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RESUMEN 

El trabajo de investigación se realizó en el Centro de Investigación y Producción 

Chuquibambilla de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, se utilizó 32 hembras 

donadoras y 24 receptoras, con experiencia de último parto, de buena condición 

corporal, clínicamente sanas, y de buena amplitud de isquiones. Los  objetivos fueron, 

evaluar la sobrevivencia de los embriones a la congelación y descongelación por el 

método estándar con etilenglicol y Dimetilsulfóxido como crioprotectores y determinar 

su viabilidad en las receptoras. Se aparearon a las donadoras con machos fértiles y a las 

receptoras con machos vasectomizados, al 8° día post cópula, se realizó la ecografía y la 

recolección de embriones, utilizando Suero Fisiológico + 10% de suero fetal bovino. 

Los embriones clasificados como de grado I y II, fueron los seleccionados para ser 

congelados. En número de 12 embriones con Etilenglicol 1.5M y 12 con 

Dimetilsulfóxido1.0M, fueron expuestos por 10 min como máximo a sustancia 

crioprotectora, luego fueron aspirados en pajuelas de 0.25 ml. El congelador manual se 

calibró a -6°C, se cargaron las pajuelas cuando este marcaba -7°C se mantuvo por lapso 

de 1min para luego realizar el sembrado de núcleos de congelación, con una pinza 

metálica previamente enfriada en nitrógeno líquido, luego de 10min inició el descenso 

de temperatura a una velocidad de 0.5-1.0 °C/min hasta -33 ó -35 °C y se sumergió en 

nitrógeno líquido. Para la descongelación la pajuela se mantuvo 8 segundos a 

temperatura ambiente y luego se sumergió en baño María a 32 °C por 2 min. Se vació el 

contenido en placa Petri para su rehidratación en medio de mantenimiento + sucrosa 

0.2M por 5 min. Se obtuvieron (12/12) 100% de embriones sobrevivientes a la 

congelación con etilenglicol, frente a (8/12) 66.7% logrado con Dimetilsulfóxido,  

(p≥0.05). Hecha la transferencia a las receptoras, el diagnóstico de gestación se realizó 

entre los días 50-60 post transferencia por ecografía de los cuales se obtuvieron (7/12) 
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58.3% de embriones viables para los congelados con etilenglicol y (3/8) 37.5% para los 

congelados usando Dimetilsulfóxido, no encontrándose diferencia significativa 

(p≥0.05). Concluyendo, que  los embriones de alpaca congelados con Etilenglicol por el 

método estándar no son estadísticamente diferentes tanto en sobrevivencia como en 

viabilidad a los congelados con Dimetilsulfóxido. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Los camélidos sudamericanos son animales muy importantes en la economía 

andina; son fuente de carne, fibra y trabajo para la gente, especialmente aquella que 

habita las regiones más elevadas de los andes. Estos animales utilizan extensas regiones  

que debido a factores asociados a la altitud, no podrían ser aprovechadas de manera 

efectiva por  otros animales domésticos. Burfening P. citado por  (Novoa y Florez, 

1991). La población de alpacas en la región Puno es de 1´459.903, representando este el 

39.6% de la población nacional (IV CENAGRO, 2012).  Es necesario además saber que 

superamos en número de animales, largamente a nuestros países vecinos Bolivia, Chile, 

Argentina (Brack, 2003). 

 

Existen en el mundo dos sistemas de producción de camélidos sudamericanos 

(CSA). La primera es el pastoreo estratégico tradicional de los Andes, con una escasa 

pastura en el seco altiplano andino llamado Puna, con un pastizal de altura entre 3800 

y4800 msnm. presión atmosférica baja, ambiente seco y a menudo con viento. El 

segundo sistema opera en condiciones más favorables, a poca altura (no más de 800 

msnm.), en ambos sistemas, la selección de calidad de la fibra ha sido el principal 

objetivo de investigación y programas de desarrollo. Muchos proyectos han ido 

centrándose en el mejoramiento del hato a través de la selección y la introducción de 

machos superiores con excelente calidad de fibra (médula y color) (Miragaya et al., 

2005). La  explotación de camélidos sudamericanos es de gran importancia social, para 

la población nativa de los altos andes, la fisiología reproductiva de estas especies 

representa un  desafío en el desarrollo de técnicas de crianza más avanzadas. 

Actualmente en la criopreservación de embriones no se han desarrollado muchas 

investigaciones que tengan buenos resultados (Aller y Rebuffi 2002). 
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Durante los últimos 6 años, la mejora y simplificación de las técnicas de 

criopreservación de embriones ha permitido el almacenamiento congelado de 

embriones, de un gran número de especies, convirtiéndose en rutina en los programas 

comerciales de transferencia de embriones. En la mayoría de los casos, los protocolos 

convencionales de congelación lenta se siguen utilizando y las tasas de preñez de 

embriones en bovino y equino alcanzan un  50-60% (Niemann, 1991; Lascombes y 

Pashen, 2000).  

La transferencia de embriones frescos o congelados es usada hace varios años de 

manera muy eficiente en ovinos, bovinos, teniendo como consecuencia la mejora 

genética de estas especies incrementando sus parámetros productivos. En las alpacas 

también es factible el uso de esta biotecnología.  

Este trabajo de investigación se propuso congelar/descongelar embriones, 

contribuyendo a las investigaciones en este tema y lograr en un futuro la difusión de 

animales con elevado valor genético. 

Este trabajo se plateo como objetivos: Evaluar la sobrevivencia de embriones, 

posterior a la congelación/descongelación, con dos crioprotectores y Determinar la 

viabilidad de embriones post congelación/descongelación, en las receptoras. 
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA 

2.1.  Desarrollo folicular y ovulación  

Las hembras de las especies domésticas nacen con un número determinado de 

ovocitos y folículos ováricos, gran parte de los cuales sufrirán atresia y nunca serán 

ovulados. A lo largo de la vida de la hembra, los folículos primordiales permanecen en 

un estado de reposo y cada cierto tiempo algunos son seleccionados para desarrollarse. 

El desarrollo folicular es un proceso continuo que culmina con la ovulación del folículo 

madurado o con la regresión del mismo (Galina y Valencia, 2008). 

La dinámica folicular de la llama sigue el patrón clásico de ondas descrito en la 

hembra bovina. En cada onda folicular, emerge un grupo de folículos, uno de los cuales 

(el folículo dominante) continuará su crecimiento hasta alcanzar el diámetro máximo de 

9-16 mm. La acción inhibitoria del folículo dominante lleva al resto de los folículos de 

la misma cohorte (subordinados) a detener su crecimiento y atresiarse. Entre 1 y 4 días 

de comenzada la regresión del folículo dominante emerge la onda (Adams et al., 1990; 

Bravo et al., 1990). 

En el crecimiento folicular intervienen la proliferación y la diferenciación inducidas 

por hormonas de células de la teca y de la granulosa, lo que finalmente causa un 

incremento en la capacidad de los folículos de producir estradiol y de reaccionar a las 

gonadotropinas. La producción de estradiol determina cuál folículo adquirirá los 

receptores de LH necesarios para la ovulación y luteinización. Las perturbaciones en la 

respuesta de la granulosa y teca a las señales gonadotropínicas interrumpen el 

crecimiento folicular e inician la atresia (Hafez, 2000).  
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En camélidos el estímulo para la descarga de la hormona luteinizante y la 

subsiguiente ovulación es la introducción del pene, el estímulo de la monta sola sin la 

introducción del pene, resulta en una baja tasa de ovulación (Fernández-Baca et al., 

1970). Periodos de monta por un tiempo de 5 minutos como mínimo es suficiente para 

la inducción de la ovulación en alpacas, esto en presencia de un folículo preovulatorio, 

así mismo se reporta un 5% de ovulaciones espontáneas cuando la hembra es aislada del 

macho y luego se la presenta ante este (Bravo,  2002; Sumar, 2000).  

 

2.2Embriología del camélido 

2.2.1. Desarrollo embrionario 

Las divisiones a partir del cigoto comienzan durante el transporte del embrión a 

través del oviducto hasta entrar en el útero, pero, el tiempo en el que ocurre este es 

específico a cada especie. Después de algunas divisiones celulares, el embrión toma 

forma de una pelota pequeña de células llamada mórula, luego de ello estas células se 

ordenan de modo tal que forman una cavidad llena de líquido entonces se denomina 

blastocisto (Hyttel et al., 2010). 

 

Tabla 1. Tiempo de pasaje del embrión desde el oviducto hasta el útero  

y formación del blastocisto en las diferentes especies.  

 

 

Especies 

Pasaje dentro del útero Tiempo en que se 

forma el 

blastocisto (días 

post ovulación) 

Días después de 

la ovulación 

Estado de 

desarrollo 

Cerda 

 

2 4-8   células 5-6 

Vaca 

 

3-3 ½ 8-16 células 7-8 

Oveja 

 

3 8-16 células 6-7 

Yegua 

 

5-6 Mórula 6 

Perra 

 

8 Blastocisto 8 

(Hyttel et al., 2010). 
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En el desarrollo embrionario de alpacas se tiene a los 6 días post monta mórula. 8 días 

blastocisto joven y blastocisto expandido 10 días, vesícula embrionaria (Perez, 1995). 

 

 

            2.2.2 Recolección de embriones 

La recolección de embriones en camélidos por lo general se hace del modo no 

quirúrgico. Se sujeta a la donante y se administra un sedante, luego se envuelve la cola, 

para evitar la molestia de la misma, se limpian las heces del recto y la zona perineal. 

Algunas veces se coloca anestesia epidural, se atraviesa la cérvix con una sonda Foley y 

por el recto con mano enguantada se ayuda a dicha manipulación. Una vez insertada la 

sonda en el cuerno uterino se llena el balón con 30-40 ml. de aire para anclarlo, luego se 

introduce medio de lavado temperado y con suaves masajes se ayuda a evacuar el medio 

de lavado a través del catéter hacía en filtro colector, lavado que debe repetirse por lo 

menos tres veces con un mínimo de 500 ml (Skidmore, 2000; Huanca et al., 2004). 

2.2.3. Evaluación de embriones 

La clasificación  de los embriones se realiza en base a su aspecto morfológico. Una 

fina pipeta de vidrio  permitirá mover los embriones, para poder observarlos desde 

distintos ángulos (Hafez, 2000; Palomino, 2000). Se debe observar la integridad de la 

membrana pelúcida y su esfericidad (Palomino, 2000). El  embrión  debe de tener un 

desarrollo acorde  con el día de colecta; se tolera un máximo  de 48 hr de retraso (Hafez, 

2000). En el día 6to o 7mo, se deben  descartar  los embriones de menos de 32 células, 

las células deben ser claras y de contorno  regular, siendo la opacidad signo  de  

degeneración, este  tipo  de examen morfológico  no constituye un test absoluto de la 

viabilidad embrionaria. Sin embargo se presentan diferencias significativas en el 
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porcentaje de preñez cuando se transfieren embriones de calidad media respecto a la 

calidad buena o excelente  (Hafez, 2000; Palomino,  2000; Witenberg et al.,1987). 

 

(IETS, 1998) La Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones, propone una  

tabla de calificación. 

Tabla 2. Calificación de embriones propuesta por la IETS.  

CALIDAD CARACTERISTICAS 

EXCELENTE O 

BUENO 

Embrión acorde a su recuperación,  esférico, simétrico, 

con células de tamaño, color y textura uniforme. Se 

congela con muy buenos resultados 

 

REGULAR 

Poca variación, algunos fragmentos celulares en espacio 

perivitelino o pequeñas vesículas en los blastómeros 

 

POBRE 

Severos problemas, numerosos blastómeros extraídos, 

células degeneradas, células de diversos tamaños. 

Generalmente los embriones son no transferibles, no 

deben ser congelados 

 

DEGENERADO 

Blastómeros desorganizados, las células tienen muchas 

vesículas y gránulos. Embrión no transferible 

 

Skidmore et al. (2004), propone una tabla de calificación para embriones de camélidos.  

 

Tabla3. Clasificación de embriones de camellos propuesta por   

Skidmore.  

 

GRADO DEL 

EMBRIÓN 

CARACTERISTICAS 

GRADO I Embrión de excelente calidad. Con tamaño acorde al tiempo 

de colección. Perfectamente esférico y superficie plana. 

GRADO II Embrión bueno, con las características del grado I pero con 

algunas irregularidades en el contorno  

GRADO III Embrión de calidad media, embrión pequeño con manchas 

negras, contorno irregular y algunas células protruidas. 
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GRADO IV Embrión colapsado, exponiendo áreas oscuras degeneradas y 

muchas células sobresalientes. 

GRADO V Embriones muy oscuros, colapsados, fragmentados,  no 

transferibles. 

 

(Skidmore et. al., 2004). 

           2.3. Criopreservación de embriones 

La criopreservación posibilita almacenar embriones de una amplia variedad de 

especies mamíferas sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos. En la 

actualidad, los embriones son congelados y descongelados de manera rápida. Esto hace 

necesario deshidratarlos parcialmente antes de la congelación a fin de evitar la 

formación de cristales que lesionan los blastómeros (Mazur, 1977). 

 

Al conservar células a temperaturas extremadamente bajas (-196 °C) es posible 

detener por completo la actividad enzimática, la respiración celular, el metabolismo, el 

crecimiento, la multiplicación, etc., es decir, es posible mantener células durante un 

largo periodo de tiempo sin afectar su viabilidad, ni causar cambios genéticos 

(Schneider y Mazur, 1984; Gordon, 1994; Tanaka et al., 1997; Leibo 1989). 

2.4 Crioprotectores 

Los crioprotectores se clasifican, desde el punto de vista farmacológico, como 

drogas de acción inespecífica que permite a las células sobrevivir a la congelación del 

agua a través de diferentes mecanismos, es decir, no consiguen su efecto actuando 

directamente sobre receptores, enzimas o genes específicos. Entre los diferentes 

crioprotectores, citar los alcoholes, las aminas, los azucares, las sales inorgánicas y las 

macromoléculas. A pesar de su variada naturaleza química, todos los crioprotectores 
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son solubles en medios acuosos y tienen capacidad de formar puentes de hidrógeno 

(Karrow, 1997). 

Los crioprotectores tratan de evitar los daños causados por la congelación, para 

conseguir este objetivo, actúan básicamente sobre dos aspectos de la congelación: 

a) Sobre  la formación de cristales de hielo, puesto que inicialmente disminuyen la 

temperatura a la cual se forma los núcleos de hielo (de 0 °C a -4/-5 °C), es decir, 

favorecen la formación de agua “superfria” sin que se inicie la formación de 

cristales de hielo. 

b) Sobre la deshidratación de la célula, debido a su elevada osmolaridad. Esta 

deshidratación también previene la formación de cristales de hielo intracelulares 

(Karrow, 1997). 

2.4.1. Crioprotectores permeables. 

Estos crioprotectores debido a que tienen un peso molecular bajo, son capaces de 

atravesar la membrana plasmática de forma activa o pasiva. Entre estos se encuentran 

los alcoholes como el glicerol, el etilenglicol, el propilenglicol o el sorbitol (Shaw et al., 

1995; Shaw et al., 2000). Dimetilsulfóxido (DMSO), 1-2propanodiol, polietilenglicol, 

etanol entre otros (Miyake et al., 1993). Y las aminas como la acetamida, la betaína, la 

formamida, la glutamina, la lisina o la taurina (Karrow, 1997). De todos, el Etilenglicol 

es el crioprotector más permeable usado ampliamente para la conservación de 

embriones y ovocitos debido a su baja toxicidad celular (Kasai et al., 1992; Ali y 

Shelton, 1993; Kasai, 1996). Y a su rápida capacidad de difusión a través de la 

membrana plasmática (Emiliani et al., 2000). 
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2.4.2. Crioprotectores no permeables  

Estos no son capaces de atravesar la membrana plasmática debido a su elevado peso 

molecular y a su compleja estructura. Además, no presentan efecto crioprotector por si 

solos. Su principal función crioprotectora es de elevar la presión osmótica, 

disminuyendo, de esta forma, la cantidad requerida de crioprotector permeable y su 

toxicidad y favoreciendo así la deshidratación de la célula (Shaw et al., 1997). Dentro 

de este grupo se encuentran los azúcares tales como la glucosa, la fructosa, la sacarosa, 

la trealosa, la lactosa y la polivinilpirrolidona. Estas macromoléculas son capaces de 

extraer el agua libre intracelular utilizando la diferencia de presión osmótica pero sin 

penetrar en la célula. Estas moléculas son capaces de encapsular al ovocito o embrión 

en una matriz viscosa previniendo la cristalización intracelular durante la 

descongelación (Kuleshova et al., 1999). Son efectivos para preservar la funcionalidad 

y estructura de las membranas a baja actividad de agua; deshidratan junto con el 

crioprotector las células de los embriones durante el equilibrio (Sommerfeld y Nieman, 

1999). Actúan además como tampón osmótico al reducir el choque osmótico que podría 

resultar de la dilución del crioprotector (Liebermann et al., 2002).  

2.5. Congelación estándar 

El método de congelación estándar posibilitó a Wilmut y Rowson (1973) obtener 

el primer ternero nacido de la transferencia de un embrión congelado. Al método estándar 

se le han efectuado desde entonces distintas modificaciones tendientes a su 

simplificación (Cabodevila et al., 1991).  

En el método de congelación estándarlos embriones alcanzan su equilibrio 

osmótico antes de comenzar el descenso de la temperatura y este se mantiene durante 

el enfriamiento (Cabodevila y Teruel 2001). La exposición de los embriones al medio 
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de congelación (PBS + G) debe realizarse a temperatura ambiente (20 - 22 °C), en un 

solo paso, de 10 a 30 min de duración para iniciar con la equilibración del crioprotector 

con el embrión (Chupin y Procureur, 1984; Niemann, 1991). Este período incluye el 

envasado de los embriones en pajuelas plásticas. Esto permite realizar más rápidamente 

y con mayor precisión la inducción de la cristalización o “seeding” (Maurer, 1978). Las 

pajillas deben ser colocadas en un equipo de congelación a -7 °C durante 5 min para 

equilibrar la temperatura de las pajillas con la del equipo; el seeding se realiza poniendo 

en contacto la superficie de la pajilla con una placa metálica enfriada con nitrógeno 

líquido (para inducir a la formación de núcleos de hielo); el agente refrigerante del 

equipo puede ser nitrógeno líquido alcohol o etanol enfriado por medio de un 

compresor. El no inducir la cristalización conduce a la formación de cristales de hielo 

bajo un estado de súper enfriamiento y a una elevación repentina de temperatura (se 

genera calor latente de –10º - –15 ºC), resultando un severo trauma físico que puede 

dañar las células (Niemann, 1995). Una vez efectuado el “seeding”, se mantiene la 

temperatura estable durante 10 min (período de estabilización) que sirve para evitar que 

el hielo sembrado se descongele y luego se desciende a una velocidad de entre 0.1 y 0.5 

°C hasta -30 ó -35 °C para establecer un adecuado balance entre deshidratación y 

formación de hielo intracelular, en este momento las pajillas pueden ser retiradas del 

equipo de congelación y sumergidas en nitrógeno líquido (Lehnjensen y Greve, 1982). 

La descongelación se realiza de manera rápida, sumergiendo las pajuelas en baño María 

a 30 ó 35 °C durante 20–30 s (Chupin, 1986).  

Convencionalmente embriones y ovocitos son congelados con procedimientos de 

congelación lenta, durante estos procedimientos las células son expuestas a una baja 

concentración de crioprotectores como, glicerol, etilenglicol, dimetilsulfoxido y otros 

por 5-15 min. Y congelados lentamente (generalmente a una tasa de 0.3-0.5 °C/min.) 

http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0301-732X2002000200002&script=sci_arttext#a3#a3
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0301-732X2002000200002&script=sci_arttext#a36#a36
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0301-732X2002000200002&script=sci_arttext#a37#a37
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0301-732X2002000200002&script=sci_arttext#a26#a26
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0301-732X2002000200002&script=sci_arttext#a4#a4
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hasta una temperatura intermedia generalmente hasta -35°C y luego son sumergidas en 

nitrógeno líquido para su almacenamiento (Leibo y Songsasen 2002). 

Contrariamente a lo que comúnmente se cree, el mayor desafío que las células 

deben soportar durante la crioconservación  no es el causado por el almacenamiento a 

bajas temperaturas, sino la letalidad de una zona intermedia de temperatura (+15 a -5 

°C), intervalo por el cual las células deben pasar dos veces (Mazur, 1963). 

 

2.6. Congelación de embriones en camélidos 

Se criopreservaron embriones de llama por el método de congelación lenta  con 

(10% etilenglicol + 10% SFB + 50 m/ml de gentamicina) a 26 ºC durante 5 min y 

envasados en pajuelas de 0.25 ml. El descenso de temperatura se realizó a una tasa de 

0.12 °C/ min en 3 horas, luego a 5 °C hasta -20 °C, y finalmente se sumergieron las 

pajuelas en el nitrógeno líquido. Y producto de este proceso se lograron 62% de 

sobrevivencia y un 0% de viabilidad en receptoras al día 14 y 24 post transferencia 

(Huanca et al., 2011). 

Probaron la congelación estándar en embriones de Camellos Bactrianos: 158 embriones 

fueron asignados en tres grupos, los cuales fueron expuestos a1,5 M etanediol, por  10 

min (n=67), 5 min (n=51) y 1 min (n=40), luego congelados. Posteriormente 

descongelados y rehidratados en medio tamponado con HEPES lactato de sodio. La tasa 

de supervivencia de los embriones a la descongelación fue alta(91%), estos fueron 

calificados según  su aspecto morfológico, esta tasa se redujo en gran medida después 

de 2 h de cultivo (59%). 92 embriones se transfirieron a camellos receptores resultantes 

en 18 fetos viables (Skidmore and Loskutoff, 1999). 

Existe un reporte de embriones de dromedarios crioconservados por el método 

convencional con resultados de preñez relativamente bajo 32% (Nowshari and Saleem, 
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2005). Por otro lado, Skidmore congeló embriones de camellos utilizando el protocolo 

de congelación convencional con etanediol a 1.5 M exponiendo a 1, 5 y 10 min de 

equilibración, a la descongelación utilizaron 0.2 M de sacarosa para la rehidratación con 

tiempos de 5 y 10 min, obteniendo el mejor resultado a la transferencia de embriones el 

37% de fetos al diagnóstico de gestación a los 27 y 32 días a la ecografía, en el 

tratamiento de 10 min de exposición al crioprotector y a la rehidratación por 5 min 

(Skidmore et al., 2004).  

Recientemente estudiaron los diferentes métodos de congelación de embriones de 

camellos sobre la integridad de citoesqueleto del embrión y como resultado, reportaron, 

los embriones de 6 días de edad sometidos a congelación convencional con 1.5 M de 

etanediol y rehidratados con 0.2 M de sacarosa por 5 min soportan más al stress de 

congelación frente a embriones vitrificados. Logrando, el 10% embriones de categoría 

A y el 90% de embriones de categoría B sometidos a congelación lenta frente al 10% de 

embriones de categoría A, 10 % de categoría B y 50% de embriones de categoría C 

sometidos a vitrificación ( Skidmore et al., 2009).    

 

2.7. Descongelación de embriones 

El proceso de descongelación o calentamiento de las pajillas que contienen los 

embriones criopreservados, está afectado por el procedimiento utilizado en el 

congelamiento (Palomino, 2000). La descongelación debe efectuarse de manera rápida 

para impedir el crecimiento de los cristales de hielo desarrollados durante la 

congelación (Lehn-Tensen y Rall, 1983). Asimismo, un descongelamiento lento otorga 

el tiempo suficiente como para permitir la descongelación extra e intra citoplásmica lo 

que puede conducir a una baja sobrevida post-criopreservación y para evitar ello las 
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pajuelas son retiradas del Nitrógeno líquido e introducidas en baño María a 30°C 

aproximadamente (Rall y Polge, 1984). 

Las pajuelas se extraen del tanque de nitrógeno, son mantenidas al ambiente por 10s y 

son colocadas a 37 °C por 1 min. Y luego puestas en soluciones de sucrosa al 0.25 M y 

0.12 M (Huanca et al., 2011). 

La descongelación se efectúa de manera rápida, sumergiendo las pajuelas en un baño 

María a 30-35 ºC durante 20-30 S (Cabodevila et al., 1991). Pero se informó, que 

exponiendo las pajuelas al aire a 20 °C durante 10 s antes de colocarlas en baño María, 

disminuye el número de embriones que sufren ruptura de la zona pelúcida (Rall y 

Meyer, 1989). 

Rall y Fahy (1985), observaron que los mayores porcentajes de sobrevida embrionaria 

se obtuvieron cuando el calentamiento se efectuó de modo rápido (2.500°C/minuto). 

La extracción del glicerol puede efectuarse luego de retirar el embrión de la pajuela o 

dentro de la misma. En el primer caso, se la lleva a cabo en una sola etapa utilizando 

sucrosa o en forma escalonada, empleando concentraciones decrecientes de glicerol o 

una mezcla de glicerol y sucrosa en PBS (Heath, 1990). En la elección de una de estas 

opciones generalmente prima el criterio personal dado que cada una de ellas tiene 

ventajas relativas. El embrión descongelado es evaluado morfológicamente para 

eliminar aquellos con daños provocados por los procedimientos utilizados. Con esta 

técnica de extracción del glicerol se obtienen porcentajes de preñez que generalmente 

superan el 50% (Niemann, 1985). 

 

2.8. Evaluación post-descongelación de embriones 

Los embriones después de descongelarse y rehidratarse deben evaluarse, para 

descartar aquellos que sufrieron daños que imposibilitarían su viabilidad in vivo o in 
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vitro (Cabodevila et al., 1991; Palomino, 2000). Solo serán transferidos los embriones 

de grado I y grado II, por sufrir estos menos lesiones durante el proceso de 

congelación/descongelación (Niemann, 1985; IETS, 1998). 

 

2.9. Transferencia de embriones  

La transferencia de embriones se hace por el método no quirúrgico (Skidmore, 

2000). Para la transferencia, los embriones se colocan en pajuelas de 0.25 ml y se 

depositan en el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo lúteo (Huanca et al., 2011). Esta 

pajilla es cargada en la pistola de inseminación que se usa para la inseminación artificial 

de vacunos (Palomino, 2000). 

 

2.10. Diagnóstico de gestación 

El diagnóstico de gestación se realiza por ecografía (trans-rectal) a  los 14 - 24 días 

después de la transferencia, determinándose la presencia o ausencia de vesícula 

embrionaria (Huanca et al.,2011). 
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III. MATERIAL Y METODOS 

3.1 Lugar 

El presente trabajo de investigación se realizó en el Megalaboratorio de 

transferencia de embriones y criopreservación, del Centro de Investigación y 

Producción Chuquibambilla de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno; ubicado a 

una altitud de 3974 msnm, cuyas coordenadas son Longitud Oeste 70º 43´ 50”, Latitud 

Sur 14º 43´ 35”. Políticamente ubicado en el Distrito de Umachiri, Provincia de 

Melgar de la Región Puno, a 18 Km. de la ciudad de Ayaviri. 

Con el siguiente registro termo pluviométrico para el mes febrero: una media de la 

temperatura máxima de 15.1°C. El promedio de las temperaturas mínimas fue de 

4.4°C. La oscilación térmica de las temperaturas medias fue de 10.7°C. Las 

precipitaciones registraron un acumulado total mensual de 164.1 lt/m2 (SENAMHI, 

2011). 

El trabajo se realizó entre los meses de Febrero a Abril. 

 

3.2. Animales 

Se utilizaron: 

 32 alpacas, como donadoras. 

 24 alpacas, como receptoras. 

Fueron escogidas hembras de 4-5 años de edad, clínicamente sanas con experiencia de 

parto en el último año, de buena condición corporal, de buena amplitud de isquiones 

para la manipulación rectal. 

 Se utilizó 5 alpacas machos reproductores, para la monta a las donadoras.  

 Dos machos vasectomizados para la inducción de ovulación de las receptoras. 
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               3.3 Cópula 

 La cópula se realizó asignando a cada hembra donadora un macho, por un tiempo 

de 15 a 25 min. 

 Cada hembra fue marcada con pintura de color, se anotó número de    

     arete (Anexo 1). 

 

3.4.Manejo de donadoras y receptoras 

 Al séptimo día de haberse producido la cópula se llevó a donadoras y receptoras al 

Megalaboratorio, para mantenerlas en ayunas aproximadamente 15-17 horas. 

 

3.5.Ecografía: 

La ecografía de las donadoras y receptoras se realizó al octavo día post-copula. 

Procedimiento: 

 Se sujetó con cuerdas en posición cubito ventral, seguido se evacuarón las heces del 

recto y se higienizó la zona perineal. 

 Se usó ecógrafo de marca Sonovet 600 con transductor lineal de 7.0 MHz. 

 Seguido se realizó la ecografía de los ovarios izquierdo y derecho para determinar 

la presencia de cuerpo lúteo en las donadoras e iniciar con el lavado y en las 

receptoras para hacer la transferencia post-descongelación. 

 

3.6.Medio de lavado: 

Suero fisiológico a 35-37 °C, adicionado con 10% de suero fetal bovino. 
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3.7.Recolección de embriones: 

Los embriones fueron recolectados por el método no-quirúrgico al octavo día post-

copula. 

 Se introdujo la mano izquierda enguantada y lubricada por el ano para ubicar la 

cérvix. 

 Con la ayuda de la guía para inseminación artificial se introdujo la sonda Foley de 

dos vías para atravesar la cérvix y dirigirla hacia el cuerno cuyo ovario tiene el 

cuerpo lúteo. 

 Ubicado el cuerno se ancló la sonda inflando el balón con 10 a 15 Ml de aire, luego 

se retiró la guía. 

 Seguido se inyectó 4 ml de lidocaína al 2% vía epidural. Conectándose luego a la 

Sonda de doble vía en “Y” en un extremo al medio de lavado y por el otro al filtro 

colector de embriones. 

 Se dejó entrar medio de lavado por gravedad, hasta sentir turgencia del cuerno 

uterino, momento en que se cerró el clip; luego se dejó salir  el medio de lavado 

hacia el filtro colector, abriendo el respectivo clip, con la ayuda de suaves masajes. 

 Este procedimiento se repitió por tres a cuatro veces, luego se extrajo el aire del 

balón para retirar la sonda Foley. 

 

3.7.1. Búsqueda de embriones: 

 Sé dejó aproximadamente 10 mL del contenido total del filtro. Este se vació en una 

placa petri temperada a 25 °C y de base cuadriculada. Es importante enjuagar el 

interior del filtro para evitar la adhesión del embrión en las paredes. 
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 La búsqueda se hizo con estereoscopio a 20X de aumento, localizados los 

embriones se trasladaron a otra placa la cual contenía gotas de medio de 

mantenimiento, se lavó los embriones hasta por 8 veces. 

 

3.7.2. Evaluación de los embriones 

 Se evaluaron, poniendo especial atención en la zona pelúcida, blastómeros y color 

del embrión. 

 Para lo cual tomamos como referencia la clasificación hecha por Skidmore et. al. 

(2004), descrita en tabla 3. 

 Se escogieron solo embriones de Grado I, II. Estos fueron aspirados 

individualmente a una pajuela de 0.25 mL con medio de mantenimiento y se 

mantuvo en platina térmica a 22°C, hasta el momento de su congelación. 

 

3.7.3. Embriones 

Se utilizaron 24 embriones de alpacas producto de ovulación única, recuperadas al 

8vo día post-copula distribuidos de la siguiente forma: 

Tabla 4. Distribución de embriones para la congelación 

Congelación con Etilenglicol Congelación con Dimetilsulfóxido 

 

n =12 (embriones) n =12 (embriones) 

 

 Se usaron embriones de grado I y II 

GRADO I Embrión de excelente calidad. Con tamaño acorde al tiempo 

de colección. Perfectamente esférico y superficie plana. 

GRADO II Embrión bueno, con las características del grado I pero con 

algunas irregularidades en el contorno  

(Skidmore et. al., 2004). 
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3.8 Los crioprotectores 

Etilenglicol 1.5 M. 

 Se mezclaron 0.835 mL de Etilenglicol + 9.165 mL de medio de mantenimiento 

(PBS + 10% de suero fetal bovino). Luego se mantuvo refrigerado a 4°C, hasta su 

uso 

 

Dimetilsulfóxido 1.0 M.  

 Se mezclaron 0.84 mL de Dimetilsulfóxido + 9.16 mL de medio de mantenimiento 

(PBS + 10% de suero fetal bovino). Luego se mantuvo refrigerado a 4°C, hasta su 

uso. 

 

3.9. Medio de rehidratación 

Sucrosa 0.2 M 

 Se disolvió 0.342 gr de sucrosa en 10 mL de medio de mantenimiento (PBS + 10% 

de suero fetal bovino) y se refrigero a 4°C, hasta su uso. 

 

3.10. Congelación de embriones 

3.10.1. Empajillado 

Los pasos fueron: 

 Los embriones fueron expuestos a 3 mL de crioprotector dentro de una placa Petri, 

por un tiempo máximo de 10 min. Fueron aspirados rápidamente en pajillas de 0.25 

mL en el siguiente orden: 

         Esquema N° 1 Armado de la pajilla, para congelación. 

 Tapón 

de 

fabrica 

Medio de 

Mantenim. 

Aire Embrión + 

Crioprotector 

Aire Medio de 

Mantenim. 

Aire Polivinilo 

de 

Cloruro 
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3.10.2. Congelación de embriones 

La congelación fue de la siguiente manera: 

 El congelador manual previamente fue enfriado en el cuello del termo de nitrógeno 

líquido, a -6°C controlado por el termómetro K Thermocouple, (Anexo 6) 

 Las pajillas conteniendo los embriones, fueron colocadas en el congelador cuando 

este indicaba -7°C  por un 1 min. Seguido, se realizó el “Seeding” por 13 s a nivel 

de las columnas de aire, con una pinza metálica previamente sumergida en 

nitrógeno líquido (Anexo 7). Seguido, se mantuvo a -7°C por 10 min. 

 Luego, se procedió a congelar bajando la temperatura gradualmente de entre 0.5 a 

1.0 °C/min hasta -33 ó -35°C.Finalmente, las pajillas se introdujeron al tanque de 

nitrógeno líquido. 

3.11. Descongelación de los embriones 

 Se extrajeron las pajillas del tanque de nitrógeno y se mantuvieron por 8s a 

temperatura ambiente. Seguido, se sumergieron en baño maría a 32°C por 2 min. 

 Luego se vació el embrión dentro de una placa Petri, que contenía medio de 

mantenimiento más 0.2 M de sucrosa por 5 min. 

 Se llevó al embrión a otra placa Petri que contenía únicamente medio de 

mantenimiento, para su evaluación (Anexo 8). 

3.11.1. Evaluación de los embriones post-descongelación 

Se realizó con la ayuda del estereoscopio sobre platina térmica, se observaron todas sus 

estructuras, poniendo especial atención en la zona pelúcida. Tomando como referencia 

de calificación los parámetros establecidos por Skidmore (cuadro N° 2) 
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3.12. Inducción de ovulación a receptoras 

 Las receptoras fueron inducidas a ovulación mediante la cópula por 15 a 20 

minutos con un macho vasectomizado el mismo día en el que las hembras 

donadoras fueron empadradas. 

3.13. Transferencia de embriones a las receptoras 

 Los embriones se cargaron dentro de una pajuela en la misma secuencia seguida 

para congelamiento, pero en este caso solo con medio de mantenimiento.  

 Las receptoras fueron sujetadas de manera similar a las donadoras, se evacuaron las 

heces del recto se higienizó toda la zona perianal. 

 Luego se introdujo la pistola de inseminación armada con la pajilla que contenía el 

embrión descongelado y con mucho cuidado se depositó el contenido en el cuerno 

izquierdo (Anexo 10). 

3.14. Diagnóstico de gestación 

El diagnóstico de preñez en las receptoras se realizó por ecografía entre los 50 y 60 días 

post-transferencia. Se consideró, embrión viable si en la receptora a la ecografía  se 

visualizaba vesícula embrionaria con imagen anecoica y en la parte céntrica una imagen 

hipercoica. 
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  3.15. Análisis estadístico 

La sobrevivencia del embrión al proceso de congelación/descongelación y la 

viabilidad del mismo en la receptora, se evaluaron a través de la prueba de Chi cuadrado 

con corrección de Yates. 

 

 

𝑋2 =∑ =

𝐾

𝑖=1

(|𝑂𝑖 − 𝑒𝑖| − 0.5)2

𝐸𝑖
 

Dónde: 

𝑂𝑖  = Frecuencia observada. 

e1 = Frecuencia esperada. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

 

4.1 Sobrevivencia de embriones a la congelación 

    Se consideró embriones sobrevivientes a todos aquellos embriones descongelados 

que tenían una forma perfectamente esférica y simétrica, con una zona pelúcida intacta 

sin daño aparente, con superficie lisa y uniforme, de color continuo y sin manchas 

oscuras en su superficie (Skidmore et. al., 2004; IETS, 1998). 

 

Tabla 5 Porcentaje de sobrevivencia embrionaria al proceso 

decongelación/descongelación  

 

EMBRIONES 

CRIOPROTECTORES 

Etilenglicol DMSO 

Frescos  12 12 

Descongelados  12 08 

Sobrevivencia (%) 100% 66.7% 

 

La tabla 5. muestra los resultados de sobrevivencia embrionaria al proceso de  

congelación-descongelación, donde los embriones congelados con Etilenglicol 

sobrevivieron al 100% y los congelados con Dimetilsulfóxido sobrevivieron en un 

66.7%, estos resultados sometidos al análisis estadístico de Chi Cuadrado con 

corrección de Yates indican que, no existe diferencia estadística (p≥0.05). 

 

Asimismo, se pudo observar que algunos de los embriones de  Grado I y II, 

congelados con Etilenglicol, se descongelaron y se categorizaron en embriones de 

Grado III y IV. Similar a lo sucedido con embriones congelados con DMSO (Anexo 

12). 
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El  bajo porcentaje de sobrevivencia de los embriones congelados con Dimetilsulfóxido, 

se debería a la ligera toxicidad que este crioprotector produce en la zona pelúcida 

(Bouysson y Chupin 1982), debido a su mayor peso molecular 78.13 g/mol, con 

respecto al Etilenglicol 62.07 g/mol, (Sigma Chemical), lo que explica el bajo índice de  

permeabilidad celular que tiene con respecto al Etilenglicol, por tanto la incapacidad de 

salir del interior del embrión con rapidez y así evitar daños post-descongelación. Es por 

ello destacar que el Etilenglicol se convirtió en un crioprotector de primera elección 

para la criopreservación de embriones (Skidmore and Loskutoff, 1999). Por otro lado, 

es importante indicar que no se consideró medir el tamaño de los embriones. Ya que, 

Hay una tasa de enfriamiento óptima para cada tipo de célula, esta depende del tamaño 

de la célula, su relación superficie/volumen, su permeabilidad al agua y el coeficiente de 

permeabilidad del crioprotector a determinadas temperaturas (Leibo, 1989; Schnaider y 

Mazur, 1984). 

 

Los resultados del presente trabajo, con respecto al porcentaje (100%) de 

sobrevivencia de embriones de alpaca post-descongelación con etilenglicol 1.5 M, son 

superiores a los encontrados por Huanca et al, (2011) en embriones de llama, quien 

reporta 62% de sobrevivencia post-descongelación con 10% de etilenglicol, esta 

diferencia se debe a que usó una tasa de congelación muy lenta 0.12 °C/min/ 3 h, 

seguido, 5 °C hasta -20 °C, para finalmente sumergir las pajuelas en nitrógeno líquido, 

esto ocasionó una entrada muy lenta de los crioprotectores permeables a la célula 

consiguientemente se logró una deshidratación muy lenta, lo que produjo formación de 

hielo intracelular (Fair et al., 2001).La membrana celular es muy sensible a 

refrigeración y ésta a menudo es  dañada durante la criopreservación (Zeron et al. 

2002). 



27 

 

Respecto a la calidad de los embriones Huanca et al, (2011) con 10% Etilenglicol, 

congelaron embriones 10/Grado I y 01/de Grado II, a la descongelación  reporta, 

4/Grado I  y 7/Grado II, es decir disminuyeron su calidad en una relación de 6/11, 

similar a lo encontrado en el presente trabajo, para EG 3/12 y para DMSO 7/12. 

Skidmore (2009), observo un descenso en la calidad embrionaria post congelación-

descongelación por el método lento con 10% de Etilenglicol, esta fue en una relación de 

11/12. Este cambio de morfología, estaría dada porque, uno de los componentes 

celulares que a menudo se dañan durante la criopreservación es el citosqueleto 

(Dobrinsky et al.2000).  

 

     La sobrevivencia embrionaria, como la categorización post descongelación están 

directamente relacionadas a la formación de cristales de hielo intra y extracelular, que 

puede producirse a consecuencia de las tasas de descenso térmico muy altas, donde el 

agua intracelular no tiene el tiempo suficiente para alcanzar el medio extracelular, se 

sobre enfría, alcanza temperatura de nucleación y finalmente se cristaliza dentro del 

citoplasma. Por otro lado si la tasa de ascenso térmico durante la descongelación no es 

lo suficientemente rápida, es posible que se produzca hielo intracelular como 

consecuencia de un nuevo pasaje a través de la temperatura de nucleación o crecimiento 

de pequeños cristales que pueden haberse generado durante el enfriamiento, esto puede 

producirse además, por un desequilibrio entre la concentración del crioprotector y la 

tasa de descenso térmico (Kasai et al., 2002; Mazur, 1963), sobre todo cuando no se 

ajustan adecuadamente la tasa de ascenso y descenso de temperatura (Mucci et al., 

2006). Los daños no solo se producen en organelas intracelulares,  Considerando que el 

colesterol está presente en la membrana plasmática, donde su nivel y la proporción  con 
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los fosfolípidos determinan en gran medida su fluidez y así su sensibilidad a la 

refrigeración (Horvath y Seidel 2006). 

Otro factor a considerar en la obtención de estos resultados es el hecho de que se 

usó un congelador manual. 
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4.2 Viabilidad de los embriones post descongelación 

Se consideró embriones viables a todos aquellos embriones que luego de 50-60 días 

post-transferencia, muestra a la ecografía una vesícula embrionaria con imagen anecoica 

y en la parte céntrica una imagen hipercoica (Huanca et al, 2011). 

 

Tabla 6. Embriones transferidos a receptoras y recetoras  preñadas 

OBSERVACIONES CRIOPROTECTOR 

Etilenglicol DMSO 

Embriones descongelados 

transferidos a las receptoras. 

12 8 

Receptoras  preñadas 7 3 

 

Viabilidad 

Tasa de preñez (%) 

58.3% 37.5% 

 

 

La tabla 6 muestra los resultados de la viabilidad de los embriones descongelados 

transferidos a las receptoras. Donde los embriones congelados con Etilenglicol tuvieron 

una viabilidad del58.3% y los embriones congelados con Dimetilsulfoxido tuvieron un 

37.5% de viabilidad, estos resultados sometidos a análisis de Chi Cuadrado con 

Corrección de Yates indican que, no existe diferencia estadística  (p≥0.05). 

 

Skidmore et al. (2004) reporta un 32% de viabilidad post-descongelación de 

embriones de Camellos Dromedarios expuestos  de 1 a 10 min. a 1.5M de Etilenglicol. 

Estos resultados son inferiores a los encontrados en el presente trabajo, porque el 

tiempo de exposición al Etilenglicol es muy prolongado, este excesivo tiempo de 

contacto hace que el crioprotector  altere el equilibrio osmótico y la membrana celular 

del embrión (Bouysson y Chupin 1982).De manera similar, Nowshari et al.  (2005) 

reporta un 8% de viabilidad embrionaria con 7.0 M Etilenglicol. Las razones por las 
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cuales estos resultados difieren con los encontrados en el presente trabajo son, porque 

durante la criopreservación, las células son expuestas a mucho estrés, mecánico, 

térmico, y químico (Meryman, 1971), que  comprometen las funciones celulares y la 

muerte de esta (Mazur et al., 1972). Un hecho crucial para la viabilidad de los 

embriones, es que, las interrupciones más críticas a las funciones del núcleo celular se 

producen durante la deshidratación y congelación (Van Blerkom, 1989). Los daños 

celulares por congelación se influencian principalmente por la formación de cristales de 

hielo intracelular y el efecto solución, donde el primero es el principal responsable de la 

muerte celular por congelación, lo que se debe a la deshidratación inadecuada, y el 

segundo se produce por la separación de los cristales del agua pura del resto de la 

solución (Celestinos y Gatica, 2003). 

 

Huanca et al, (2011), reporta un 69% de preñez a la evaluación ecográfica a los 30 días 

post-transferencia de embriones frescos. Asimismo, Palomino et al., (1996a; 1996b)  

obtuvo un 65%  (13/20) de preñez por transferencia de embriones frescos en alpacas, 

por la vía transcervical, y por transferencia vía laparoscópica obtuvo un 100%  (10/10) 

de preñez, respectivamente. Gatica et al., (1994), reportó un 100% de preñez (1/1) en 

transferencia de embriones frescos en llamas, Palomino (2000). Asimismo Aller y 

Rebuffi (2002), realizó la transferencia de embriones frescos de llamas producto de 

superovulación encontrando una tasa de preñez de 33%. Estos resultados son superiores 

a los que se obtuvo en el presente trabajo para embriones congelados (58.3%) para EG, 

(37.5%) para DMSO. 

Las razones exactas por las cuales se reduce la viabilidad de los embriones no están bien 

definidas pero es probable que se relacione al efecto osmótico directo o indirecto a la 

exposición de los agentes crioprotectores, al respecto estudios han determinado que la 
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exposición a algunos agentes crioprotectores, seguido de criopreservación reduce la 

sobrevivencia embrionaria mediante la interrupción irreversible de elementos del 

citoesqueleto como microfilamentos y microtubulos (Roche et al., 1993) en embriones 

de vacunos, y en embriones de equinos (Tharasanit et al., 2005).  

 

Los datos obtenidos en el presente trabajo de investigación, nos demuestran que son 

viables los embriones transferidos post-descongelación, pero estos datos son muy 

variables lo que nos hace sugerir que la pérdida embrionaria se debe a factores ajenos a 

la transferencia. Ligadas al manejo adecuado de donantes y receptoras (Skidmore et. al., 

2004). Las hembras receptoras no tuvieron un trato especial ni diferenciado estas 

estuvieron sometidas a un manejo común a hembras de majada general, haciendo largos 

recorridos antes y después de la transferencia de embriones, fueron desparasitadas con 

antiparasitarios orales y pasaron por la campaña de baños, estos pudieron ser 

determinantes en la obtención de los resultados que se obtuvieron. Un aspecto a 

considerar también, son las lesiones que se producen por efecto de los crioprotectores 

como el Dimetilsulfoxido y las temperaturas de congelación, los cuales causan lesiones 

en membrana, citoesqueleto y organelas celulares (Skidmore et al,. 2009). Los cuales no 

fueron motivo de estudio en este trabajo.  

Estos aspectos de manejo indirectamente determinan el desarrollo embrionario en la 

receptora y por ende su viabilidad y se reflejan en los resultados obtenidos. 
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V. CONCLUSIONES 

 Aplicando la congelación en embriones de alpaca se obtuvo la  sobrevivencia del 100% 

de los embriones congelados con Etilenglicol, no existiendo diferencia estadística 

frente a los embriones congelados con Dimetilsulfóxido 66.7%, (p≥0.05). 

 La viabilidad embrionaria post transferencia de embriones congelados con Etilenglicol 

fue 58.3% no existiendo diferencia estadística frente a los embriones congelados con 

Dimetilsulfóxido37.5%. (p≥0.05). 
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VI. RECOMENDACIONES 

 Congelar embriones de alpaca con el método estándar utilizando como 

crioprotector el Etilenglicol. 

 Realizar un manejo adecuado de receptoras y donadoras. 
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Anexo 1. 

Las fotografías muestran la cópula de las hembras donadoras debidamente 

enumeradas, con machos. 
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Anexo 2. 

Se observa la evacuación de heces e higienización de la zona perineal de donadora 

 

 

 

 
 

 

 

Ecografía de  Donadora, ubicando la posición del cuerpo lúteo. 
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Anexo 3. 

Inserción de sonda Foley por manipulación recto-vaginal, para realizar el lavado de 

embriones. 

 
 

Filtro colector de embriones recepcionando medio de lavado, proveniente de cuerno 

uterino. 
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Filtro colector conteniendo medio de lavado listo para ser vaciado en placa petri. 

 

 

 
 

 

Enjuagado de filtro colector con medio de lavado para evitar adherencia de embrión a 

paredes y base 
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Anexo 4.  

Búsqueda de embriones en placa petri de base cuadriculada, bajo el lente del estereoscopio 

a un aumento de 20X. 

 

 
 

 

Embrión (Blastocisto) de Grado I, zona pelúcida sin irregularidades en su contorno y 

superficie sin manchas. 
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Anexo 5. 

Pajilla conteniendo embrión en medio de congelación separadas por columnas de aire del 

medio de mantenimiento. 

 

 
 

 

Anexo 6. 

Calibración del congelador, en el cuello de termo con nitrógeno líquido. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

 

 

Anexo 7. 

“Seeding” con pinza metálica enfriada en nitrógeno líquido.  

 

 
 

 

Anexo 8. 

Descongelación de embriones en baño María a 37 °C 
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Anexo 9.  

Embriones en proceso de rehidratación, zona pelúcida arrugada sin interrupciones en su 

contorno 

 

 
 

 

Embrión deshidratado por efecto del crioprotector, zona pelúcida intacta sin daño aparente. 
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Embrión de Grado IV, zona pelúcida rota, recomiendan no transferir embriones con este 

tipo de daños. 

 
 

 

Embrión descongelado y rehidratado, categorizado en Grado I, completamente esférico, 

zona pelúcida sin daño, color uniforme de la superficie sin manchas. 
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Anexo 10. 

Transferencia de embrión descongelado a receptora. (Con pistola de inseminación usada 

para vacunos). 

 
 

 

Anexo 11.  

Imágenes que muestran ecografía de cuerno uterino de hembra receptora, se visualiza 

vesícula embrionaria. 
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Anexo 12.  

Categorización de embriones antes y después de congelación/descongelación  

 

 

 Etilenglicol Grado DimetilSulfóxido Grado 

Embriones 

Frescos 

 

12 

  

12 

 

Congelados 8 I 9 I 

4 II 3 II 

 

 

Descongelados 

 

6 I 4 I 

3 II 1 II 

2 III 3 III 

1 IV 4 Se 

destruyeron 
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Anexo 13. Registro de Donadoras. 

N° N° ARETE OVARIO 

DERECHO 

OVARIO 

IZQUIERDO 

EMBRIONES 

01 $ 232.3F  C/L Mórula 

02 8$ 285 F  C/L Blastocito congelable 

03 A145.7  C/L Nada 

04 6$ 166 E  C/L Blastocito congelable 

05 4$H 67 E  C/L Blastocito congelable 

06 S/A (2)  C/L Nada 

07 4$ 18 D C/L  Blastocito congelable 

08 4$ H 54 E Folículos Folículos  

09 6$ 157 E  C/L  Blastocito congelable 

10 5$ 157 E   C/L Blastocito congelable 

11 6$ 050 D  C/L Blastocito congelable 

12 6$ 071 D C/L  Blastocito congelable 

13 05$ 4123E C/L  Blastocito congelable 

14 S/A (3) C/L  Blastocito congelable 

15 4$$ 64 F  C/L Nada 

16 9$ 214 E C/L  Blastocito congelable 

17 9$ 290 F  C/L Blastocito congelable 

18 9$ 94 E C/L  Blastocito congelable 

19 X 01.9 C/L  Blastocito congelable 

20 8$ 166 E Folículos Folículos Nada 

21 9$ 69 E  C/L Blastocito congelable 

23 6 $H 67 E  C/L Blastocito congelable 

24 6 $ 129 E C/L  Blastocito congelable 

25 8 $ 243 E  C/L Blastocito congelable 

26 16 $ 91 E C/L  Blastocito congelable 

27 S/A C/L  Nada 

28 4$H 235 F  C/L Blastocito congelable 

29 7 $ 0019 E  C/L Blastocito congelable 

30 S/A C/L  Blastocito congelable 

31 01 $ 103 F  C/L Blastocito congelable 

32 $ 223.3 E  C/L Blastocito congelable 

 


