n rápida ( Mazur, 1970 ) , es decir, 
que los cristales de hielo pequeños se unan para formar espi­

culas, además de bajar el punto eutéctico del sistema celular. 
El siguiente aspecto a definir y ~ue constituye la parte 

medular de nuestro trabajo, fué la implementaci6n de la técni 

ca de congelaci6n y descongelaci6n. Como ya se mencion6 en la 
Introducci6n, el grupo de Whittingham - que fué quién primero 
obtuvo embriones de rat6n viables después de ser congelados y 
descongelados l 1971 ) - en sus estudios posteriores ( 1Y76 

en adelante ) una vez que parece haber refinado ya la técnica 
de congelac16n y <lescongelaci6n lenta y propuesto ~lgunas va­

riables con respecto al crioprotector, e incluso cambiaao su 
modelo animal habitual - el rat6n - , comienza a buscar que su 
método sea más eficiente y más rápido, esforzándose por redu­
cir el tiempo de descongelaci6n y estableciéndo que a una ve­

locidad de 275° a SOOºC por minuto no se observan diferen­

cias en la viabilidad embrionaria, comparada con la viabili­

dad obtenida descongelando lentamente. Sin embargo, "recomiei:!_ 
da" el descongelamiento lento ( 1979 ) , a diferencia de Kasai 
y cols. ( 1980 ) que recomiendan el descongelamiento rápido. 

Nosotros realizamos toda la congelaci6n en 5 minutos 

utilizando el método en dos pasos, usado por múltiples auto­
res ( Whittingham, Kasai, Iritani, Wood, Farrant) pero lle-
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vando los embriones en el primer paso a -76uc, que es la temp~ 
ratura conferida por la combinaci6n de acetona-hielo seco ( M~ 
ryman, 1968), que además de estar compuesta por elementos muy 
accesibles a cualquier laboratorio, nos permiti6 evitar los 
11 efectos de soluci6n 11 que son, según los describe Mazur ( 1~ 
70 ) , consecuencia de la disminuci6n lenta de la temperatura 
a menor contenido de agua celular, habrá más precipitaci6n de 
solutos. 

El segundo paso, que es llevar los embriones a -196ºC, ~s 
tá claramente establecido, ya que a esta temperatura el metabo 
lismo se reduce al mínimo pero a un nivel suficiente para man­
tenerlos vivos. 

Aunque el tiempo máximo reportado en el que se han mante­
nido los embriones viables a -196ºC ( Whittingham, 1978 ) es 
de 4 afi>s, nosotros considerarnos que 117 días es un periodo 
adecuado para apreciar que la técnica es efectiva. 

El dato de tiempo de descongelaci6n, que nos pareci6 fia­
ble y que no modificamos, por su rápida ejecución, fué el dado 
por Wood y Farrant ( 1980 ). 

Finalmente, la forma de detectar la viabilidad presenta 
algunos aspectos interesantes. Es consenso general que la úni­
ca forma definitiva de conocer si un embri6n es funcional o no, 
es transplantarlo a una madre adoptiva, sin embargo ésto re­
quiere un dominio muy preciso de la técnica de implantaci6n,, 
la que implica problemas de rechazo inmunológico, infecci6n , 
pérdida del embri6n durante la manipulaci6n, étc., lo cual re­
basa en mucho las pretensiones de nuestro estudio. 

Por otra parte, también existe la posibilidad de determi­
nar la viabilidad del embri6n por el método de cultivo in vi­
tro ( ver Introducci6n ) , pero en esta fase existe mucha dis­
crepancia en los métodos de diferentes autores, lo cual expli­
ca la dificultad de hallar una técnica estándar fiab~e para el 
cultivo de embriones de rata. Hay incluso autores que sostie­
nen que los embriones de rat6n son los más resistentes al tra 
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tamiento de congelaci6n y al proceso de cultivo ( Miyamoto e 
Isibashi, 1977, 1978 ) y que por lo tanto ofrecen mejores ín­
dices de viabilidad. Como nosotros consideramos que la rata 
es uno de los modelos más frecuentes en los laboratorios bio­
médicos y que sería más útil dirigir nuestros esfuerzos a es­
te modelo, y como no contábamos con tal técnica de cultivo , 
decidimos descartar esta prueba que en sí implicaba un estu­
dio aparte. Además, Whittingham ( 1975 ) con su vasta expe­
riencia en la técnica de congelaci6n, enfatiza que el cultivo 
de los embriones después del descongelamiento tiene un efecto 
dafuno sobre ellos. Conociendo todo ésto y los reportes de 
Whittingham ( 1972 , 1976, 1979 ) y Griffiths ( 1979 ) que ut!_ 
lizan como uno de los criterios básicos el morfol6gico, noso­
tros lo elegimos también como le forma de discriminar viabili 
dad . 

Ahora bien, tanto la técnica de cultivo ·!:.!!_ ~!_tro como la 
de implantaci6n de embriones ,son aspectos que aún requieren 
de mucha dedicaci6n para asignarlez validez, esto es, ya no 
importa si los embriones provienen de un proceso de congela­
ci6n y descongelaci6n o no, lo que interesa en este aspecto 
es contar con un método ( o métodos ) de cultivo y de implan­
taci6n que aseguren la viabilidad embrionaria, y ésto es tema 
magnífico de otros estudios; mientras tanto, como nuestro trl!_ 
bajo mira específicamente hacia la técnica de congelaci6n y 
descongelaci6n, nos hemos limitado a considerar los aspectos 
básicos que "prometen" viabilidad, tales como la morfologia ; 
la ausencia de hielo intracelular y la tinci6n. 

De esta manera, fuimos cubriendo cada paso del método de 
preservaci6n, basando nuestra elecci6n de entre las varias m~ 
neras descritas de efectuar cada fase en una posibilidad que 
nos pareciera accesible, econ6mica y fiable. Está por demás 
decir que la ejecuci6n de una técnica con tales caracteristi­
cas di6 por resultado datos discutibles desde diferentes pun­
tos de vista; primero, el hecho de que quisimos observar la 
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efectividad de la técnica en embriones de diferentes edades, 
implic6 que no pudiéramos colectar el mismo número de embri~ 

de distinta edad, por la dificultad quirúrgica. En lo que 
respecta al criterio morfol6gico, debemos enfatizar el hecho 
de que nosotros no consideramos viables a ningún embri6n que 
tuviera uno o más blast6meros dafíados, aunque existen auto­
res como Whittingham ( 1972 ) que con tan solo la mitad de 
blast6meros buenos los consideraba embriones viables, ya que 
al transplantarlos desarrollaban a fetos normales. 

Aún con la inconstancia en el número de embriones por 
cada estadio y en el tiempo durante el que permanecieron 
congelados, logramos observar porcentajes de viabilidad sig­
nificativamente diferentes en los tres estadios ( ver tablas 
I y II) . Además, se hizo patente la tendencia a aumentar 
la viabilidad conforme el estadio era más avanzado en su de­
sarrollo (ver Fig. 6 ). Este es un punto que llama la aten­
ci6n , pues parecería 16gico atribuirle más ••resistenci~' a 
los embriones más desarrollados, sin embargo , no hay datos 
actualmente que refuerzen o contradigan tal suposici6n ya 
que la mayoría de los estudios han sido hechos sobre embrio­
nes de rat6n en el estadio de 8 blast6meros y los pocos de 
rata también en el mismo estadio. Esta preferencia es justi­
ficada, si consideramos la necesidad primordial de perfeccio . -
nar primero la técnica, tarea a la que han estado encamina-
dos casi todos los estudios ( adecuadas velocidades de cong~ 
laci6n, de descongelaci6n, concentraciones de crioprotecto­
res, tiempos de congelaci6n, étc. ) , asi como a las bases 
físicoquimicas del proceso. Considerando lo anterior, nos p~ 
rece poco conveniente comparar nuestros datos de viabilidad 
con los de otros trabajos de una manera muy estricta y sí de 
una manera global. 

Pensamos que el número total de embriones viables y no 
viables tiene el suficiente peso como evidencia para apoyar 
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la eficacia de esta técnica y que los datos son bastante cla­
ros. 

Ahora bien, nuestra técnica está aún muy de ser perfecta, 
ya que con estudios precisos que incluyan otras especies de m~ 
miferos, número constante de embriones, otros estadios embrio­
narios, así como el transplante de embriones, se comprobaría 
su real eficacia. De esta forma, se podria entonces intentar 
abrir esta línea hacia campos tan necesitados de ella, como el 
área ganadera, el área que maneja especies animales en peligro 
de extinción, o el área clínica humana. 



e o N e L u s I o N E s 
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En base a nuestros datos se puede deducir 
lo siguiente : 

a) Es posible implementar una técnica de congel~ 
cibn y descongelaci6n eficaz con sustancias y 

equipo accesibles a un laboratorio modesto en 
recursos. 

b) Es posible acortar todavía más, el tiempo de 
congelaci6n de aquél reportado por otros au­
tores, y ejecutar la maniobra de congelaci6n­
descongelaci6n en s'minutos. 

c) La técnica permite mantener embriones en con 
gelaci6n hasta 117 días • 

d) Existe una correlaci6n entre los criterios 
morfolbgicos y por tinci6n para asignar via­
bilidad embrionaria. 
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APENDICE : SOLUCIONES 

I Medid d~ Eagle 

II 

Sol. salina de Hanks 200 ml/lt 
Suero fetal de ternera 100 ml/lt 
Glutamina 0.292 gr/lt 
Bicarbonato 0.35 gr/lt 
Penicilina 0.888 ml/lt 
Aforar a un litro con agua bidestilada 
Se ajusta el p:r a 7.2 
Se esteriliza pasando la solución por un filtro de 0.45 µm. 

So1uci6n salina de Hanks 

NaCl 8.00 gr/lt 
KCl 0.40 gr/lt 
cac1 2 0.14 gr/lt 
MgSo 4.7HzO 0.10 gr/lt 

MgClz.6H20 0, 10 gr/lt 

NazHP04.ZHzo 0,06 gr/lt 
KH

2
P04 0.06 gr/lt 

Glucosa 1.00 gr/lt 
NaHC03 0.35 gr/lt 
Rojo fenol 0,02 gr/lt 

III Cri~rotector 

Glicerol al 7% ( 7 rnl ) 
DMSO al 3% ( 3 ml ) 
Se afora con Eagle a 100 rnl 
Se regula el pH a 7.Z 
Se esteriliza pasando la soluci6n por un filtro de 0.45 pm. 
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IV Colorante 
Azul de tripano 20 mg/100 ml de sol. sal. de Hanks 
Se esteriliza pasando la solucibn por un filtro de 0.22pm. 

V Silic6n 

1 rnl de silicbn se disuelve en 100 ml de éter o cloroformo. 
el material se cubre homogéneamente con la soluci6n y se 
deja secar • 
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