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I. R E S U HE N 

CUE MARTINEZ, LUZ MARIA. CRIOPROTECCION Y CONGELACIÓN RAPIDA EN NITROGE

NO LIQUIDO DE EMBRIONES DE RATA DE LABORATORIO. (bajo la dirección de: 

J. Raúl Astiazarán Ybarra y Javier Valencia Héndez). 

La congelación en nitrógeno líquido es una técnica que ofrece la posibil_!, 

dad de almacenar los embriones por tiempo indefinido, representando as{ 

una importante herramienta en los programas de transferencia de embriones 

en los animales domésticos. Por esta razón, ea"ta técnica ha sido amplia

mente estudiada, con embriones de animales de laboratorio, para simplifi

carla y permitir su difusión a nivel de campo. Los objetivos del presen

te trabajo fueron: a) estudiar diferentes concentraciones de crioprotec

tores (Glicerol y Sacarosa) en embriones de rata(~ norvergicua, va

riedad Wistar), en estadio de mórula y blaatocisto para observar si estas 

modifican la morfología y la viabilidad in~ de loa embriones, sin ser 

sometidos a congelamiento; y b) congelar los embriones directamente en ni 

trógeno líquido, sin ningún enfriamiento previo, utilizando la concentra~ 

ción del crioprotector más adecuada, obtenida de los resultados del inci

so anterior, y observar si tal procedimiento afecta la morfolog!a y la 

viabilidad in vivo de los embriones. Aproximadamente el 90% de los em---

briones, en ambos estadios, se recuperaron morfológicamente en el labora

torio, después del tratamiento de crioprotección con los diferentes me--
dios. Cuando se transfirieron 57 blastocistos tratados con PBS + 1.5H 

Glicerol+ 0.125M Sacarosa en el medio de crioprotección y PBS + 1.5M Sa 

carosa en el medio de dilución, solo se desarrolló el 35% ,!!?. vivo, lo 

cuál es significativamente menor al porcentaje obtenido con blastociatoa 
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no tratados (55%). Cuando se congelaron en nitrógeno líquido, 100 embri~ 

nes en la etapa de mórula, el 59% mostró una buena morfología después del 

descongelamiento y cultivo en el laboratorio; sin embargo, cuando se 

transfirieron a hembras receptoras, solo el 7.5% se desarrolló en fetos. 

Con estudios encaminados en un futuro a perfeccionar esta técnica, se po

drá llegar a simplificar los métodos de congelamiento actuales. 
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11. 1 N T RO D U C C ION 

El mejoramiento genético de los animales domésticos, representa una 

de las mayores posibilidades para generar beneficio en la producción an! 

mal. Por ello, el estudio de nuevos sistemas y técnicas que faciliten 

su aplicación práctica en cualquier sistema de explotación, para mejorar 

la eficiencia de la producción ganadera, es un reto para los investigad~ 

res y profesionales del área, y será más importante conforme el tiempo 

pase y la población humana se incremente y demande mayor cantidad y cal! 

dad de alimento de origen animal (15). 

Actualmente, la técnica que ha permitido el aprovechameinto de pro

genitores con características zootécnicas superiores a la mayoría de los 

de su especie, es la Inseminación Artificial; consolidándose, hasta la 

fecha, como el mayor éxito en la aplicación de tecnología a la industria 

de la producción animal y por ende, c01119 una práctica rutinaria en los 

programas reproductivos de algunas especies domésticas, principalmente 

ganado bovino lechero, ·,; especialmente en países desarrollados ( 12) • 

Una de las claves del éxito de la Inseminación Artificial, que ha 

permitido aprovechar sus ventajas, es la posibilidad de utilizar semen 

congelado; facilitando su transporte y distribución por todo el mundo 

(12,28). 

Otra alternativa disponible para incrementar la eficiencia reprodu=. 

tiva de las especies domésticas y con la cuál se extiende el uso de hem

bras geneticamente superiores, es la Transferencia de F.mbriones; la cuál 

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTEClt• 

IIBLIOTECA U NA M 
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representa el desarrollo tecnológico más significativo en la biología de 

la reproducciónen los Últimos diez años (28,35,36,50). Con ésta técnica, 

el potencial reproductivo de una hembra puede aumentar considerablemente, 

ya que si se le permite, en forma repetida, estar temporalmente preñada 

(hembra donadora o madre genética), y se recuperan los embriones los pr.!, 

meros 8 días de la gestación transfiriéndolos a otras hembras (hembras 

receptoras o madres hospedadoras) para que la completen, el número de 

crías obtenidas será mayor. Además de la transferencia en sí, este pro

ceso involucra también la superovulación de la donadora, la sincroniza-

ción de lao receptoras, la recuperación y el almacenaje de los embriones 

~ ~ (35,36). 

Es así como la Transferencia de embriones puede considerarse como 

"un proceso equivalente a la Inseminación artificial, que permite el a

provechamiento de genotipos femeninos ventajosos, obteniéndose más des-

cendencia del mismo donante genético que la que se obtendría en condici!!_ 

nes normales de reproducción" (12); y aún conseguir mayores beneficios 

si las dos técnicas se utilizan conjuntamente en los programas reproduc

tivos (SO). 

Sin embargo, una seria limitante para la optimización del material 

biológico obtenido durante los programas de Transferencia de embriones, 

es la falta de un método de almacenamiento práctico que los conserve por 

tiemp~ indefinido como ocurre con la técnica de congelación de semen (28). 

11.l Almacenamiento de Embriones 

Para manejos experimentales y almacenamiento entre recolección y 
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transferencia, los embriones por lo general se mantienen en un medio de 

cultivo a 37°C; aunque en la práctica se mantienen con éxito durante va

rias horas a temperatura ambiente (15° a 25°c) (36). 

o o Si los embriones son refrigerados·entre O y 10 Cose tranfieren 

al oviducto ligado de una coneja (36) o al cuerno uterino de una rata 

ovariectomizada ('), pueden almacenarse por varios días con poca reduc-

ción de su viabilidad. 

El almacenamiento de embriones a temperaturas cercanas a los oºc es 

de limitada duración en cuanto a viabilidad de estos se refiere, debido 

a la inestabilidad de algunos componentes celulares, es.pecialmente las 

enzimas (46). No obstante, recientemente se ha demostrado que los em--

briones de bovino pueden ser refrigerados hasta por tres d!as a 4°c sin 

pérdidas significativas en su viabilidad, permitiendo esto una mayor si~ 

cronización entre donadora y receptora, y aún llevar a cabo su transpor-

te (24). 

A pesar de esto, el método de almacenaje que permite la conserva--

ción de los embriones a largo plazo es la Congelación en nitrógeno l{qu! 

do; la cuál ofrece numerosas ventajas (21,28,35,47,50). 

11.2 Aplicaciones Prácticas de la Congelación 

Las aplicacione prácticas que el almacenamiento de embriones por 

congelación ofrece a la Transferencia de embriones de animales domésti--

cos, son: 

a) La conservación del potencial genético de animales valiosos aún ., 

( 1 ) Aatiazarán, R. Comunicación personal 1985. 
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después de su muerte, creándose bancos embrionarios (6,12,21,28,47,50). 

b) La facilidad de transportar los embriones permitiendo su expor

tación e importación, abiéndose un mercado internacional, para mejorar 

el rendimiento ganadero en países en vías de desarrollo, ya que evident! 

mente, esto resulta más barato y cómodo que el transporte de ganado en 

pie (6,12,28,47). 

c) El uso más eficiente de hembras rec~ptoras en los programas de 

Transferencia de embriones porque facilitaría la sincronización entre el 

estadio embrionario y el desarrollo endometrial, lo cuál reduce los cos

tos (6,12,28,47). 

d) La posibilidad de acortar el tiempo para las pruebas de proge-

nie (47,50). 

e) El mantenimiento de controles genéticos, permitiendo evaluar el 

progreso de los experimentos de selección al cabo de muchos años (12,21, 

47). 

Actualmente, el principal inconveniente de esta técnica es que se 

requiere de ~quipo y metodologías costosas para llevarla a cabo, lo cuál 

ha limitado su desarrollo de manera extensiva (35). 

II.3 Aspectos Básicos de la Congelación 

Se ha reportado en 1~ literatura que los factores causantes del.daño 

durante el congelamiento y descongelamiento de los sistemas vivientes, 

son el flujo de agua a través de su membrana celular y la formación de 

hielo intracelular (20,28,33). Así, el agua tiende a fluir hacia el ex

terior de las células como respuesta a las concentraciones crecientes de 

soluto al congelarse el medio externo, produciendo la deshidratación de 

éstas y su encogimiento. Este movimiento de agua incrementa la caneen--
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tración interna de solutos produciendo "efectos de solución", que redu

cen la viabilidad de las células, debido a la modificación de la estruc

tura tridimensional de las proteínas o s·u precipitación en solución (20, 

33,49). Por otro lado, los efectos dañinos del hielo intracelular pue-

den resultar, ya sea por la acción directa durante su formación y recri!_ 

talización en el calentamiento, o por el stress osmótico impuesto a 

las células una vez que el hielo se ha derretido (49). 

Por lo anterior,se puede afirmar, que la deshidratación y rehidrat_! 

ción de las células, son los principales eventos involucrados durante el 

proceso de congelamiento; y por lo tanto, la sobrevivencia de los embrio 

nea estará intimamente relacionada con la remosión de agua intracelular 

para evitar la formación de hielo y un choque osmótico durante el descon 

gelado (18). 

Todos estos eventos pueden ser controlados si se toman en cuenta va 
:-

rios factores fundamentales que influencían directamente en el éxito del 

proceso de Cong~lación: 

A) Características embrionarias 

B) Crioprotección embrionaria 

C) Ritmos de enfriamiento 

D) Ritmos de descongelamiento 

E) Eliminación del crioprotector 

Estos factores han sido materia de estudio y experimentación para 

muchos investigadores dedicados a la Criobiolog{a de embriones, con el 

propósito de crear métodos de congelación sencillos y aplicables a las 
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condiciones prácticas de campo (22). 

Es importante indicar que todos los avances obtenidos en las técni

cas de congelación y en general en la industria de la Transferencia de 

embriones, se ha fundamentado principalmente en la investigación básica 

realizada con animales de laboratorio, ya que estos presentan ventajas 

il'!IPortantes como serían: a) el poder mantenerlos en espacios reducidos; 

b) sus respuestas satisfactorias a los tratamientos de superovulación; 

c) la facilidad de llevar a cabo experimentos con significancia estadís

tica por poseer interválos generacionales cortos; d) la obtención de 

gran número de embriones por ser especies politocas, y e) lo económico 

que cada uno de estos incisos representa (7,11). 

A pesar de lo anterior, debe señalarse que probablemente el poten-

cial económico de éstas técnicas sea su aplicación en el ganado bovino y 

otras especies domésticas; para lo cuál, deberán desarrollarse experime~ 

tos de validación para poder extrapolar los conocimientos obtenidos en 

los embriones de animales de laboratorio a los de éstas especies (7,10, 

11). 

11.3.1. Características embrionarias 

Para la selección de los embriones que serán sometidos a congela-

ción, deben considerarse dos aspectos importantes: el estadio y la calí · 

dad embrionaria. 

Los primeros trabajos exitosos en congelación de embriones se desa

rrollaron primeramente en embriones de ratón (43), lo que hizo pensar 
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que esa metodología sería semejante para los embriones de otras especies. 

Sin embargo, Bank y Haurer (1) encontraron que los embriones de conejo 

de~ células no sobrevivieron al stress del congelamiento siguiendo el 

mismo patrón, apareciendo más sensibles a los cambios osmóticos durante 

el descongelado. En estadio de mórula los embriones de conejo lograron 

desarrollarse a fetos viables después de transferirlos (27). Elsden 

e~ al. (8), reportaron que los embriones de bovino en estadio de mórula 

no toleraban el congelamiento y descongelamiento como los blastocistos. 

Esto hace pensar que aún en embriones de la misma especie, la etapa de 

desarrollo embrionario presenta diferentes respuestas a la congelación. 

Contrariamente a esto, Bui-Xuan-Nguyen (6) no encontró diferencias 

entre mórulas y blastocistos de bovino en cuanto a porcentaje de sobrev! 

vencia ~!!!!:2.· Tampoco se observan diferencias entre la sobrevivencia 

de embriones de conejo de 4 y 8 células y mórulas después de descongela

dos, en los estudios realizados por Wittingham (45). Igualmente, una a!, 

ta proporción de embriones de ratón y rata desde la etapa de ovocito has 

ta blastocisto han permanecido viables después de congelados (28). Sin 

embargo, las etapas de mórulas tardías y blastocistos tempranos de em--

briones de conejo y bovino sobreviven mejor el stress del congelamiento 

que etapas anteriores (18,28). 

Los embriones de bovino, y quizá en los de otras especies, la com-

pactación y blastulación permiten una mayor tolerancia a las bajas temp.!. 

raturas,por lo que los trabajos de congelación se llevan a cabo en los 

estadios de mórulas y blastocistos tempranos (18). 
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En el congelamiento de blastocistos expandidos y elongados no se 

han obtenido resultados favorables (16,18). 

Los resultados obtenidos hasta ahora con los procesos de congela--

ción dependen en algún grado del estadio embrionario, pero la "calidad" 

del embrión es igualmente importante, ya que se ha observado que los em

briones clasificados como de buena morfología, poseen mayores posibilid!!, 

des de sobrevivencia que aquellos que sufren de alguna alteración (18). 

Lo anterior ha sido señalado de igual manera por otros autores (8 140,52). 

Elsden et. al. (8), evaluaron los embriones obtenidos calificándo-

los de 1 a 5, correspondiendo a los siguientes grupos: excelente, buenos, 

regulares, pobres y degenerados. Solamente los embriones de las catego

rías 1 y 2 fueron congelados. 

El número de blastómeros que conforman al embrión es importante pa

ra que éste pueda sobrevivir después de un tratamiento de congelación, 

ya que se ha encontrado que blastocistos a los cuáles se les ha reducido 

la mitad o tres cuartas partes de su número celular, degeneran después 

del tratamiento (18). 

II.3.2. Crioprotección embrionaria 

Para que los embriones de mamíferos puedan sobrevivir a los daños 

producidos por el congelamiento, es indispensable incorporar en el medio 

de congelación, sustancias protectoras (crioprotectores), ya que en au-

sencia de estos, es imposible que los embriones sobrevivan más allá de 

-ZOºc (28,34). 
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Se han utilizado diversas sustancias para proteger a los embriones 

durante el congelamiento, las cuáles tienen como función deshidratar a 

las células embrionarias, disminuir el punto de congelamiento intracelu

lar y moderar los cambios en la concentración de solutos celulares (28). 

La forma en que cada sustancia lleva a cabo su actividad protectora 

dependerá de su capacidad para atravezar la membrana celular. Así tene

mos dos grupos: crioprotectores permeables o intracelulares, como el Di

metilsulfóxido (DMSO), Glicerol, Etilenglicol, Propanediol y Metanol (8, 

28,32,33,34)¡ y crioprotectores impermeables o extracelulares, como la 

Sacarosa y la Polivinilpirrolidona (PVP) (28). 

Cuando los embriones son expuestos a un crioprotector permeable, 

éstos sufren una pérdida de agua debida a la hiperosmolaridad inicial de 

la solución extracelular. Esta deshidratación continúa hasta que lasa

lida de agua es balanceada por la entrada del crioprotector que la susti 

tuye (34). 

Los crioprotectores extracelulares permiten la salida de agua por 

el mismo mecanismo, sin embargo, no penetran a la célula. Estos se han 

utilizado con éxito, en el congelamiento de embriones hasta temperaturas 

de -79°c (42,54). Actualmente, la sacarosa se está utilizando en combi

nación con crioprotectores permeables, principalmente el glicerol, para 

permitir una mayor deshidratación (6,33). 

El DMSO fué el crioprotector utilizado en los primeros trabajos de 

congelación de embriones¡ sin embargo, a partir de que Leibo y Mazur (19) 
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utilizaron con éxito el glicerol, ambos han sido los crioprotectores más 

comunes, hasta la fecha. 

El procedimiento de adición del crioprotector consiste en ir aumen

tando gradualmente la concentración de éste, hasta alcanzar la molaridad 

final deseada, lo cuál requiere aproximadamente de 30 a 50 minutos. Es

te procedimiento impide que los embriones sufran una deshidratación brus 

ca, ya que permite un equilibrio entre la presión osmótica intra y extr!_ 

celular durante los cambios de concentración crecientes de la sustancia 

protectora (28). Sin embargo, recientemente se ha visto, que el proced,!. 

miento de adición anterior puede ser sustitu!do por la adición en un so

lo paso, sin que se produzcan efectos dañinos en el embrión, lo cuál ha 

simplificado enormemente este proceso (34). 

Comparando el DMSO y el glicerol para la congelación de embriones 

de bovino, se encontró que este Último daba mejores resultados cuando se 

emplearon en concentraciones similares (1.5M) (5). 

Al comparar la eficiencia entre diversos crioprotectores en una tr!_ 

bajo de congelamiento de embriones de bovino, no se observaron diferen-

cias significativas cuando se emplearon etilenglicol al 1.5M, DMSO + gl,!. 

cerol al 1.25M, y glicerol al 1.33M. No obstante, los mejores res~lta-

dosfueron obtenidos con glicerol (8). Sin embargo, en un trabajo reali

zado por Takeda et. al. (37), observaron que el DMSO permitía la sobrevi 

vencia de embriones de ratón en mayor grado. 

Las diferencias observadas en la viabilidad de los embriones de las 
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distintas especies al emplear los mismos crioprotectores y concentracion, 

es debida probablemente a la permeabilidad de sus membranas (34). 

II.3.3. Ritmos de enfriamiento 

En base a los conocimientos obtenidos sobre los daños producidos en 

las células por el congelamiento, los primeros trabajos sobre congela--

ción de embriones se basaron en ritmos de descenso de temperatura que 

fueran lo suficientemente lentos para permitir una deshidratación osmót! 

ca, que previniera la formación de hielo intracelular, pero lo suficien

temente rápidos para minimizar la exposición celular a la aLta concentr_! 

ción de solutos (28). Apoyados en esto, Wittingham (4?) en 1972, y pos

teriormente otros investigadores, logran obtener crías a partir de la 

congelación en nitrógeno líquido de embriones de ratón (19,26,44,54), 

rata (46), conejo (1,27,45,48), oveja (51), cabra (3), y vaca (52,55). 

En los trabajos anteriores, los ritmos de disminución de temperatu

ra fueron de 0.1° a 2°C/min. hasta la temperatura de -65°, -80° ó -l00°c, 

para posteriormente sumergir directamente los embriones en nitrógeno lí

quido. 

Posteriormente, en estudios desarrollados en embriones de ovinos, 

bovinos y ratones (3,49), se observó que no era necesario descender los 

ritmos de temperatura hasta -65° ó -l00°C antes de sumergirlos directa-

mente en el nitrógeno, sino que era posible realizar 1o·anterior entre 

-30° y -40°c, siempre y cuando el descongelamiento se llevara a cabo en 

forma rápida (360°C/min.). De esta manera, las células, en el momento 
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de su congelamiento poseen en su interior, una pequeña cantidad de hielo 

que no daña su viabilidad (49). Este procedimiento es conocido como mé

todo "Rápido" de congelamiento, y ha sido estudiado por diversos autores 

(8,9,16,17,39). 

Más tarde, se desarrolló el procedimiento de "Dos pasos" (13,56), 

el cuál ha sido comparado recientemente con los métodos de congelamiento 

"Rápido", no encontrándose diferencias significativas en las tasas de 

sobrevivencia (4,5,6). La técnica original, llevada a cabo con embrio

nes murinos, consiste en que después de la cristalización a -9°C, las 

muestras pasan directamente a -20°c, y posteriormente a -l00°c permane-

ciendo en ambas temperaturas por 10 min., para ser sumergidos inmediata

mente después al nitrógeno líquido. Las modificaciones más recientes a 

ésta técnica se han hecho con embriones de bovino y conejo, y consisten 

en colocar las muestras, después de haber inducido su cristalización a 

-f'c, directamente a ~30°c en donde permanecen 30 min. antes de ser su-

mergidas al nitrógeno (4,5). Otros autores han abreviado aún más este 

procedimiento ya que han eliminado el paso de la cristalización, aunque 

se requiere de la utilización de crioprotectores combinados (6,33,40). 

En los últimos dos años se han logrado notables avances en cuanto a 

los ritmos rápidos de congelamiento. Así lo demuestran Takeda (38) y ·' 

Krag (14) que reportan haber obtenido desarrollos embrionarios a partir 

del congelamiento de embriones de ratón, directamente en nitrógeno líqu! 

do, es decir, llevando los embriones de temperatura ambiente hasta -196°C 

sin ningún enfriamiento previo. Otro método de congelamiento consiste 

someter a los embriones de ratón, de temperatura ambiente a vapores de 
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nitrógeno (-lOOºc) durante 2 min., antes de aer sumergidos en el nitrÓg! 

no líquido. &npleando esta técnica, Williama (53) obtuvo desarrollos em 

brlonarios y algunos fetos aislados. 

Actualmente, la forma comercial de embriones se lleva a cabo media~ 

te el método Rápido, con la utilización de congeladoras automáticas que 

permiten programar el ritmo de descenso. y aacenao de la temperatura. 

Sin embargo, las últimas técnicas de congelamiento podrian ofrecer una 

alternativa a loa-actuales métodos de.congelación y permitir au difusión 

a nivel práctico·, ya que ae obtJndr!an importantes ahorros de tiempo y 

equipo. 

II.3.4. Ritmos de deacongelamiento 

Como ya ae mencionó anteriormente, los ritmos lentos de enfriamien

to, permiten una deshidratación de laa células que impide la formación 

de hielo intracelular; debido a esto, los ritmos de descongelamiento le! 

to producen una buena recuperación embrionaria ya que no hay riesgo de 

recristalización, lo cuál no ocurre con el deacongelamiento rápido (49). 

Esto justifica que los trabajos anteriores de congelación de embriones 

reportaran ritmos lentos de ascenso de temperatura que iban de 4° a 25°c 

por min., de -70° a -10°C con resultados positivos de sobrevivencia em-

brionaria. 

Investigaciones posteriores demostraron que era factible el descon

gelamiento rápido (275°-sooºc/min.), si el enfriamiento lento se termina 

ba entre -30° y -40°c (31,49), ya que a esa temperatura no existe una 

completa deshidratación y hay formación de hielo intracelular, que fun--
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clona, en este caso, protegiendo al embrión contra el descongelado rápi

do, porque previene los daños osmóticos al tm¡,edlr el movimiento de agua 

a través de la membrana celular y limita el tiempo de exposición a las 

fluctuaciones de.concentración de.solutos (49). 

_A partir de entonces, la mayoría de los trabajos de congelación pe! 

mlten reall~ar un descongelamlento rápido, como lo es colocar· las mues-

tras, ya sea directamente a temperatura ambiente (13,22), o en baño ma-

ría a diferentes temperaturas (20°,25°,30°, ó 37°C), lo cuál permite que 

el ascenso de temperatura sea de 1200°C/mln. aproxlmadainente. 

Al comparar los resultados obtenidos durante el.descongelamiento de 

embriones de bovino en baño maría a 37° y 2S0c, se observó que el prime

ro producía un mayor porcentaje de recuperación embrionaria y de preñez 

(8). Schnelder (34), recomienda usar el baño maría a 20°c para el deS•• 

congelamlento de pajillas y a 37°C para el de ampolletas, con el objeto 

de compensar las diferencias en la superficie del volumen de los envases. 

II.3.S. Ellmlnaclón del crioprotector 

El siguiente paso, después de que los embriones han sido descongel! 

dos, consiste en eliminar el crioprotector de las células, ya que éste 

es sumamente tóxico (34). 

Como ocurre con la adición del crioprotector, la eliminación de éste 

va a producir cambios osmóticos en las células. Por ello, si este proc! 

dimiento se lleva a cabo inapropiadamente, la viabilidad de las células 

se verá afectada y el embrión tenderá a degenerarse (34). 
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Existe una clara evidencia de que el ritmo de rUDclÓll del crlopro

tector ea muy importante, ya que al loa embriones aon tranaferldoa din!_ 

tamente a una solución laotónlca, eatoa ae expanden y desintegran por la 

rápida entrada de agua que ocurrirá para equilibrar la concentración in

tracelular del crloprotector (34). 

El método eatandar para evitar ese choque osmótico, ea remover el 

crloprotector gradualmente mediante la adición "por pasos" de solución 

salina o trasladando a loa embriones dentro de soluciones fisiológicas 

que contienen concentraciones decrecientes del crloprotector (21,22,32, 

34). La mayoría de loa trabajos reportan que este procedimiento requie

re de 6 a 8 pasos de 5 a 10 min. cada uno;lo que significa la inversión 

de 45 a 90 mln. y la utilización de un microscopio que permite observar 

la mrfolog{a de loa embriones (22). 

La alternativa a esta forma de dilución del crloprotector, ea un 

procedimiento directo que consiste en adicionar al medio de dilución, u

na concentración hlpertónlca de un aoluto no permeable com la sacarosa, 

que actúa como una contrafuerza osmótica que impide el mvlmiento de agua 

a través de las membranas y facilita la salida del crlopfotector. Lo que 

ocurre ea que la sacarosa mantiene una oamlarldad externa constante que 

impide que loa embriones sufran una entrada neta de agua, permitiendo 

que el _protector intracelular difunda fuera del embrión. Con éste méto

do se ahorra el tiempo que loa embriones permanecerían en contacto con 

el crloprotector, que como ya se dijo anteriormente, ea sumamente tóxico 

para éstos. Este procedimiento requiere ele solo 10 llia. y no ea necesa

rio el microscopio u otro equipo de laboratorio. Los embriones pueden 
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colocarse, inmediatamente después, en un medio isotónico o transferirse 

directamnte dentro del útero. de la receptora (22,29,32,34). 

Cuando se comparó esta forma de eliminación directa con la dilución 

en pasos, en embriones de ratón (13) y de bovino (2,30), se reportaron 

mejores porcentajes de desarrollo embrionario cuando se utilizó el pri

mer procedimiento. Sin embargo Takeda (39), no encontró diferencias si¡ 

nificativas entre los dos procedimientos al emplear embriones de bovino. 

Con el éxito del método de dilución con sacarosa se ha desarrollado 

ultlmamente una técnica de congelación de embriones que permite lncluir 

dentro del mismo reclpiente,tanto el medio de dilución como el de crio-

prol!ección. Para ello se han utilizado pajillas, que además han permiti . . -
do la Transferencia no-quirúrgica bajo cond:tl:>nes similares a las usadas 

en Inseminación artificial (22,23,29). 

Otra posibilidad que podría eliminar el manejo de los embriones de,! 

pués de descongelados, podría ser el uso de un crioprotector que no re-

quiera dilución, como lo menciona Rall et. al. (32), quien utilizando 

Netanol, obtuvo hasta un Bli de desarrollos fetales cuando se transfirie 

ron mcSrulas de ratón inmediatamente después de descongelados, sin diluir 

el crioprotector. 

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTEClft 

IIILIOTECA U NA M 
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II.3.6. Hipotesis y Objetivos 

RIPOTESIS 

Si la incorporación del crioprotector por los embriones se desarro

lla de manera adecuada, entonces el daño procb:J.do por los cristales de 

hielo·:.intracelular· formados por los ritmos rápidos de disminución de t9! 

peratura se evitará debido a la apropiada deshidratación de los embrio

nes, por lo que se podrán congelar directamente en nitrógeno líquido y 

obtener as{ embriones cuya viabilidad morfológica no sea modificada. 

O B J E T I V O S 

Con el propósito se simplificar las técnicas de congelación de em-

briones, se plantearon los siguientes objetivos: 

l. Estudiar diferentes concentraciones del crioprotector para oh-

servar si estas modifican la morfología y la viabilidad!!~ de los 

embriones, sin s•r sometidos a congelamiento. 

2. Congelar los embriones directamente en nitrógeno líquido, sin 

ningún enfriamiento previo, utilizando la concentración del crioprotec-

tor más adecuada, obtenida d_e los resultados del inciso anterior, y oh-

servar si tal procedimiento afecta la morfología y la viabiliadad in vi

vo de los embriones. 
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III. MATERIAL Y HE TODOS 

III.l Obtención de Embriones 

Los embriones utilizados en el presente trabajo se obtuvieron der.! 

tas Wistar de 3 a 4 meses de edad, a las cuáles, después de detectarlas 

en estro mediante citología exfoliativa a partir de un frotis vaginal, 

se colocaron en jaulas con machos fértiles en una relación 1:1, confir-

mándose la cópula un d!a después, por medio de la presencia de tapón V,! 

ginal e de espermatozoides. 

Los estadios embrionarios utilizados fueron el de Mórula y Blasto-

cisto, los cuáles se colectaron en el cuarto y quinto d!a respectivamen

te. El sacrificio de las donadoras se llevó a cabo por dislocación cer

vical, para posteriormente incidir en forma de ''V" en la reglón ventral, 

previa desinfección con una solución dilu!da (1:100) de cloruro de ben-

zalconio, y exponer el aparato reproductor. 

La colecta de los embriones se llevó a cabo de la siguiente forma: 

Se disecó el oviducto junto con el útero y se sumergió en una solución 

salina estéril. Se perfundió el órgano a través de la reglón f{mbrlca 

utilizando una aguja del no. 27 y pinzas de relojero. Para lograr per-

fundir completamente el Órgano se requieren 2 ml. de medio. El líquido 

de perfusión se colectó en vidrios de reloj para su posterior observación 

al microscopio. 

Todos los embriones colectados se lavaron 2 veces en medio fresco, 

con el objeto de eliminar los restos celulares que los acompañan. Las 
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operaciones de colecta y traslado de embriones se realizaron utilizando 

una pipeta Pasteur cuya punta poseía un diámetro aproximado de 150JJIII, 

con la finalidad de colectar el mínimo medio posible junto con los embrio 

nes. Unicamente los embriones considerados morfolÓgicamente normales fu! 

ron sometidos a los tratamientos experimentales. Todo el material de vi

drio fué siliconizado previamente, empleando una solución acuosa de sili

cón al 1'7 •• 

II.2 Medios y Soluciones 

Los medios y soluciones utilizados en el presente trabajo fueron: 

A) Medio de colecta, cultivo y transferencia de em~rionea.- Solución 

fosfatada de Dulbecco (PBS) suplementada con: glucosa 1 g/lt¡ piruvato 

de sodio 0.028 g/lt¡ penicilina 100 U.I./ml y suero de ternera al 10%. 

B) Medios de crioprotección y dilución.- La composición de loa tres 

medios de crioprotección y dilución que se utilizaron en el presente tra 

bajo, se encuentran descritos en el cuadro l. 

Cuadro l. Composición de loa medios de crioprotección y dilución. 

Medio 1 

Medio 2 

Medio 3 

Medio de crioprotección ( 1 ) Medio de dilución ( 1 ) 

PBS + 3M Glicerol + 0.25M Saca PBS + 0.25M Sacarosa rosa -
PBS + 2M Glicerol + 0.25M Saca PBS + 0.25M Sacarosa rosa -
lBS + 1.5M Glicerol+ 0.125M PBS + 1.5M Sacarosa acarosa 

(•) La solución PBS que se encuentra formando parte de loa medios de 

crioprotección y dilución, es la misma que se encuentra descrita en el 

inciso "A". 
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111.3 Crioprotección de Embriones 

Los estadios que se utilizaron para el tratamiento de crioprotec--

ción sin congelamiento fueron el de mórula y blastocisto, empleando un 

total de 80 embriones para cada uno. El total de embriones de cada esta 

dio se dtvidió en tres grupos de 27 embriones cada uno, para ser someti

dos a los diferentes medios de crioprotección y dilución (ver cuadro 1). 

La forma en que se adicionó y eliminó el crioprotector de los embrio 

nea fué la siguiente: 

Los embriones fueron colocados en tubos de ensaye donde se les adi

cionó el crioprotector en dos etapas de 10 min. cada una. Posteriormen

te, se inició el proceso de dilución o eliminación del crioprotector, el 

cuál se logró trasladando a los embriones a una solución de sacarosa du

rante 10 min. La concentración de los medios de crioprotección y dilu-

ción utilizados, se encuentran descritos en el cuadro l. 

Después de terminado el tratamiento, los embriones se lavaron 3 ve

ces en solución salina estéril (PBS) y se cultivaron a 37°c durante 4 

horas con el fin de observar su recuperación. 

Con el objetivo de determinar la influencia de la crioprotección s~ 

bre la viabilidad in vivo de los embriones, se trataron con el medio 3 

de congelamiento (ver cuadro 1) 60 blastocistos, los cuáles se transfi-

rieron posteriormente a 7 hembras pseudogestantes. 

III.4 Congelamiento Embrionario 
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Cien embriones en el estadio de mórula, se congelaron directamente 

en nitrógeno líquido previamente tratados con el medio de crioprotección 

2 (ver cuadro 1). El sistema de congelación que ae utilizó fué el de P.! 

jilla descrito por Leibo (22), y consiste baaicamente en incluir en el 

interior del recipiente, tanto loa embriones con el medio de crioprotec

ción, como el medio de dilución (ver figuras 1 y 2f'A). Este sistema se 

cierra herméticamente antes de introducirlo al interior del tanque den,! 

trógeno líquido en donde permanece almacenado, en este caso por 30 días 

(ver figura 2). 

El deacongelamiento de las pajillas ae realizó en agua corriente 

(1Sº-18ºC) (ver' figura 3-A). Inmediatamente después ae agitaron con la 

finalidad de que el medio de dilución se combinara con el de crioprotec

ción (ver figura 3-C). Posteriormente, ae abrieron loa capilares por 

sus extr~s y el contenido se virtió a una caja de Petri que previamen

te contenía solución PBS estéril (ver figura 3-D). Gon la finalidad de 

eliminar los residuos de loa medios de crioprotección en el embrión, es-
• 

toa ae lavaron tres veces en PBS para después efectuar la evaluación mo! 

fológica de éatoa. A lo largo de la metodología anterior ae realizó un 

registro fotográfico. 

Loa embriones cuya morfología no ae vió alterada por el tratamiento, 

ae transfirieron a hembras receptoras con la finalidad de observar la 

presencia de desarrollos f~talea después de 12 días. 

III.S Transferencia de Embriones 

La transferencia de embriones se efectuó en hembras receptoras en 
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el quinto d!a de pseudogestación, lo cuál se obtuvo colocando a éstas 

con machos vasectomizados. 

La transferencia se realizó de la siguiente manera: se anestesia 

a la receptora mediante la inhalación de vapores de éter para poder rea

lizar una pequeña insición en su reglón mediolateral (flanco) y exponer 

el cuerno uterino. Una vez expuesto éste, con la ayuda de una aguja, se 

punciona en su extremo anterior, cerca de la unión Útero-tubárica, y se 

introduce la punta de la pipeta de transferencia cuyo diámetro interno 

ea de aproximadamente 150)1111. En lpl. de medio se transfirieron 4 em-

brlones por cuerno uterino. Por último, -se procede a introducir el ór-

gano a la cavidad abdominal y a efectuar la sutura por planos. 

III.6 Registro Fotográfico 

El registro fotográfico de loa embriones se llevó a cabo empleando 

un microscopio de contraste de fases con cámara integrada(•) y película 

para impresiones en blanco y negro ( 11 ). 

( 1 ) Olympua, Tokyo 
(••) Kodak, Panatomic-X, FX-135, asa 32 
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A. Burbuja de aire 

B. Medio de crioprotección 

C. Medio de dilución 

Figura l. Disposición de los medios de crioprotección y dilución 

en el capilar de congelamiento. 

' ! 



Figura 2. 

Fig. 2-B 

Forma de·congelamiento de loa embriones de rata 

Fig. 2-A. Disposición de loa medioa de congelación dentro del capilar. La 
parte clara (izq.) repreaenta el medio de crioprotección que con
tiene loa embriones, y la parte oscura (der.) el medio de dilu--
ción;amboa separados por un espacio de aire. 

Fig. 2-B. Forma en que son colocados loe capilares para facilitar au manejo 
dentro del tanqua de nitrógeno. 

Fig. 2-C. Momento en que ae introduce todo el sistema dentro de un termo ca 
sero de SOO ml de capacidad, que contiene nitrógeno l{quido. -

Fig. 2-D. Tanque de nitrógeno líquido de 10 lt de capacidad, utilizado para 
el almaceNlllliento de loa embriones. 

1 

"' "' 1 



Fig. 3-A 

Fig. 3-A. El descongelamientose realizó 
colocando loa capilares en agua 
corriente a temperatura ambien
te (18°c). 

Fig. 3-B. Este es uno de los problemas 
que ae pueden presentar al des
congelar loa capilares. 

Fig. 3-C 

Figura 3. Forma de deacongelamiento de loa embriones de rata. 

Fig; 3-D 

Fig. 3-C. Despuéa del deacongelamiento, 
se agita el capilar para mez
clar el medio de dilución con 
el de crloprotección. 

Fig. 3-D. Al final del tratamiento, los 
embriones se depositan en una 
solución fisiológica para su 
evaluación y recuperación. 
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IV. RESULTAD OS 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se agrupan en los 

siguientes dos incisos: 

IV.l Crioprotección de Embriones 

El indice de recuperación morfológica de los embriones en los esta

dios de mórula y blastocisto, después de que fueron sujetos al tratamien 

to de deshidratación, empleando los diversos medios de crioprotección y 

dilución sin congelamiento, se encuentran descritos en el cuadro 2. De 

estos resultados se observa que existe de 91% a 100% de recuperación gl~ 

balde los embriones, en ambos estadios, después de que fueron cultiva-

dos a 37°c por 4 horas. Al analizar los resultados anteriores, no se en 

contraron diferencias estadísticamente significativas entre el número de 

embriones recuperados morfológicamente y el medio de crioprotección y di 

lución empleado (P)0.75 para mórulas y P>0.95 para blastocistos). 

El porcentaje de colapsación de los blastocistos tratados con los 

diferent~s medios de crioprotección y dilución, fué ligeramente mayor 

al emplearse los medio l y 3 en comparación con el medio 2 (11.11% y 3.7% 

respectivamente). Cuando se colocaron los embriones colapsados en medio 

de cultivo a 37°c por 4 horas, estos restablecieron su cavidad blastocé

lica. 

Los cambios morfológicos que sufrieron los blastocistos durante el 

tratamiento con el medio 3 de crioprotección y dilución (ver cuadro 1), 

se encuentran ilustrados en la figura 4, donde se puede apreciar la des-
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hidratación en forma de encogimiento, de los embriones en los medios de 

crioprotección (fig. 4-B) y de dilución (fig. 4-C), siendo más acentuado 

en este Último. De igual manera, en esta lámina fotográfica se observa 

la recuperación de los embriones, cuando fueron colocados y cultivados 

en solución salina (fig. 4-D). 

Los resultados de la transferencia de los blastocistos tratados 

con el medio 3 de congelamiento se encuentran anotados en el cuadro 3. 

De 57 embriones transferidos, 20 (35%) se desarrollaron en fetos, lo 

cuál es estadísticamente menor (P(0.025) al compararse con los 33 (55%) 

desarrollos fetales obtenidos cuando se transfirieron embriones sin nin

gún tratamiento. 

IV.2 Congelamiento Embrionario 

Los diversos cambios morfológicos que sufrieron los embriones en el 

estadio de mórula, antes y después de su almacenaje en nitrógeno líquido, 

previamente tratados con el medio 2 de crioprotección y dilución, se en

cuentran ilustrados en las figuras 5 y'6. 

En el cuadro 4 se encuentran los porcentajes de recuperación 1110rfo

lógica de los embriones (mórulas) congelados directamente en nitrógeno 

líquido. De 100 embriones tratados, el 44% no sufrió alteración celular 

(fig. 5-E2); el 15% mostró 1 a 3 blastómeros degenerados (fig. 5-El y 

6-E2)¡ y el 29% degeneraron totalmente (fig. 5-F2¡ 6-El; 6-Fl y 6-F2); 

mientras que 12% correspondió a zonas pelúcidas vacías (fig. 5-Fl). 

Los embriones de excelente morfología y los que contaban con 1 a 3 
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blastómeros degenerados, después de haber sido congelados en nitrógeno 

líquido, se'transfirieron a hembras receptoras, obteniendo solamente 4 

fetos en desarrollo (fig. 7) de 53 embriones transferidos. 
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Cuadro 2. Resultados del tratamiento con diversos medios de crioprotección y dilución en 
embriones de rata No congelados. 

estadio No. emb. 1no amb. em¡. emb. 
embrionario medio de crioprotección medio de dilución emb. E:&gse.=. e§ene coa¡:- recuperados ra os- sao 

PBS + 3M Glicerol+ 0.25M PBS + 0.25M Saca- 27 3 2 22 
Sacarosa rosa (11.11%) ( 7 .4%) ( 91.66'7.) 

Mórulas PBS + 2M Glicerol+ 0.25M PBS + 0.25M Saca- 27 1 1 25 
Sacarosa rosa (3. 70%) (3. 70%) (96.15%) 

PBS + 1.5M Glicerol+ PBS + 1.5M Sacaro- 27 1 1 25 
0.125M Sacarosa sa (3. 70%) (3. 70%) (96.15%) 

PBS + 3M Glicerol+ 0.25M PBS + 0.25M Saca- 27 2 o 3 25 
Sacarosa rosa ( 7 .40%) (11.11%) (100%) 

PBS + 2M Glicerol+ 0.25M PBS + 0.25M Saca- 27 1 o 1 26 
Blastocistos Sacarosa rosa (3. 70%) (3. 70%) (100%) 

PBS + 1.5M Glicerol 1 PBS + 1.5M Sacaro- 27 2 1 3 24 
0.125M Sacarosa sa . ( 7 .40%) (3.70%) (11.11%) (96%) 

1 ..., 
..... 
1 



Cuadro 3. Resultados de la transferencia de blastocistos No congelados, tratados con el 
medio de crioprotección PBS + 1.5M Glicerol+ 0.125M Sacarosa y el medio de 
dilución PBS + 1.5M Sacarosa. 

emb~rones r~~8Ieg~ados ambrionea egenera os em~rionas co apsa os r~~á1~g~fdos fetos desarrollados 

60 1 2 5 57 20 
(1.66'7.) (3 .33%) (8.33%) (95%) (35%) 

Cuadro 4. Resultados morfológicos del congelamiento directo en nitrógeno líquido de 
de mórulas tratadas con el medio de crioportección PBS + 2M Glicerol+ 
0.25M Sacarosa y el medio de dilución PBS + 0.25M Sacarosa. 

No. embriones ambrionea egenera os zonasd:eldcidas vac s gybriones coa 1 a 1 as omeros estru dos eybriones ie , exce en e mor elogia 

100 29 12 15 44 

1 
w 
"" 1 
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Figura 4. Crioprotección de blastociatos de rata. 

' Fig. 4-A Blastocistos normales 

Fig. 4-B Blastocistos en el.medio de crioprotección (PBS + 1.5M Glicerol+ 0.125M Sacarosa) 

Fig. 4-C Blastocistoa en el medio de dilución (PBS + 1.5M Sacarosa) 
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Figurf s: 'Congelación rápida en nitrógeno líquido de mórulas de rata. 

Fig. 5-B Mórulas en el medio de crioprotección 
(PBS + 2.0M Glicerol+ 0.25M Sacarosa) 

Fig. 5-D Mórulas en el medio de ·,uiutlcSn 
(PBS + 0.25H Sacarosa) 

l'ig. 5-F Ejemplo de mórula• degeneradas 

Fig. 5-A Mórulas normales 

Fig. 5-C Mórulas recién descongeladas 
en el medio de ci:ioprotección 

----------
~: 5-E -~rulas en solución salina 

(PBS 1uplemetado) 
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Figura 6. Congelación rápida en nitrógeno Uquido de mdrulas de rata 

Fig. 6-B Mórulas en el medio de crioprotección 
(PBS + 2.0M Glicerol+ 0.25M Sacarosa) 

Fig. 6-D Mórulas en el medio de dilución 
(PBS + 0.25M Sacarosa) 

Fig. 6-F Ejemplo de mórulas degenerada• 

Fig. 6-A M6rulaa normales 

Fig. 6-C Mórulas recién descongeladas 
en el medio de crioprotección 

Fig. 6-E Mórulas en solución salina 
(PBS suplementado) 
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V. DI S CU SI O N 

La adición y eliminación del crioprotector es uno de los factores 

más importantes que se deben tomar en consideración en los trabajos de 

congelamiento de embriones. Como ya se mencionó anteriormente, diversos 

autores (19,28,31,44) han señalado que este procedimiento se debe llevar 

a cabo por etapas, es decir, adicionando o eliminando el crioprotector 

por medio de concentraciones graduales, con el objeto de impedir un cho

que osmótico en las células embrionarias, causado por los cambios bruscos 

de concentración del medio. 

Sin embargo, en el presente trabajo se observó que los embriones de 

rata, en los est~dios de mórula y blastocisto, no sufrieron alteraciones 

osmóticas y/o estructurales, cuando el crioprotector fué adicionado en 2 

etapas de 10 min cada una; al igual, cuando éste fué removido en un solo 

paso, utilizando Sacarosa como diluyente. 

Lo anterior es de suma importancia debido a que con este tratamiento, 

los embriones permanecerán menos tiempo sometidos a los diferentes medios· 

de crioprotección y dilución, lo cuál redundará en su mayor viabilidad y 

en la ,1mplificación de la técnica. 

En trabajos publicados recientemente, Renard (33), Schneider (34) y 

Leibo (22,23), han encontrado que los embriones de conejo y bovino, pue-

den s~r sometidos a los tratamientos de crioprotección de manera rápida, 

lo cuál parece indicar, junto con los resultados obtenidos en este traba

jo, que esta técnica no interfiere con la viabilidad in vitro de los em--
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briones. 

En el estudio in vivo de los blastocistos tratados con el medio 3 de 

congelamiento, se obtuvo 20% menos en el desarrollo fetal que duando se 

comparó con el grupo control. Esta diferencia puede ser debida a: a) la 

deshidratación excesiva de los blastocistos causada por la concentració1. 

alta del diluyente (1.5M Sacarosa), lo que pudo traer como consecuencia 

la desnaturalización irreversible de las proteínas embrionarias (20,49); 

y b) la destrucción de las células de la masa celular interna, causada 

por la severa deshidratación, por lo que el desarrollo posterior del em-

brión se vería afectada. No es posible, mediante observaciones morfológ,!. 

cas, determinar dichas alteraciones bajo el microscopio. 

Probablemente si este estudio se desarrollara con los medios 1 y 2 

de congelamiento, los porcentajes de fetos desarrollados serían más al-

tos, ya que el nivel de deshidratación de los embriones es menor al igual 

que su daño. 

Durante el tratamiento con los diversos medios de crioprotección y 

dilución, se observó un ligero incremento en el degeneramiento embriona-

rio en la etapa de mórula con respec·to a la de blastocisto, debido a que 

los primeros son más difíciles de clasificar, desde el punto de vista mor 

fológico, ~ur lo que al inicio del tratamiento pudieron haberse sometido 

a éste, embriones que poseían alguna malformación. 

Tomando en consideración los resultados y observaciones anteriores, 

se decidió que el estado de mórula sería el adecuado para congelarse di--
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rectamente en nitrógeno líquido, ya que este posee mayores posibilidades 

de recuperación en comparación con la etapa de blastocisto en caso de que 

alguna de sus células resultaran dañadas a lo largo del tratamiento, as! 

como que carece de una cavidad interna llena de líquido (espacio blasto

célico) lo cuál representa potencialmente un problema en la deshidrata--~ 

ción del embrión y por lo tanto en la formación de cristales de hielo in

tracelulares. 

Como se observa en el cuadro 4, el 59'1 de los embriones (mórulas) 

que fueron congelados dÍrecta•nte en nitrógeno líquido, presentaron una 

morfología buena después de su descongelado y cultivo, lo cuál es muy si! 

nificativo, desde el punto de vista técnico, ya que el tratamiento de 

crioprotección que recibieron impidió que estos sufrieran un degeneramien 

o cuando fueron llevados de temperatura ambiente a -196 C, en menos de 10 

segundos. 

Takeda (38) y Krag (14) han obtenido igualmente resultados favora-

bles ~!!!!2, empleando esta técnica de congelación rápida, pero en ...Sru

las de ratón (90'L y 67'- respectivamente). 

Cuando se transfirieron al útero de hembras receptoras los embriones 

que presentaron buena morfología después del deacongelamiento, se obtuvo 

solamente 7.5'- de desarrollo fetal; lo que es comparable con los resulta

dos reportados por Williams (53), cuando usó los vaporea de nitrógeno por 

2 min. como un paso intermedio en la técnica. 

Un factor que pudo haber influ!do en el bajo porcentaje de deaarro--



lloa fetales, fué el hecho de haber realizado la transferencia de las mó

rulas dentro del cuerno uterino, ya que este estadio ae encuentra, bajo 

condiciones naturales, aún en el oviducto. De esta manera, al no encon-

trar un ambiente adecuado, los embriones pudieron haber degenerado. La 

transferencia de embriones al oviducto de la rata es técnicamente difícil. 

Loa resultados anteriores demuestran que es posible congelar los em

briones de rata directamente en nitrógeno líquido, cuando son ade~uadame!!_ 

te deshidratados con sustancias protectoras. Sin embargo, aún es necesa

rio continuar con este tipo de estudios con la finalidad de llegar a sim

plificar las actuales técnicas de congelamiento. 
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