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OPTIMIZACION DE METODOS DE
CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES
BOVINOS Y OVINOS

La criopreservacion de embriones se ha transformado en una practica importante
dentro de los métodos de reproduccion asistida en diversas especies animales.
La sensibilidad de los embriones a la criopreservacién difiere de acuerdo a

variables, tales como la especie, el estadio de desarrollo y el origen del embridn.

El objetivo del presente trabajo ha sido adaptar las técnicas de criopreservacién
estandar para ser usadas en embriones bovinos y ovinos producidos in vivo e in
vitro. Para ello se realizaron evaluaciones post criopreservacién cultivando los
embriones. Los tratamientos que mostraron mejores resultados in vitro fueron

seleccionados para las evaluaciones mediante transferencias.

Los resultados muestran que: 1) las soluciones de criopreservacion formuladas
con etilenglicol tienen mayor habilidad para conservar los embriones que
aquellas que contienen glicerol o propilenglicol, 2) el agregado de bajas
concentraciones de sacarosa en las soluciones de incorporacion y en las de
remocién del crioprotector es beneficioso, 3) la transferencia directa de
embriones bovinos producidos in vivo permite alcanzar tasas de éxito similares a
los métodos que involucran varios pasos de remocion, esto, sumado a su
simplicidad, lo hace un método practico para ser aplicado en condiciones de
campo, 4) la vitrificacion es un método aceptable con resultados comparables al
congelamiento lento, 5) los embriones producidos in vitro tienen tasas de éxito
menores que los producidos in vivo, 6) los terneros y los corderos provenientes

de embriones producidos in vitro tienen alto peso al nacimiento, esto provoca un



aumento en los partos distécicos. La menor tasa de éxito y el alto peso al nacer,

limitan el empleo de los embriones producidos in vitro en sistemas productivos.

La evidencia obtenida en este trabajo nos permitié adaptar los protocolos de
criopreservacion para cada especie y tipo de embrion estudiado, obteniendo la
maxima eficiencia en el proceso de criopreservacion con las herramientas

disponibles en la actualidad.

Palabras clave: Bovinos, ovinos, congelamiento lento, vitrificacidén, glicerol,

etilenglicol, propilenglicol, sacarosa, fertilizacién in vitro



ADAPTATION OF CRYOPRESERVATION METHODS
FROM BOVINE AND OVINE EMBRYOS

Embryo cryopreservation has become an important technique within the methods
of assisted reproduction in diverse animal species. Embryo sensitivity to
cryopreservation differs according to several variables, such as the species, the

stage of development, and the embryo origin.

The aim of this study was to adapt standard cryopreservation protocols to in
vivo- and in vitro-produced bovine and ovine embryos were used; to this end,
post-cryopreservation assessments were made by culturing the embryos. The
treatments that yielded the best results in vitro were selected for evaluation

through transfer.

The results show that: 1) cryopreservation solutions containing ethylene glycol
have a greater ability to preserve embryos than those containing glycerol or
propylene glycol, 2) addition of sucrose in a low concentration to both
cryoprotectant addition and removal solutions has a beneficial effect, 3) direct
transfer of in vivo-produced bovine embryos achieves success rates similar to the
methods that involve several removal steps in the laboratory, which, along with
its simplicity, makes it a practical method to be applied in field conditions, 4)
vitrification is an acceptable method comparable to conventional slow freezing,
5) in vitro-produced embryos have lower success rates than in vivo- produced
embryos, 6) calves and lambs from in vitro-produced embryos have a high birth
weight, which causes an increase in dystocial parturition rates. Both conditions,
low pregnancy rates and high birth weights, limit the use of these type of

embryos in production systems.



The results of the present study have allowed us to adapt cryopreservation
protocols for each species and type of embryo studied, in order to achieve the

highest efficacy in the cryopreservation process using the currently available
tools.

Key words: Bovine, ovine, slow freezing, vitrification, glycerol, ethylene glycol,

propylene glycol, sucrose, in vitro fertilization
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ABREVIATURAS

AA = Antibidtico-antimicético

BME = Aminoacidos esenciales

BSA-FAF = Albumina sérica bovina fraccion V libre de acidos grasos
COCs = Complejo Cumulus-Oocito

DPBS = Solucién buffer fosfato salina de Dulbecco

DS = Desvio estandar

Eg = Etilenglicol

FAO = Organizacidon Mundial para la Alimentacion

FSH = Hormona foliculo estimulante

Gli = Glicerol

GnRH = Hormona liberadora de gonadotrofinas

i.m. = Intramuscular

i.v. = Intravenoso

ICSI = Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides
IVM = Maduracion in vitro

LH = Hormona luteinizante

LN, = Nitrégeno liguido

MAP = Acetato de medroxiprogesterona



MEM = Aminoacidos no esenciales

pFSH = FSH porcina

Pg = Propilenglicol

PMSG = Gonadotrofina sérica de yegua prefiada
Sac = Sacarosa

SFB = Suero fetal bovino

SOFm = Synthetic Oviduct Fluid modified

TCM 199 = Tissue Culture Medium 199

UI = Unidades internacionales



1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. LOS EMBRIONES

Se estima que al momento del nacimiento una hembra bovina u ovina poseen un
promedio de 150,000 foliculos primordiales (Diancourt y col., 1993). Aunque
cada uno de esos foliculos tiene el mismo potencial de crecimiento durante la
vida reproductiva del animal adulto y la misma posibilidad de generar un
descendiente de la especie, la mayoria de ellos degenera (99,9%). Sdélo un
nimero limitado de esos foliculos finalmente ovulara, sera fertilizado y producira
un embrion. Es por ello que en las ultimas décadas se han desarrollado varias
técnicas para potenciar la capacidad reproductiva de estas especies a través del

aumento en el niumero de embriones capaces de generar una cria.

1.1.1. Fisiologia del desarrollo embrionario
Funcion ovarica

La principal funcion del ovario en los mamiferos es regular el uso de la reserva
de oocitos hasta su agotamiento. De toda la masa de foliculos en crecimiento,
s6lo unos pocos llegardn a la ovulacion (liberacion de la gameta femenina)

mientras que la mayoria irdn a la atresia.

Otra funcién del ovario es el de preparar el Utero para recibir al embrién durante
la implantacién, gracias a la transformacién del foliculo ovulatorio en un cuerpo
IUteo. Si no hay fertilizacion el cuerpo lUteo sufre regresion, la cual es seguida

por el crecimiento de un nuevo foliculo ovulatorio y una nueva ovulacién.

El oocito es una célula de gran tamafo, con escasa irrigacién directa, hecho que
provoca su total dependencia de las células de la granulosa que lo rodean para

satisfacer sus requerimientos funcionales.



Las células germinales primordiales o gonocitos se diferencian tempranamente
durante el desarrollo embrionario y emigran a la zona de los érganos genitales.
Crecen y se dividen por mitosis para formar ovogonias, células que presentan un
gran nucleo y poco citoplasma de apariencia granular. Esta proliferacion celular
es maxima en la etapa media de la vida fetal, declinando luego hasta el
nacimiento. La caracteristica sobresaliente de las ovogonias es la presencia de
puentes citoplasmaticos intercelulares que permiten la comunicacidén entre ellas,

ya que existe continuidad citoplasmatica.

Las ovogonias comienzan a trasformarse para dar lugar a los oocitos primarios:
Aumentan su tamafio, se acumula matriz citoplasmatica y organelas. Esta

transformacion ocurre en la mayoria de los mamiferos durante la vida fetal.

El oocito primario realiza la primera division meidtica, luego de la cual su nucleo
estd listo para entrar en una etapa relativamente inactiva por tiempo
indeterminado. La division meidtica no se reanudara hasta alcanzar la madurez
sexual. El oocito en reposo presenta un gran nucleo excéntrico. Durante este
periodo sigue el aumento en el nuimero y la complejidad de las organelas

citoplasmaticas.

Cuando el oocito se rodea completamente de células foliculares, su superficie se
hace mas irregular debido a que comienza a enviar prolongaciones hacia las
células foliculares vecinas y aparecen microvellosidades. Las membranas del
oocito y de las células foliculares se encuentran muy proximas e incluso en
ciertos puntos pueden observarse engrosamientos que parecen unirlas.
Comienza a ponerse en evidencia la estrecha vinculacion entre oocito y células

foliculares que mencionamos al comenzar esta seccion.

En el momento de la madurez sexual la Hormona Foliculo Estimulante (FSH)
desencadena el proceso de maduracion del oocito y del foliculo primordial. Entre
las membranas plasmaticas del oocito y de las células foliculares comienza a
formarse la zona pellcida, la cual estd compuesta por glicoproteinas, y sera la

encargada de dar especificidad de especie al proceso de fertilizacion.



Cuando el foliculo primario se trasforma en foliculo secundario se completa la
formacién de la zona pellcida. Los cambios citoplasmaticos en el oocito son
practicamente nulos, pero dentro del ndcleo se reasume la primera division
meiodtica, como consecuencia de la cual el oocito primario se trasforma en oocito
secundario originando el primer corpusculo polar, que permanece retenido entre

la membrana plasmatica y la zona pelucida.

Al acercarse el momento de la ovulacién aparece entre la membrana plasmatica
del oocito y la zona pelldcida un espacio que se llena de un liquido semejante al
licor folicular: La cavidad perivitelina. Ademas, desaparecen las
microvellosidades de la membrana plasmatica y los procesos citoplasmaticos de

las células foliculares.

El foliculo mas pequefio que se encuentra en el ovario es el foliculo primordial,
formado por el oocito rodeado por células de la granulosa aplanadas. Cuando
este adquiere una capa completa de células cubicas alrededor del oocito, se
transforma en intermediario, y finalmente en un foliculo primario. La aparicién de
una segunda capa de células de la granulosa caracteriza al foliculo secundario.
Los foliculos primordiales, intermediarios y primarios son los componentes del

almacenamiento ovarico que serd usado mas tarde durante la vida.

En un foliculo secundario grande, se puede detectar la formacion de la zona
pelucida alrededor del oocito. Cuando puede detectarse la teca interna formada
por células epiteliales, el foliculo secundario se transforma en preantral. En este
estadio, se pueden distinguir los receptores de la Hormona Luteinizante (LH) y
FSH en la teca y la granulosa, respectivamente. Por lo tanto las gonadotrofinas

ya pueden modular su crecimiento.

La transformacion del foliculo secundario en antral estd determinada por la
formacion del antrum, cavidad llena de liquido folicular que contiene el oocito y
las células foliculares. El foliculo antral posee en la periferia la teca externa y
hacia el interior la teca interna con la [dmina basal en el limite con la granulosa.
Rodeando al oocito se encuentra un grupo especializado de células de la

granulosa denominadas células del cumulus. El oocito queda rodeado por una



delgada capa de células foliculares, la corona radiata, ubicdndose
excéntricamente dentro del foliculo y anclado a la pared de éste en un punto, el

cumulus oophorus (Figura 1).

Figura 1. Foliculo antral de bovino con el oocito primario fuertemente adherido a las

células de la granulosa (de Gordon, 1996).
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En el momento de la ovulacién el 6vulo y las células de la corona radiata se
desprenden de la pared del foliculo, mientras que el liquido que escapa del
antrum arrastra el dvulo a la superficie del ovario. En ese momento es capturado
por la fimbria en el extremo de la trompa y comienza el camino a lo largo de la

misma hasta el Gtero.

Una vez en la trompa comienzan en el nucleo los preparativos para la segunda

division meidtica, que se completa durante la fertilizacién y que lleva a la



expulsion del segundo corpusculo polar. Los restos del foliculo, células foliculares
y de la teca se diferencian por accion de la LH y se trasforman en células
luteinicas, constituyendo el cuerpo luteo o amarillo, activo secretor de la
progesterona que ayuda a mantener el embarazo. En caso de no haber

implantacion, se produce la regresion del cuerpo liteo.

Por accién de la LH, las células del foliculo maduro secretan progesterona. Esta

actla a su vez a dos niveles diferentes:

1- Sobre los fibroblastos de la teca externa estimulando la secrecion de enzimas

proteoliticas que provocan la colagendlisis y la destruccion de mucopolisacaridos.

2- Sobre los mastocitos, originando una gran descarga de histamina cuyo efecto
vasodilatador de arteriolas y constrictor venoso causa un gran aumento de la

presion intracapilar que lleva a un estado de hiperemia.

Ambos fendmenos conducen a una pérdida de elasticidad del foliculo,
acompafnada de flujo de plasma hacia su interior. Cuando el aumento en el
volumen intrafolicular no puede ser sostenido por la pared del foliculo, ésta se

rompe y permite asi la extrusién del évulo maduro.

Por otra parte, la LH induce al activador de plasmindgeno y provocando la
liberacién de plasmina, enzima proteolitica que coopera en los procesos liticos

mencionados.

Finalmente, y también por accién de la LH, se sintetizan prostaglandinas en el
ovario, que favorecen la contraccidén de las células musculares de la teca externa,
de modo tal que el oocito es expulsado por la zona de menor resistencia de la

pared folicular, ya debilitada por la accidon de enzimas liticas.

Fertilizacion

Mientras que el oocito permanece inactivo desde el momento de la ovulacion y es

activado por la fertilizacion para completar su segunda division meidtica, el



espermatozoide eyaculado debe sufrir modificaciones durante su transito por los
organos genitales femeninos que le permitiran fertilizar al oocito. Este proceso es

denominado "capacitacion".

La capacitacidon ocurre mientras el espermatozoide recorre la cavidad uterina y el
oviducto, mediada por la existencia de factores especificos uterinos y tubarios.
Dentro del proceso de capacitacion podemos reconocer dos fases: La activacion y

la reaccion acrosomica.

La activacién se define como el cambio en la motilidad del espermatozoide que
ocurre durante su transito por el aparato genital femenino. El espermatozoide
activado presenta mayor motilidad que el espermatozoide eyaculado. Este
fendmeno se produce gracias a los cambios en la permeabilidad de la membrana
del espermatozoide y al aumento de la entrada de Ca®* a su interior (Brackett y
Zuelke, 1993).

La reaccion acrosdmica ocurre durante la fase final de la capacitacion en la
vecindad del oocito. Este proceso consiste en la pérdida de la membrana
plasmatica y la membrana acrosdmica externa subyacente, como resultado de
alteraciones de la membrana plasmatica (pérdida de proteinas de superficie,
formacién de lisofosfatidos por accién de fosfolipasas, disminucion del colesterol)
que desestabilizan su estructura (Parrish y col., 1989). Esto unido al influjo de
Ca®* determina la fusion de las membranas plasmatica y acrosdmica externa,

con formacion de vesiculas que se desprenden del espermatozoide.

La reaccién acrosdmica tiene por objeto permitir la liberacion de las enzimas
contenidas en el acrosoma, principalmente la hialuronidasa, la cual cumple la
funcion de dispersar las células del cumulus oophorus, y de exponer la
membrana acrosémica interna. En esta membrana se localiza la acrosina,
peptidasa responsable de hacer posible la penetracion del espermatozoide a

través de la zona pelucida.

Al ocurrir esta reaccion comienzan a ponerse en juego los mecanismos de
reconocimiento de gametas que determinan la especificidad de la fertilizacion. El

espermatozoide se une a la zona pelicida por su regidon acrosomica,



presumiéndose que en ella se localiza el sitio de reconocimiento, mientras que la
fusion de la membrana vitelina del oocito con la membrana plasmatica del
espermatozoide tiene lugar por la region posacrosdmica de la cabeza del

espermatozoide (la zona delimitada por el segmento ecuatorial y el cuello).
Dentro del proceso de fertilizacion podemos reconocer tres etapas:

1) Reconocimiento y unidon de las gametas: La unién es rapida y se produce a
través de la zona pelucida y la region acrosémica. En estado avanzado es
practicamente irreversible y muy especifica. El proceso es mediado por la
interaccion del tipo “receptor-ligando” entre estructuras presentes en ambas
células, la interaccion del factor de la zona peliucida con el receptor del
espermatozoide y la consiguiente inhibicion competitiva de su interaccion con el

oocito.

2) Fusién de membranas y penetracion: El espermatozoide atraviesa la zona
pelicida por la accién combinada de su motilidad y de la acrosina y hace
contacto con la membrana vitelina. Las microvellosidades del oocito rodean la
cabeza del espermatozoide y se inicia la fusién por el segmento posacrosémico
de la membrana plasmatica del espermatozoide. Completado este proceso, se
encuentra el nucleo del espermatozoide rodeado por el citoplasma conformando

el “cono de fertilizacion".

3) Reacciones de prevencion de la polispermia: Una vez que el oocito ha sido
penetrado por un espermatozoide, se desencadenan una serie de reacciones que
tienen por objeto impedir la entrada de otros espermatozoides, ya que la

polispermia es habitualmente letal para el cigoto.

El mecanismo de prevencién de la polispermia se inicia mediante la reaccién
cortical, como consecuencia de la cual se producen las reacciones de zona y

vitelina.

La reaccion cortical consiste en la exocitosis de los granulos corticales ubicados
por debajo de la membrana vitelina, dando como resultado la expulsiéon de su

contenido al exterior y el agregado de sus membranas a la membrana vitelina. El



contenido de los granulos corticales es rico en componentes con actividad
enzimatica similar a la tripsina. La protedlisis producida altera las glicoproteinas

de la zona pellcida, modificando los receptores para espermatozoides.

El conjunto de modificaciones de la zona peldcida, como resultado de la
exocitosis de los granulos corticales se denomina "reaccién de zona". La cual

ocurre aproximadamente a los 15 min de producida la fertilizacidn.

La insercion de la membrana de los granulos corticales en la membrana vitelina
produce una disminucién de la fluidez de la misma. A estos cambios en la
composicion y caracteristicas de la membrana se le suma el efecto de las
enzimas proteoliticas liberadas por los granulos corticales que alteran las
proteinas de superficie, entre las cuales se hallan los factores de reconocimiento
para el espermatozoide. Este conjunto de modificaciones se denomina "reaccion

vitelina" y tiene lugar entre 2 y 3 h después de la fertilizacion.

Desarrollo embrionario

El cigoto formado luego de la fertilizacién se divide en 2 blastémeras
comenzando la segmentacion, la cual continua durante el transito del embridn
dentro del oviducto y después en el Utero. En el estadio de 8 células el tamafio

de las blastdmeras comienza a disminuir.

El pasaje del embrion desde el oviducto al Utero tiene lugar a los 4 dias de la
aparicion del estro, en el estadio de 16-32 células, denominado moérula en
compactacion. Aqui las blastomeras individuales son dificiles de identificar una

de otra y la masa celular ocupa la mayor parte del espacio perivitelino.

El 5° dia, las blastbmeras son mas numerosos (mas de 48 células) y coalecen,
formando una masa compacta, este es el estadio denominado morula
compacta. El embrion ocupa el 60-70% del espacio perivitelino y su diametro

aproximado es 150 uym.
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El 6° dia se diferencian dos tipos celulares: Las células de la masa celular que en
un futuro desarrollaran el feto y las células del trofoblasto que rodean la
incipiente cavidad en formacién: El blastocele. EIl embrién se convierte en

blastocisto temprano y posee alrededor de 100 células.

El tamafo del blastocele comienza a aumentar, lo cual es acompafiado por el
adelgazamiento de la zona pellucida. Se produce la desapariciéon del espacio
perivitelino y un aumento dramatico del diametro del embrién (1,2-1,5 x) que
llega a medir 200-230 um y posee unas 200 células, alcanzando el estadio de
blastocisto expandido. En este estadio, las membranas del trofoblasto, que
produciran después las membranas fetales de la placenta, se sitlan en la
periferia del blastocele. La masa celular se sitla en uno de los polos del embridn
para constituir el botdn embrionario. El nimero relativo de células de la masa
celular interna con respecto a las células del trofoblasto se encuentra en relacion

1:2 (Skrzyszowska y Smorag, 1989).

Al finalizar la fase de expansion (8° dia), se producen contracciones perioddicas
en el blastocisto, la zona pellcida muy debilitada se fisura y permite en ese

momento la salida del embridn.

Después de ser liberado de la zona pellcida, el embrién posee unas 500 células y
aumenta de tamafo para llegar a un diametro aproximado de 500 ym en el 9°
dia; seguidamente entra en una fase de elongacién. En este estadio el
trofoblasto produce numerosas proteinas, entre ellas la trofoblastina que se
opone a la actividad luteolitica de la prostaglandina F2alfa. El mantenimiento de
la secrecion de progesterona por el cuerpo luteo permitird la continuidad de la
gestacion (Betteridge y Flechon, 1988; Lonergan, 1992; Mannaerts, 1986;
Ushijima y col., 1988).

A continuacion se observa una serie fotografica con los diferentes estadios por

los que atraviesa el embridon de mamifero antes de la implantacion (Figura 2).
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Figura 2. Desarrollo embrionario desde el oocito maduro hasta el blastocisto eclosionado.

Foto 1 - Oocito maduro Foto 2 - Oocito fertilizado

Foto 3 - Embrion de 8 células Foto 4 - Mérula compacta

Foto 5 — Blastocisto temprano

Foto 7 - Blastocisto eclosionando Foto 8 - Blastocisto eclosionado
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Implantacion

Bajo la influencia de los altos niveles de progesterona, durante la fase IUtea del
ciclo ovarico, disminuyen las contracciones uterinas. Esto permite que el
blastocisto se adhiera a la superficie del endometrio (revestimiento uterino).
Después de ello el trofoblasto emite prolongaciones que invaden el endometrio
por digestion enzimatica de los tejidos en busca del aporte sanguineo (Figura 3).
Luego, a medida que el mesodermo se une con el trofoblasto para formar el
corion, se inicia un sistema real de vasos. Este es el comienzo de la parte fetal
de la placenta, que proporciona nutrientes para el embrion y permite la
eliminacion de desechos hacia la circulacion materna. Por otra parte, la placenta

produce las hormonas necesarias para la conservacion del embrién en el Gtero.

Los tejidos maternos reaccionan a la implantacién del embrién formando una
barrera de aspecto inflamatorio en torno al invasor. El endometrio continda el
desarrollo de sus glandulas y su circulacién sobre todo en la zona de residencia
del embrién. Se produce también un aumento en el tamafo y potencia de las
fibras musculares. Esta serie de cambios constituyen la contribucién materna a la

placenta.

Figura 3. Diferentes fases de la implantacién (de Thibault y col., 1993)

Embrion

Epitelio
uterino

Eclosion Pre-contacto Aposicion Adhesidn

Invasion
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La implantaciéon y la formacién de la placenta son posibles sélo en el Gtero que
ha sido preparado, primero por estrégenos y después por progesterona. El
mantenimiento del embarazo también requiere la produccion ininterrumpida de
estas hormonas, particularmente progesterona, lo cual significa que el cuerpo
IUteo debe estar activo y que debe surgir otra fuente para produccion hormonal.
El corion desde un principio secreta gonadotropinas que contindan Ila
estimulacién del cuerpo ldteo, ya que en esta época decae notablemente el

aporte hipofisario de LH.

1.1.2. Manipulacion de embriones en sistemas productivos

Los primeros intentos de transferir embriones de mamiferos fueron realizados en
Gran Bretafna por George Romanes (1848-1894) y Walter Heape (1855-1929).
Ambos, involucrados en una carrera por conseguir el éxito, utilizaron como

modelo experimental al conejo.

Finalmente, fue Heape en 1890 quien logré la primera transferencia embrionaria
exitosa de la historia, mostrando que embriones de conejo de una determinada
raza podian ser gestados en el tracto reproductivo de hembras de otra raza sin

ser afectados por el ambiente uterino (Heape, 1891, 1897b).

El primer registro de una transferencia embrionaria en especies de interés
agropecuario fue hecho en el Colegio de Agricultura de Texas, por Warwick,
Berry y Horlacher quienes, en 1932 y 1933, usaron esta técnica en ovinos vy
caprinos para investigar las causas que producian la pérdida fetal de hibridos de

esas especies (Warwick y col., 1934; Warwick y Berry, 1949).

Luego de la Segunda Guerra Mundial, en varios paises los cientificos del area de
la agricultura comenzaron a pensar seriamente en el uso de la transferencia
embrionaria para programas de mejoramiento en bovinos. En esa época la
inseminacién artificial se estaba expandiendo rapidamente alrededor del mundo
como un medio barato y efectivo de favorecer el mejoramiento genético de los

rodeos. Mediante este método se podia hacer uso de todo el potencial de las
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gametas de machos genéticamente superiores, esto llevd a pensar en la
posibilidad de realizar lo mismo en las hembras empleando la transferencia

embrionaria.

Tabla 1. Primeras transferencias exitosas en diversas especies:

ESPECIE INVESTIGADORES ANO
Conejo Heape 1890
Caprino Warwick y Berry 1932

Ovino Warwick y col. 1933
Rata Nicholas 1933
Raton Fekete y Littie 1942
Bovino Willett y col. 1951
Porcino Kvasnitski 1951
Equino Oguri y Tsutsumi 1974
Humano Steptoe y Edwards 1978

Recién 25 afios después del desarrollo de la inseminacion artificial en bovinos se
logré el éxito con la transferencia embrionaria. Esto fue realizado por Elwyn
Willett en 1950, quien trabajaba para la American Foundation for the Study of
Genetics en Madison, Wisconsin (Willett y col., 1951). Pero, pese a lo esperado,
esto no provocd un gran desarrollo de la actividad, ya que la técnica se
encontraba con la limitacion de necesitar la transferencia quirdrgica de los
embriones. Sin embargo, a mediados de los afios 70, varios grupos de
investigacién habian desarrollado la recuperacién y transferencia de embriones
no quirdrgicas (Betteridge, 2003), provocando una expansion significativa de la

transferencia embrionaria.
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En las ultimas tres décadas han sido desarrolladas varias técnicas relacionadas
con la transferencia embrionaria que permiten incrementar el potencial
reproductivo de diferentes especies. Entre ellas la principal ha sido la produccién
in vitro de embriones. Desde el comienzo los estudios desarrollados en diferentes
especies animales y en humanos marcharon a la par (Biggers, 1984), sin
embargo, todo el progreso que habia sido realizado en animales fue eclipsado en
1976 por el nacimiento de Louise Brown, el primer “bebé de probeta” (Steptoe y
Edwards, 1976). Este nacimiento llamé la atencién publica sobre todos los
aspectos de los trabajos sobre embriologia como nunca antes, con consecuencias

que todavia hoy persisten.

Otra técnica de alto impacto en el area de la transferencia embrionaria ha sido la
criopreservacion. Gracias a ella se han podido formar bancos de embriones no
solo humanos o de animales de interés agropecuario sino también de especies en
peligro de extincién. Una vez criopreservados se puede diferir en el tiempo la

transferencia de los embriones o pueden ser transportados a cualquier otro sitio.

Finalmente, podemos enumerar algunas técnicas que han alcanzado menor
grado de avance, ya sea porque cuando fueron creadas no lograron difusion

masiva o0 porque se encuentran actualmente en desarrollo.

La primera de ellas la biseccién de embriones por micromanipulacién (Willadsen,
1979). Esta técnica abrié la puerta en la década de los afios 80 a la biopsia de

blastdmeras para el sexado (Picard y col., 1985).

El entrenamiento en micromanipulacién fue aplicado también en la produccién de
quimeras, animales transgénicos e, inclusive, clones mediante transferencia
nuclear y transferencia de blatémeras (Prather y col., 1987; Prather y col., 1989;
Stice y Robl, 1988; Willadsen, 1986).

Dentro del campo de la micromanipulacién, en 1990, fue desarrollada la
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI). Esta técnica esta siendo
ampliamente empleada en la reproduccién asistida en humanos en aquellos

casos donde la causa de la infertilidad en la pareja es de origen masculino.

-16 -



Asociado al ICSI, se encuentra la produccién de embriones sexados empleando la
separacidén de espermatozoides X e Y, para la cual se emplea un citémetro de
flujo (Betteridge, 2003).

Pero esta breve historia de la transferencia embrionaria no estaria completa si no
se hace mencidn al Ultimo acontecimiento de gran importancia en esta area: El
nacimiento de Dolly en el afio 1996 y, su consecuencia inmediata, el dilema del

uso de las células embrionarias totipotenciales (stem cells).

Mucho ha sido escrito acerca del impacto del logro de los doctores Ian Wilmut y
Keith Campbell, al producir a Dolly. Sin embargo, mas alla del progreso que esto
trajo en la produccidon animal, hoy es aun temprano para saber su real alcance,

no solo en esta area, sino en otras tales como la industria farmacéutica.

La transferencia embrionaria permite aumentar la cantidad de descendientes que
una hembra puede producir en un afio. El incremento del numero de
descendientes por hembra provee de un instrumento de seleccién tanto para la
creacion de lineas genéticas como para la difusién del progreso genético. Este
método aporta por otra parte una solucién al problema de la proteccion de

genotipos amenazados de extincién.

Aceleracion del progreso genético: La transferencia embrionaria se ha
transformado en una herramienta muy empleada para realizar trabajos de
mejoramiento genético en diferentes especies animales. La posibilidad de
aumentar el numero de descendientes por hembra confiere, entre otras ventajas,
la posibilidad de realizar la seccién de los futuros reproductores sobre un nimero

mayor de animales, por lo que se puede aplicar una mayor presion de seleccion.

Por otra parte, la producciéon de un elevado nimero de descendientes ofrece la
oportunidad medir el valor genético de las hembras por medio de la evaluacion

de los resultados obtenidos por sus hijas distribuidas en diferentes ambientes.

Por ultimo, la posibilidad de acrecentar rapidamente la descendencia de las
hembras jovenes permite reducir el intervalo entre generaciones y aprovechar

esta ventaja para difundir mas rapidamente reproductores de alto valor genético.
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Difusién de la mejora genética: El desarrollo de la inseminacion artificial permite
una amplia difusién de la mejora genética solo por via paterna. Mientras que el
transplante de embriones ofrece un medio eficaz para incrementar sensiblemente
la difusién del potencial genético de ambos progenitores, aumentando a algunas

decenas de hijos la descendencia posible de hembras de alto valor genético.

Proteccién de especies en peligro de extincién: Un cierto nimero de especies
estd amenazado de extincién a corto o mediano plazo. EIl mantenimiento del
nimero minimo de reproductores necesarios para la conservacion de la
biodiversidad es generalmente muy costoso y queda supeditado a alternativas

sanitarias.

Existe en el Mundo un interés creciente en establecer programas de preservacion
de especies y razas en peligro de extincion. Estos programas no sdlo incluyen
especies salvajes sino también razas de especies de importancia agropecuaria.
Las técnicas de produccién in vitro podrian ser empleadas para preservar las
diferentes razas sin perturbar su ritmo natural de reproduccién, estableciendo
bancos genéticos y minimizando las pérdidas causadas por la caceria o muerte

natural.

En un trabajo publicado en 1993, Hall y Ruane, estimaron que de las 3831 razas
y variedades de burros, bufalos, vacas, cabras, caballos, cerdos y ovejas
existentes en el siglo 20, 618 (16%) estarian extinguidos para el afio 2000. Por
ello, la FAO decidié establecer 7 Bancos Regionales de Genética Animal para
preservar la diversidad genética de razas nativas (Gordon, 1997). Dos de esos
bancos fueron ubicados en Sudamérica (Argentina y Brasil), 2 en Africa (Etiopia y
Senegal), 2 en Asia (China e India) y 1 en México (cubriendo el drea de América
Central y el Caribe). La iniciativa de la FAO incluye la compilacion de un
inventario mundial de razas nativas y propone la conservacién de bancos de

semen y embriones congelados de las razas elegidas.

Garantia sanitaria: A pesar de las medidas sanitarias vigentes en el ambito
internacional, la propagacion de enfermedades infecciosas estd todavia en la

actualidad asociada al intercambio de animales vivos. Numerosos estudios, han
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demostrado que el trasplante de embriones significa una barrera para la
transmisidon de agentes virales o bacterianos conocidos, (Stringfellow y Givens,
2000), dado que la zona pellcida confiere al embrién de una barrera protectora
natural que aisla las células embrionarias de la mayor parte de los agentes

infecciosos que pueden contaminar al medio uterino.

En trabajos realizados en cabras (Chemineau y col., 1986) y en ovejas (Hare y
col., 1988) se demostré que el trasplante de embriones previamente lavados,
originarios de hembras seropositivas para el virus de la lengua azul de los ovinos

(B.T.V.) permitio la creacidn de rebanos libres de esta enfermedad.

Usos comerciales: La posibilidad de multiplicar la descendencia de hembras de
alto valor econémico abre al trasplante de embriones multitud de posibilidades
puramente comerciales. De hecho los intercambios de animales vivos ademas del
riesgo sanitario que involucran, estan actualmente limitados por el costo del
transporte a larga distancia, por la puesta en cuarentena y por las dificultades de
adaptacion de los animales en el medio de destino (condiciones climaticas,
alimentarlas y sanitarias). La comercializacion de embriones se presenta como
una forma sanitariamente satisfactoria y al mismo tiempo econdmicamente

rentable cuando se trata de intercambio de material genético.

1.1.3. Obtencion de embriones

Bajo el titulo de transferencia embrionaria se relnen los pasos de produccion,
almacenamiento y uso de embriones de mamiferos desde el estadio de cigotas
hasta el de blastocisto, durante el periodo que precede a la implantacidn. En los
ultimos afios las especies principalmente estudiadas han sido los bovinos, los

ovinos y los caprinos.

Debido a su complejidad y a sus limitaciones técnicas y fisioldgicas, la
transferencia embrionaria dificilmente reemplace a la inseminacién artificial. Sin

embargo, si es usada en forma apropiada en animales seleccionados, puede
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ofrecer un excelente medio de progreso a través de la dispersion del mejor

material genético.

Produccion de embriones in vivo

Para realizar una adecuada produccion de embriones transferibles deben estar

bajo control dos pasos fundamentales: La superovulacion y la fertilizacion.

El objetivo de la superovulacion es incrementar en el nimero de foliculos en
crecimiento para ser ovulados. Esto se logra mediante el uso de inyecciones de
gonadotrofinas durante la fase lUtea del ciclo estral en los bovinos o en el final
del tratamiento con progestagenos en los ovinos y los caprinos. Para lograr las
condiciones éptimas se debe definir en forma adecuada tanto la dosis a emplear
como el nimero de inyecciones por dia en la que esta sera suministrada (Chupin,
1988; Thibier y Guérin, 2000; Veiga-Lépez y col., 2005).

En los bovinos, la produccion alcanza en promedio unos 5 embriones
transferibles. Sin embargo, existe una gran variabilidad en la respuesta ovarica,
ya que el 30% de las donantes no produce embriones transferibles, y sélo el
45% produce 4 o mas (Galli y col., 2003). La causa de esta variabilidad tiene dos
componentes. Por un lado las diferencias entre animales en la cantidad de
foliculos y la sensibilidad al tratamiento, y por el otro las variaciones en la

efectividad de los diferentes lotes de las preparaciones hormonales.

La LH en exceso o en defecto reduce la respuesta superovulatoria. Gracias a
varios estudios realizados ha sido posible definir una relacién 6ptima FSH:LH, la
cual difiere de acuerdo a las diferentes especies y razas (Boland y col., 1991;
Chupin, 1985). A partir de estos estudios se ha llegado al desarrollo de una
preparaciéon hormonal, de pituitaria porcina, que presenta FSH y LH en dos
ampollas diferentes para adaptarlas a los requerimientos de cada caso en
particular. Esta presentacion se ha hecho mas necesaria aun desde que estudios

realizados en ovinos y caprinos demostrando que es posible mejorar la eficiencia
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del tratamiento administrando secuencialmente dosis decrecientes de FSH vy

crecientes de LH (Kraemer, 1989).

El nivel de la respuesta ovarica depende del niumero y tamano de los foliculos
presentes al comienzo de la estimulacion. La presencia de uno o dos foliculos
grandes (10 mm de didmetro en los bovinos, y 6 mm en ovinos y caprinos) es
perjudicial para el tratamiento (Driancourt, 2001). Pero si se administran
agonistas de GnRH durante un periodo largo previo al tratamiento estimulatorio,
estos foliculos grandes desaparecen. De esta manera se logra que, durante el
tratamiento, todos los foliculos de tamafio pequefo sean estimulados,
conduciendo a un incremento de la tasa de ovulacién y decreciendo la

variabilidad en la respuesta (Evans, 2003).

En ovinos y caprinos los tratamientos pueden ser repetidos cada 6 semanas.
Pero se ha observado que, en general, las donantes experimentan una
disminucion de la respuesta superovulatoria a medida que se las someta a
nuevos tratamientos (Driancourt, 2001). En caprinos, se han detectados
anticuerpos anti-FSH después de repetidos tratamientos; observandose una
correlacidon negativa entre los niveles de anticuerpos y la respuesta ovarica (Baril
y col., 1988).

Luego del tratamiento de estimulacidon hormonal, las ovulaciones se producen en
un rango de varias horas: 6 en la oveja, 12 en la cabra y 24 en la vaca (Baril y
col., 1990; Chupin, 1985; Kraemer, 1989). Para obtener la mayor tasa de
fertilizacién es necesario conocer precisamente el momento de la ovulacion. La
entrada en celo no esta estrictamente relacionada con el momento de la
ovulaciéon y la deteccidn del celo no puede ser usada como el Unico criterio para

programar el momento de la inseminacion.

Debido a que el intervalo entre el pico de LH y la ovulacion es menos variable,
conocer este pico es una buena forma de estimar el momento de la ovulacion
(Baril y col., 1990; Chupin, 1985; Kraemer, 1989; Souza y col., 1997).

Una vez calculado el momento de la ovulacion se realiza la inseminacidon de la

donante. La cual puede ser realizada mediante la cdépula con un macho
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seleccionado o mediante inseminacion artificial (Baldasarre y col., 1992; Chupin,
1985; Kraemer, 1989).

Ocurrida la fertilizacién, los embriones producidos avanzan a lo largo del oviducto
hasta alcanzar el (tero, desde donde se recuperan por lavado de la cavidad
uterina, antes de que se produzca la implantacion. En los bovinos esta
recuperacion se realiza en forma no quirdrgica, empleando un catéter que se
introduce a través del cuello, y a través del cual se llena y se vacia el Utero con

una solucién de lavado (Gordon, 1996).

En los ovinos y caprinos, no se puede emplear la via cervical debido a la dificil
anatomia del cuello, por ello la uUnica posibilidad es realizar la recuperacion
quirdrgica. Para ello se deben exponer ambos cuernos uterinos para poder
realizar el pasaje de solucion de lavado empleando jeringas y catéteres mas

delgados que los empleados con los bovinos (Gordon, 1997).

En los bovinos se puede repetir en varias oportunidades la recuperacién
transcervical de embriones. En contraste, en ovinos y caprinos, la recuperacion
quirdrgica produce adherencias, que limitan la posibilidad de repetir el
tratamiento. Si la recuperacion de embriones es realizada por via laparoscopica
se forman menos adherencias, lo que posibilita repetir el tratamiento hasta 7

veces en el mismo animal (Baldasarre y col., 1992).

Los embriones recuperados son posteriormente transferidos a una hembra
receptora. En bovinos, la practica mas extendida es la transferencia
transcervical, ya que es el método mas sencillo y con el que se obtienen tasas de
prefiez que oscilan entre el 50 y 60%. Con la transferencia quirdrgica se
obtienen tasas de prefiez algo superiores, pero, debido a su complejidad se ha
dejado de realizar (Betteridge, 2003). En ovinos y caprinos, se realiza la
transferencia quirdrgica con tasas de éxito que oscilan entre el 50 y 60% (Baril y
col., 1988; Kraemer, 1989; Thibier y Guerin, 2000). En todos los casos los
embriones deben ser depositados en el cuerno uterino proximo al ovario en el

gue se encuentra el cuerpo luteo funcional.
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Los criterios de seleccion y preparacion de las receptoras son dos: La presencia y
apariencia del cuerpo IUteo en el momento de la transferencia y el grado de
sincronia entre el estadio del embrién y el estado de receptividad del Utero de la

receptora (Broadbent y col., 1991; Peterson y Lee, 2003).

Produccion de embriones in vitro

La produccion in vitro de embriones representa una alternativa dentro de las
técnicas de reproduccidon para mejorar la perfomance reproductiva y el avance
genético en animales de interés agropecuario. Esta técnica permite transferir un
gran numero de embriones de padres seleccionados, solucionando problemas de
fertilidad y expandiendo el potencial reproductivo de las donantes (Kajihara y
col., 1991).

El proceso comprende tres pasos fundamentales: a) maduracién de los oocitos,
b) capacitacion de los espermatozoides vy fertilizacion de los oocitos, y c) cultivo

de los cigotos obtenidos.

La maduracién esta caracterizada por el reinicio de la meiosis y la extrusion del
primer cuerpo polar por parte del oocito. Las condiciones de cultivo empleadas
para la maduracién in vitro pueden influir significativamente en el éxito de la

fertilizacion in vitro y el desarrollo embrionario posterior (Rose y Bavister, 1992).

Un punto clave para el éxito de la produccion de embriones in vitro es realizar
una apropiada seleccion morfoldégica de los oocitos a emplear en el proceso
(Crozet, 1991). Un oocito con ooplasma homogeneo y con abundantes células del
cumulus rodeandolo, es el mejor indicador de la capacidad de madurar y de
desarrollar un embrién (Brackett y Zuelke, 1993; De Loos y col., 1989; Fukui y
Sakuma, 1980; Leibfried y First, 1979; Younis y col.,, 1989). Las células del
cumulus son necesarias para el transporte de nutrientes y sefiales quimicas

dentro y fuera de los oocitos (Moor y Seamark, 1986).
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La adicién de hormonas tales como FSH, LH y estradiol al medio de maduracién
in vitro beneficia la fertilizacion y el desarrollo embrionario (Bracket y col., 1989;
Younis y col., 1989; Zuelke y Brackett, 1990).

Para que la fertilizacidn in vitro tenga éxito se deberan reproducir las condiciones
que el espermatozoide encuentra en el tracto femenino, ya que es en ese lugar
donde el espermatozoide sufre los procesos de capacitacion y reaccion

acrosomica.

Actualmente se usan medios con heparina para capacitar in vitro a los
espermatozoides de toro (Greve y col., 1993a; Lu y col., 1987; Parrish y col.,
1988), mientras que el espermatozoide de carnero es incubado en un medio con
HEPES combinado con suero de oveja en estro para dicho proceso (Huneau y
Crozet, 1989).

La muestra de semen es lavada y los espermatozoides mdviles son separados de
los inmdviles mediante swim-up (Parrish y col., 1986) o mediante gradientes de
densidad (Van Soom y col., 1992). Finalmente, para lograr la fertilizacién, se
incuba a los oocitos con una cantidad determinada de espermatozoides en medio
de fertilizacién (Fukui y col., 1988).

Los primeros experimentos de fertilizacion in vitro no lograban alcanzar el
desarrollo de los oocitos fecundados mas alld del estadio de 8 a 16 células. En
este estadio se producia un bloqueo imposible de sobrepasar en el cultivo in vitro
de los cigotos, por ello se empleaba el cultivo in vivo en oviductos de vaca, oveja
o0 coneja (Eyestone y First, 1989; Gordon y Lu, 1990; Lu y col., 1987; Sirard y
Lambert, 1985; Xu y col., 1987;). Recién con el desarrollo de sistemas de cultivo
in vitro mas complejos se logrd alcanzar los estadios de mérula y/o blastocisto
con éxito (Furnus y col., 1998). Por otra parte se ha demostrado que medios de
cultivo diferentes o diferentes suplementos proteicos de estos medios
condicionan en los embriones producidos en ellos la capacidad de tolerar la
criopreservacion (Imai y col., 2002; Lane y col., 2003; Nedambale y col., 2004;
Rizos y col., 2003; Yotsushima y col., 2004).
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Los sistemas de cultivo disponibles en la actualidad incluyen los cocultivos, los
medios condicionados y los medios sintéticos. En los cocultivos, los embriones
son incubados en contacto con células somaticas. Para ello se utilizan células
epiteliales, células del cimulus u otros tipos celulares (Camous y col., 1984;
Eyestone y First, 1989; Fukuda y col., 1990; Fukui y col., 1989; Heyman y
Ménézo, 1987; Pavlok y col., 1989; Takada y col., 1990; Thibodeaux y col.,
1992). Los medios condicionados emplean un precultivo de células del cimulus u
oviductales para luego cultivar los embriones en el medio enriquecido resultante
(Kobayashi y col., 1992; Mermillod y col., 1993). Con respecto a los medios
sintéticos, los embriones son cultivados en soluciones quimicamente definidas
cuyos componentes se encuentran en concentraciones que remedan los
ambientes oviductal y uterino acordes al estadio de desarrollo del embridn
(Bavister y Rose-Hellekant, 1992; de Matos y col., 1996; Fukui y col., 1991; Mc
Laughlin y col., 1989).

Diferencias en la morfologia y la bioquimica de los embriones obtenidos

in vivo e in vitro

Tomando como modelo al embridn producido in vivo y comparandolo con el
producido in vitro, podemos establecer una serie de diferencias tanto
morfoldgicas como bioquimicas. Estas diferencias son producto de la influencia
que ejerce el ambiente en el que ocurren la maduracién, la fertilizacién y el
desarrollo embrionario sobre ambos tipos de embriones (Tabla 2). Por ello, pese
a que se puede producir embriones in vitro de aparente buena calidad a partir de
oocitos inmaduros, las tasa de prefiez de estos son un 20% menor que las de su
contraparte obtenidos in vivo (Bracket y Zuelke, 1993; Greve y Madison, 1991;
Hasler, 2003; Kane, 2003; Massip y col., 1995; Reichenbach y col., 1992; Van
Soom y col., 1994; Wurth y col., 1994). Por otra parte, los embriones obtenidos
in vitro son mas sensibles a la criopreservacién (Hasler, 2003; Kane, 2003; Leibo
y Loskutoff, 1993; Wurth y col., 1994).
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Tabla 2. Comparacién del ambiente en que se desarrollan los embriones obtenidos in vivo
e in vitro durante los estadios preimplantatorios (modificado de Rieger y Betteridge,
1989).

IN VIVO IN VITRO

* Temperatura corporal constante * Shocks térmicos

* Oscuridad completa Exposicion a la luz del ambiente y del

microscopio

* Tension de O, y CO; controlada * Exposicidon directa al gas atmosférico

* Pequefio volumen de secreciones en la % -
Gran volumen periférico

periferia

* Intercambio dindamico permanente entre  * Condiciones de cultivo estaticas con

el embrion y la madre merma de metabolitos

Durante la maduracion vy la fertilizacion in vitro, se han observado anormalidades
ultraestructurales en los oocitos, que podrian estar relacionadas con la baja
capacidad de desarrollar hasta el estadio de blastocisto una vez fertilizados
(Bilodeau-Goeseels y Panich, 2002; Hyttel y col., 1989 a,b; Krisher, 2004; Nagai,
2001). Esas anormalidades incluyen la falta de dispersién de los granulos

corticales y la falta de un adecuado reordenamiento mitocondrial.

Estudios comparativos entre embriones obtenidos in vivo e in vitro revelaron
notables asimetrias en la capacidad de desarrollo entre ellos, reflejando
diferencias en su morfologia (Crosier, 2000; Van Soom y de Kruif, 1992). Los
cigotos obtenidos in vivo tienen un gran espacio perivitelino, los embriones de 8
células poseen blastdmeras uniformes y normales, las moérulas tienen buena
compactacion y los blastocistos poseen una masa celular interna bien definida.
En contraste, en los embriones obtenidos in vitro, el espacio perivitelino del
estadio de una célula es muy pequeio, en el estadio de 8 células los blastdmeras
son irregulares, la compactacion de las moérulas no es muy evidente, y los

blastocistos poseen una apariencia oscura y un formato irregular.
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Varios estudios mostraron que los blastocistos bovinos obtenidos in vitro tenian
menor numero de células, proporcionalmente una menor masa celular interna,
un incremento de la cantidad de vacuolas en el citoplasma y menor cantidad de
complejos “cell junction” entre blastdmeras (Iwasaki y col., 1990; Prather y First,
1993; Shamsuddin y col., 1992). Plante y King (1995) reportaron que las
mitocondrias fueron las organelas que mostraron las mayores modificaciones
durante el desarrollo in vitro de embriones bovinos. Encontraron una asociacion
entre estos cambios y el incremento del metabolismo en estos embriones, el cual

se refleja en un aumento en las tasas de consumo de O, y de produccion de CO..

Se han detectado anomalias cromosdmicas (principalmente aneuploidias) en
varios estadios celulares de los embriones obtenidos in vitro, desde el oocito
hasta el blastocisto, las cuales son responsables de la fertilizacién y el clivaje
anormal, y de la mortalidad embrionaria (Iwasaki y col., 1992; King, 1991a). La
incidencia de anomalias cromosdmicas dentro de los embriones obtenidos in vivo
esta estimada en un rango de 2 a 17%, mientras que entre los embriones
obtenidos in vitro estas superan ampliamente el 50% (McCauley y col., 2003).
Por otra parte, en un estudio reciente se ha mostrado que los embriones de
equinos, porcinos, ovinos, caprinos y bovinos obtenidos in vitro presentaron una
mayor incidencia en la tasa de apoptosis en comparacidn con su contraparte

obtenidos in vivo (Rubio Pomar y col., 2005).

En cuanto a las diferencias bioquimicas entre ambos tipos de embriones, el
conocimiento actual es limitado. Un evento importante en el periodo del clivaje
es la transicion del control materno del desarrollo al control por parte del
embridén, también llamado activacién del genoma embrionario. Esto ocurre en el
estadio de 8 células (Barnes y First, 1991; Camous y col., 1986; King y col.,
1989; Plante y col., 1994). En esta fase del desarrollo el embrién es vulnerable a
factores adversos, y corresponde a un bloqueo in vitro cuando las condiciones de
cultivo son inadecuadas (Holm y col., 1999; Khurana y Niemann, 2000). La
activaciéon del genoma embrionario es importante debido a que deben comenzar
a expresarse apropiadamente los genes involucrados en el clivaje, la

compactacion y la formacion del blastocisto.
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Varios estudios han caracterizado el metabolismo energético del embriéon bovino
producido in vitro (Khurana, 1992; Rieger, 1992; Rieger y col., 1992). Desde la
maduracion del oocito hasta el estadio de 12 células, el metabolismo fue
constate, teniendo al piruvato como substrato preferido. Durante Ila
compactacion y la formacion del blastocele, la oxidacidén de lactato y piruvato fue
creciendo 3 a 4 veces. De todos los parametros metabdlicos, el mas consistente
fue la captacion de substratos. La captacion de glucosa se incrementé
constantemente hasta el estadio de blastocisto. El rasgo mas saliente del
metabolismo de la glucosa en los embriones in vitro fue una alta tasa de
glucdlisis aerdbica, comparada a la de su contraparte in vivo. La tasa maxima de
oxidacién de glucosa para los embriones in vitro fue alcanzada en el estadio de
morula, mientras que entre los embriones obtenidos in vivo fue en el estadio de
blastocisto. El metabolismo de la glutamina en los estadios tempranos es
relativamente alto comparado con el de las moérulas y blastocistos, sugiriendo
qgue la composicion del medio de cultivo es importante y debe ser ajustada
apropiadamente a los cambios de metabolismo relacionados con el embrién. Es
claro también que el metabolismo de los embriones depende del sistema de

cultivo y el medio usado (Rieger y col., 1994).

Otra diferencia notable entre los dos tipos de embriones se observa en la
densidad de flotacion. Los embriones obtenidos in vivo se hunden en una
solucion de sacarosa 2,35 M (peso especifico = 1,301 g/ml), en contraste los
embriones obtenidos in vitro flotan en soluciones de sacarosa 1,6 M (Leibo y
Loskutoff, 1993). La menor densidad de los embriones obtenidos in vitro es el

resultado de una proporcién lipidos:proteinas mas elevada.

Por ultimo, pese a que la zona pellcida de los embriones obtenidos in vitro es
disuelta mas facilmente por enzimas, muestra mas resistencia a la ruptura
cuando el embridn debe eclosionar en cultivo comparada con la zona pellcida de
los embriones obtenidos in vivo. Tal diferencia altera la permeabilidad de la zona

pellucida al agua y a los crioprotectores.

Estas dos ultimas diferencias condicionan el efecto de la criopreservaciéon sobre

ambos tipos de embriones.
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Evaluacion de embriones

Para alcanzar tasas de prefiez Optimas en la actividad de transferencia
embrionaria es esencial disponer de informacién sobre el desarrollo cronoldgico y
morfoldgico del embrién. La primera descripcion fue realizada por Hartman y col.
(1931), luego numerosos grupos de investigacion aportaron conocimiento sobre
el tema. Con el correr de los afios han sido reportados numerosos métodos para
evaluar la normalidad y la viabilidad de los estadios tempranos de los embriones.
Muchos de esos métodos se han centrado en los aspectos morfoldgicos del
embridn, tales como la uniformidad de sus células, la forma del embridn, su color

y sus dimensiones.

Cuando se evaluan visualmente los embriones bovinos se consideran
principalmente dos factores: Su apariencia general, observando aspectos tales
como la presencia de células irregulares o degeneradas y el estadio de desarrollo

del embridn en relacion con su edad estimada.

El sistema de clasificacién de embriones mas utilizado en la actualidad es el que
desarrollaron Lindner y Wright (1983) para embriones bovinos sobre la base de
la morfologia. Este sistema ha tenido gran aceptacion y es utilizado con
pequenas variaciones en otras especies tales como ovinos, caprinos, equinos y
porcinos, ya que ha demostrado correlacién con las tasas de prefiez (Hasler y
col., 1987; Lindner y Wright, 1983). Los autores clasificaron los embriones en 5

categorias: Excelente, bueno, regular, malo y degenerado (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de embriones bovinos de acuerdo a su morfologia (Lindner y

Wright, 1983).

Grado Calidad Caracteristicas tipicas del embrion

1 Excelente Embrion perfectamente simétrico, con escasa granulacion,
contorno bien definido; sin blastomeras extruidas. Debe
estar en el estadio de desarrollo esperado para su edad.

2 Bueno Embrion algo granulado, con contorno bien definido; con
alguna extrusién de blastémeras, y un grado minimo de
degeneracién. Ocasionalmente el contorno es algo
asimétrico.

3 Regular Embriéon intacto pero de contorno irregular; defectos
aparentes obvios tales como células extruidas, vesicula y
algunas blastémeras degeneradas.

4 Malo Embriones muy granulados y con contorno irregular; muchas
blastémeras extruidas y degeneracidn evidente.

5 Degenerado Degeneracion tan pronunciada que es imposible determinar

el estadio exacto de desarrollo.

1.2. LA CRIOPRESERVACION

1.2.1. Generalidades

La esencia de la criobiologia es el estudio de los profundos cambios fisicos vy

guimicos que sufren las células o los sistemas celulares cuando son expuestos a

temperaturas inferiores a los 0°C. Este evento induce la formacion de hielo intra

y extracelular, lo cual provoca una respuesta principalmente fisica por parte de

las células.
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El agua liguida juega un rol fundamental en la estructura y funcion de los
sistemas vivos, y el cambio mas obvio que se produce en el proceso de
congelamiento es que la cantidad de liquido va reduciéndose progresivamente y
eventualmente desaparece. Los cambios en la proporciéon de agua liquida ejercen
una fuerte influencia sobre la estructura de las macromoléculas celulares, y a
través de ellas sobre le estructura celular en si. Pero, aun si las interacciones
agua — macromoléculas — estructura celular no fueran afectadas por el
congelamiento, la simple reduccion en la concentracidon de agua liquida introduce

un gran desequilibrio osmatico al cual las células deben responder.

La ciencia de la criobiologia vio sus comienzos poco después de la Segunda
Guerra Mundial, hasta entonces, la investigacién sobre los eventos que

acontecian a temperaturas por debajo de los 0°C eran dominio de la fisica.

Muchos de los primeros investigadores eran bidlogos o médicos que no tenian
conocimientos sobre fisica. En esas circunstancias las primeras publicaciones
sobre biologia de las bajas temperaturas fueron sélo descriptivos. Tal es el caso
del trabajo "“Life, and Death at Low Temperatures” publicado en 1940 por Basil
Luyet (Luyet y Gehenio, 1940), quien es considerado el padre de la criobiologia.
En ese trabajo Luyet mostré un punto de vista sobre la Vvitrificacion
sorprendentemente similar al contemporaneo, viendo en ella el Santo Grial de la

criobiologia.

Pero el desarrollo que dio el verdadero impulso a la criobiologia fue la
criopreservaciéon de espermatozoides empleando glicerol reportada en 1949 por
Polge (Polge y col., 1949) y, un afo mas tarde, la confirmacion realizada por
Smith (Smith, 1950) sobre la efectividad del glicerol para congelar glébulos
rojos. Ambos descubrimientos fueron empiricos, ya que en ese entonces se

desconocia la naturaleza de los dafios causados por el congelamiento.

Muchos logros importantes alcanzados en afos siguientes se basaron en los
protocolos y las técnicas pioneras desarrolladas por Polge y sus colabores en la
década de los afios 50. Aun en afios recientes se han realizados avances

trascendentales que han transformado todos los campos de la criobiologia y que
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han sido inspirados, por lo menos filoséficamente, en los trabajos de Polge. Entre
ellos se pueden mencionar el desarrollo del congelamiento de plaquetas
empleando trealosa (Wolkers y col.,, 2001), y la vitrificacion de tejido

meristematico de plantas tropicales tales como la banana (Thinh y col., 1999).

El descubrimiento de las propiedades crioprotectoras del dimetil sulféxido fue el
primer desarrollo basado en una prediccion racional (Lovelock y Bishop, 1959).
Mientras que Peter Mazur fue el primero que empled la matematica y la fisica en
el campo de la criobiologia, aplicando métodos rigurosos para reemplazar la
larga lista de trabajos experimentales sin control y plagados de registros de
anécdotas realizados desde los comienzos. Sus trabajos han estimulado el

entendimiento de los dafios provocados por el congelamiento.

La hipotesis de los dos factores propuesta por Mazur (1965), el dafio mecanico
provocado por el hielo intracelular durante el congelamiento rapido y el dano
provocado por la deshidrataciéon que se produce a partir del hielo extracelular
durante el congelamiento lento, fue un hito, aunque los mecanismos precisos del

dafio producido por el congelamiento lento aun se desconocian.

Los recientes estudios realizados por Crowe y col. (2001) sobre la deshidratacién
de las membranas han permitido comprender el rol de la deshidratacion y el
grado de tolerancia que células y tejidos presentan a este factor durante el
congelamiento. La desnaturalizacion de la proteinas por el frio fue predicho
inicialmente por Brandts (1964) y posteriormente fue confirmado por Tsonev y
Hirsh (2000). Pero, pese a que todos estos conceptos estan involucrados en el
dafio provocado por el congelamiento, y que podemos ver que este es un
proceso complejo, en realidad no se han hecho grandes esfuerzos en los ultimos
40 afos para terminar de armar este complejo rompecabezas de eventos

biolégicos a bajas temperaturas.

Un cambio profundo que se produjo en las ultimas décadas ha sido la tendencia a
reemplazar la investigacién en criobiologia basica por estudios de criobiologia

aplicada. Lo cual ha llevado a una profusion de trabajos cientificos de aplicacion
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practica provocando un lento avance en el descubrimiento de los eventos

biofisicos ligados a la criopreservacién de células y tejidos (Meryman, 2004).

1.2.2. Principios de criobiologia

Sea cual fuere el método empleado la criopreservacién involucra la exposicion
inicial de las muestras al crioprotector, el congelamiento a temperaturas por
debajo de cero, el almacenamiento, el descongelamiento, y finalmente, la
remocién del crioprotector, con el retorno al ambiente fisioldgico, lo que
permitird el desarrollo posterior. La condiciéon fundamental es que las células

mantengan su integridad estructural a lo largo de todo el procedimiento.

El principio mas importante de la criobiologia es reducir el dafio causado por la
formacién intracelular de hielo. Esto se consigue mediante la deshidratacion de la
célula antes o durante el proceso de criopreservacién. Si la deshidratacion es
inadecuada, se formaran grandes cristales intracelulares, los cuales dafiaran la

célula en forma irreversible.

Otros factores que influyen en el éxito del proceso de criopreservacion incluyen
la especie, el estado de desarrollo, el crioprotector y el método de

criopreservacion.

Congelamiento lento de embriones

Durante muchos afos fue imposible congelar con éxito los embriones de
mamifero, ya que su gran tamafo impedia que los diferentes procedimientos de
congelamiento pudieran evitar la formacion de cristales de hielo intracelulares,
los cuales resultaban letales. El éxito se alcanzé gracias a que se lograron

comprender algunos puntos claves:

a- La diferencia entre las tasas de enfriamiento y calentamiento lentas

(<1°C/min) y rapidas.
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b- Los efectos de la induccién de la nucleacidon (“seeding”) a temperaturas por
debajo de 0°C.

c- El rol de los crioprotectores.
d- Las formas de incorporar y remover el crioprotector.

Para cada tipo celular, hay una tasa de enfriamiento éptima. La tasa maxima de
enfriamiento para diferentes células podria variar en muchos ordenes de
magnitud (Ashwood-Smith y Farrant, 1980; Elliot y Whelan, 1977; Friedler y
col., 1988). Por ejemplo, la velocidad de enfriamiento con la que se alcanza la
tasa Optima de sobrevida para los oocitos de ratén es alrededor de 2000 veces
menor que para los glébulos rojos humanos. Se han desarrollado algunos
modelos matematicos para explicar y/o predecir las tasas de enfriamiento
optimas (Jackowski y col., 1980; Leibo y col., 1978; Leibo, 1980; Mazur y col.,

1984). Estos modelos han sido particularmente exitosos con embriones de ratén.

La tasa de difusion de agua a través de la membrana celular es el factor
limitante mdas importante en los procedimientos de congelamiento lento, y esto

depende de:

a- La composicion y permeabilidad caracteristicas de la membrana celular.
b- La razén superficie/volumen de la célula.

c- La temperatura.

d- La diferencia de presidon osmética a ambos lados de la membrana celular.

Estos son los factores a tomar en cuenta durante los procesos de deshidratacién
y rehidratacién celular (Jackowski y col., 1980; Leibo, 1980). Las células que son
enfriadas en forma extremadamente lenta no sobreviven tan bien debido al
llamado “efecto solucién”, causado por la exposicion prolongada de la célula a
altas concentraciones de sales y otros solutos de su medio interno (Ashwood-
Smith y Farrant, 1980; Elliot y Whelan, 1977).
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Pese a que existen algunos tipos celulares para los que no es necesaria la
induccién manual de la formacion de hielo en la solucién externa (“seeding”),
cuando las células son de gran tamafio en muy importante realizar este proceso
para obtener buenas tasas de sobrevida. De esta forma se evita el

supercongelamiento y comienza el proceso de deshidratacién.

En la Figura 1 se ilustran los cambios de temperatura observados durante el
congelamiento de una solucién acuosa. El agua y la solucidn acuosa tienen una
tendencia a congelar por debajo de su temperatura de fusion después de que
ocurre la nucleacion del hielo: este fendmeno es conocido como
supercongelamiento. Por ejemplo, mientras la temperatura de fusién del hielo es
0°C, la temperatura del agua puede ser reducida significativamente por debajo
de 0°C después de la formacion de hielo, y en condiciones cuidadosamente

controladas el agua puede ser congelada a aproximadamente —-400°C.

Esta propiedad es importante para el congelamiento de embriones porque la
formacién de hielo estd asociada con un ascenso en la temperatura cuando es
liberado el calor latente de fusion, y debido a la formacién de hielo el agua es
removida tanto desde la solucion como desde el embrion. Cuando se inicia la
formacién de hielo a altas temperaturas subcero, el hielo se difunde lentamente
a través de la solucién, y se produce una pequefia liberacion de calor latente.
Esto no dafia al embriéon. Cuando la formacidon de hielo ocurre en una solucion
profundamente supercongelada, sin embargo, el hielo se propaga muy
rapidamente a través de la solucidn. Esto es perjudicial para el embrion debido a
que queda completamente hidratado cuando comienza la formacion de hielo,
incrementando la probabilidad de que se forme hielo intracelular. Ademas, habria
un aumento de temperatura significativo dentro de la soluciéon que alterara la

tasa de congelamiento.
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Fig. 1 — Cambios de temperatura durante el congelamiento de una

solucion acuosa (de Elder y Dale, 2000)
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La formacidon controlada de hielo es un factor clave que determina la viabilidad
de los embriones luego del congelamiento y descongelamiento (Whittingham,
1977). En una serie de experimentos se observd que las muestras donde se
indujo la nucleacién por debajo de los -9°C tuvieron baja viabilidad, mientras
que si el proceso se realizaba a temperaturas mas altas (-5 a -7,5°C) dieron

como resultado una viabilidad mucho mas elevada (Figura 2).

Un analisis del comportamiento de la nucleacidn espontanea de las soluciones
demostré que si la induccidon no se realiza en forma controlada la viabilidad
posterior de los embriones es muy baja debido al dafio que experimentaban. La
base fisica de ese dano se explica claramente cuando se examina la historia
térmica de las soluciones superenfriadas. La practica normal es enfriar la
solucion hasta temperaturas alrededor de -7°C, mantener esta temperatura
constante hasta el equilibrio, y entonces inducir la formacién de hielo. La
temperatura se eleva hasta el punto de fusion de la solucién, y una vez formado

el hielo retorna a los -7°C a una velocidad de 2,5°C/min. Entonces se produce la
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deshidratacién celular durante el enfriamiento lento subsiguiente. En contraste,
en una solucidon sobreenfriada a -15°C luego de la elevacion de la temperatura
resultante de la formacion de hielo, se produce un rapido descenso a razén de
10°C/min hasta los -15°C. La combinacién de la rapida tasa de enfriamiento y la
gran reduccion de la temperatura impiden la deshidratacién celular, por lo que la

formacion de hielo intracelular es inevitable.

Fig. 2 - Sobrevida de embriones de ratdn luego del seeding a
diferentes temperaturas (de Whittingham, 1977)
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Para la mayoria de los protocolos de congelamiento lento, la formacion de hielo
es iniciada manualmente a temperaturas cercanas al supercongelamiento (por
ejemplo -5 a - 79C). El procedimiento usual es provocar que una pequeia

porcion de la solucién se enfrie aun mas, por ejemplo, tocando la pared del
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contenedor con un objeto enfriado a —196°C (“seeding”). Después de realizar el

“seeding” en un punto, el hielo difunde a través de toda la solucidn.

Cuando se induce la nucleacion en las soluciones a -5 a -7°C, los cristales de
hielo no difunden dentro de la célula del embrion debido a la osmolaridad

I A\Y

marginalmente mas alta de su ambiente intracelular. Luego del “seeding”, la
concentraciéon de los solutos en la fraccién no congelada se incrementa en la
medida que el agua es incorporada a los cristales de hielo extracelulares. El
incremento de la concentracidon de solutos extracelulares genera un gradiente
osmotico a través de la membrana celular, la cual remueve agua de la célula

causando la deshidratacion celular.

Si el congelamiento se produce en forma suficientemente lenta, casi toda el agua
disponible puede ser removida desde el interior de la célula, dando como
resultado que la célula no sea danada cuando es colocada en nitrégeno liquido.
Aunque esto evita la formacién de hielo intracelular, la deshidratacion severa
puede ser perjudicial, especialmente si las células son descongeladas
rapidamente. Entonces, en la practica, el proceso de deshidratacién es detenido
antes de ese punto, y el congelamiento intracelular es inducido mediante la
inmersién del contenedor directamente en nitrégeno liquido. Bajo esas
condiciones, se forman pequefios cristales de hielo no dafinos. La temperatura
de inmersién en nitrégeno liquido usualmente es entre -30 y -80°C, y depende
de un numero de factores, especialmente las ya nombradas tasas de

descongelamiento.

La velocidad de calentamiento es critica para el éxito de los procedimientos de
congelamiento lento, debido a que determina la velocidad de crecimiento de los
cristales. Las velocidades éptimas de calentamiento, dependen del tipo celular
congelado y de la cantidad de agua dentro de la célula en el momento del
congelamiento intracelular (Ashwood-Smith y Farrant, 1980; Elliot y Whelan,
1977). Si queda una pequefa cantidad de agua intracelular cuando se realiza la
inmersién en nitrégeno liquido, pueden formarse pequefios cristales. Bajo esas
circunstancias, son esenciales velocidades de descongelamiento rapido, ya que si

son lentas dan tiempo a los pequefios cristales para crecer y transformarse en
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cristales mas grandes que pueden dafar a la célula. Este proceso es conocido

como recristalizacion.

Si las células son enfriadas lentamente hasta deshidratarlas practicamente por
completo antes de ser sumergidas en nitrogeno liquido, la recristalizacién no
ocurre o es muy limitada aun si el calentamiento es lento. Sin embargo, esas
células podrian, ser dafadas por el calentamiento rapido debido a los rapidos
cambios en la osmolaridad dentro de las células deshidratadas. Como el
calentamiento lento da mas tiempo a las células para rehidratarse, es un método
mas apropiado para las células que han sufrido una deshidratacion severa.
Entonces, la velocidad éptima de calentamiento depende inevitablemente del

procedimiento de enfriamiento.

El rol de los crioprotectores es proteger a la célula de la formacién de cristales y
de la alta concentracidon de solutos (Ashwood-Smith y Farrant, 1980; Elliot y
Whelan, 1977). Los crioprotectores pueden ser divididos en dos grupos:
Permeables (aquellos que ingresan al interior de la célula) y no permeables (los
que no ingresan). Ejemplos de los crioprotectores permeables son el glicerol,
DMSO, etilenglicol, propilenglicol, todos con peso molecular inferior a 100. Los
componentes que debido a su tamano o polaridad quedan en la solucion
extracelular incluyen azlcares de gran peso molecular como la sacarosa, Ficoll y
rafinosa, asi como proteinas y lipoproteinas. Frecuentemente, la yema de huevo,
la leche, y el suero sanguineo son usados en combinacion con otros

crioprotectores ya que ellos contienen tales moléculas (Kasai y col., 1981).

El modo de accidn de los crioprotectores es complejo. La adicién de un
crioprotector causa un leve descenso del punto de congelamiento de la solucidn,
pero a las concentraciones usadas en los procedimientos de congelamiento lento,
el punto de congelamiento sélo desciende entre 2 y 3°C. Su efecto protector se
debe mas a sus propiedades coligativas, o sea, la capacidad del crioprotector de
unirse al agua y su habilidad para reducir el efecto toxico de las altas
concentraciones de otros componentes (Fahy, 1989). La mayoria de los
crioprotectores permeables son muy solubles al agua y son capaces de formar

puentes de hidrégeno con las moléculas de agua.
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Por otro lado cuando la célula estd muy deshidratada y estd rodeada de sales
muy concentradas, los crioprotectores reducen el dafio durante el congelamiento
y descongelamiento porque simplemente incrementan el volumen de la fase
residual no congelada. Esto reduce la composicion idnica de la solucion a
cualquier temperatura por debajo de 0°C. Ademas se debe tener en cuenta que
todos los demas parametros de la solucién como viscosidad, contenido de gases

y pH cambian luego de la formacion de hielo.

Para los procedimientos de congelamiento lento, las concentraciones de
crioprotector se encuentran generalmente alrededor de 1,5 M. Los
crioprotectores penetran facilmente en la célula por ésmosis, pero el agua sale
de ella en forma aun mas facil, lo cual puede acarrear ciertos problemas. Las
células colocadas en una solucion crioprotectora se contraen debido a la rapida
salida del agua favorecidas por la alta concentracion extracelular de solutos. Sin
embargo, como el crioprotector entra a la célula, se restablece un equilibrio y la

célula retornara a su tamafo original.

Un problema aun mayor se produce cuando se necesita remover el crioprotector
permeable. Cuando la célula es colocada en una solucién con una concentracion
de crioprotector menor a la intracelular, el agua extracelular entra a la célula
mas rapido de lo que el crioprotector logra salir de ella. Esto causa que la célula
aumente su volumen o que estalle. Este problema puede ser reducido
removiendo el crioprotector en una serie de pasos de concentracién decreciente
(por ejemplo 1,5, 1,0, 0,5, 0,25 M). Eso no evita el aumento de volumen de la
célula pero si reduce la magnitud de ese aumento. Cuando la célula ha
recuperado su tamafio normal en una solucién (o sea se ha equilibrado) debe ser

colocada en la solucion siguiente (comunmente 3 a 10 min por paso).

La alternativa que actualmente se usa en todas las soluciones de remocién del
crioprotector es el agregado de altas concentraciones de una sacarosa. Esta
molécula no permeable produce un contrabalance de la alta concentracién de
crioprotector en el interior de la célula, lo cual reduce la diferencia de
osmolaridad entre el medio interno y externo. El uso de altas concentraciones de

sacarosa permite usualmente remover el crioprotector en un paso; lo que hace a
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este procedimiento mas rapido y simple que los procedimientos en los que se

remueve el crioprotector en varios pasos sélo por dilucién (Niemann, 1991).

Tomando en cuenta este efecto se ha desarrollado una variante, el método de
congelamiento para transferencia directa (“one-step”), el cual consiste en
congelar los embriones en un medio hiperténico conteniendo un soluto no
permeable, tal como la sacarosa (Leibo, 1984). Al realizar el descongelamiento el
crioprotector intracelular difunde rapidamente fuera del embriéon para mantener
el equilibrio osmotico. De esa forma, los embriones pueden ser directamente
transferido a una receptora. Desde un punto de vista practico, el método de
congelamiento para transferencia directa elimina la necesidad de la presencia de
un embridlogo durante la transferencia embrionaria. Por ello, un inseminador
experimentado, con el entrenamiento apropiado, puede Illevar a cabo
correctamente las transferencias. Esto colocaria a la transferencia embrionaria en
el mismo nivel de complejidad que la inseminacién con semen congelado
(Voelkel y Hu, 1992).

Vitrificacion de embriones

Hace casi 70 afios Luyet (1937) utilizd por primera vez la Vvitrificacion,
preservando esperma de rana. En afios posteriores este método se empled con
eritrocitos, tejidos y érganos. Pero recién en 1985 se logré desarrollar la primera
solucion de vitrificacién con la que se pudo criopreservar embriones con éxito
(Rall y Fahy, 1985).

La vitrificacion puede ser definida como un proceso fisico por el cual una solucién
altamente concentrada solidifica durante el enfriamiento sin la formacion de
hielo. Este sdlido retiene la distribucion molecular y i6nica normales del estado
liguido y puede ser considerado como un liquido supercongelado
extremadamente viscoso (Fahy y col., 1984; Fahy, 1989; Mazur, 1990; Rall,
1987; Rall y Fahy, 1985).
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Las soluciones de vitrificacion tienen tres caracteristicas comunes:

¢ La solucién de criopreservacion debe contener una alta concentracion de uno o

mas crioprotectores permeables.
¢ Cada solucién requiere de un componente salino fisioldgico.

e Se deben agregar macromoléculas para incrementar la capacidad de la

solucidn de supercongelar vy vitrificar.

Mientras que el congelamiento lento es realizado empleando bajas
concentraciones de crioprotector y bajas tasas de enfriamiento, los
procedimientos de vitrificacién usan muy altas concentraciones de crioprotector y
altas velocidades de enfriamiento, lo cual provoca que la solucién pase al estado
vitreo. En este estado se forma una fase soélida similar al vidrio en lugar de los

cristales de hielo formados en el congelamiento (Fahy, 1989; Kasai y col., 1981).

La vitrificacion tiene ciertas ventajas sobre el congelamiento ya que evita el dano
causado por la formacién intracelular de hielo y los efectos osméticos causados
por la formacién extracelular de hielo. La teoria sobre esta técnica como método
de criopreservacion ha sido descripta en varios trabajos (Fahy, 1989; Mazur,
1990; Rall, 1987).

Una solucion de vitrificacion consiste de uno o mas crioprotectores en
concentraciones de alrededor de 40% (v/v). La solucion original, que consistia de
un 20,5% de DMSO, 15,5% de acetamida, 10% de propilenglicol y 6% de
etilenglicol, permitié la criopreservacién exitosa de embriones de ratén de 8
células (Rall y Fahy, 1985). Sin embargo, esta soluciéon a temperatura ambiente
es toéxica para las células, por ello los embriones deben ser expuestos a la
concentracién final de la solucién a bajas temperaturas (0 a 4°C). La revision de
la composicidén original de esta solucién ha reducido su toxicidad y ha hecho a

este método un poco mas facil de usar (Kasai y col., 1990).

Como se dijo anteriormente, en la composicion de una solucién de vitrificacion

hay altas concentracion de crioprotectores y aditivos. Los aditivos cumplen varias
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funciones; las grandes concentraciones de moléculas no permeables tales como
sacarosa, Ficoll y polietilenglicol reducen el contenido de agua de la célula, y la
acetamida se adiciona con el objetivo de reducir la toxicidad de agentes
crioprotectores tales como el DMSO. Las altas concentraciones de crioprotectores
permeables causan en si mismo la deshidratacion intracelular, ya que su entrada
a la célula es mas lenta que la salida de agua desde el interior. Las altas
concentraciones de crioprotector son potencialmente téxicas para la célula,
particularmente a altas temperaturas. Una disminucién de la temperatura de
exposicion de las células a valores cercanos a 0°C, disminuye el efecto toxico y
hace mas lenta la difusién del crioprotector a través de la membrana celular.
Mediante una cuidadosa seleccion de la duracion de la exposicién a la solucién de
crioproteccién, de la composicion del crioprotector, o ajustando la temperatura
de exposicion, es posible identificar la “ventana” de menor toxicidad, la cual

aumentara la sobrevida de la célula que ha sido criopreservada.

1.2.3. Aplicaciones de la criopreservacion de embriones

Los primeros intentos de congelar embriones de mamiferos no fueron exitosos
(Green y col., 1956; Parrott, 1960). Recién en 1972 se logrdé el primer
congelamiento exitoso empleando embriones de ratén (Whittingham vy col.,
1972; Wilmut, 1972). Para ello se realizé6 un descenso lento de la temperatura
(1°C/min o menos) hasta una temperatura muy baja (alrededor de -80°C) antes
de colocar los embriones en nitrogeno liquido, por lo que el tiempo que llevaba
completar el proceso era muy largo. Los embriones necesitaban ser
descongelados lentamente y el crioprotector debia ser adicionado y removido en

varios pasos.

En la actualidad se han obtenido descendientes de 22 especies a partir de la
transferencia de embriones criopreservados (Rall, 2001). También han nacido
cientos de nifios luego de emplear gametas y embriones humanos
criopreservados. Para esto los protocolos de congelamiento lento han sido

simplificados, y se necesita menos tiempo para completarlos (Friedler y col.,
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1988; Mazur, 1990, Whittingham, y col., 1979; Willadsen, 1977). Mas aln se
han desarrollado una serie de protocolos de congelamiento rapido o vitrificacion,
en los que los embriones pueden ser sumergidos directamente en el nitrégeno
liguido luego de la deshidratacion empleando soluciones de crioproteccion
altamente concentradas (Biery y col., 1986; Bongso y col., 1988; Miyamoto e
Ishibashi, 1986; Rall y col., 1987; Rall, 1987; Reinthaller y col., 1988; Shaw y
col., 1991a; Shaw y col., 1991b; Szell y Shelton, 1986; Szell y Shelton, 1987;
Takahashi y Kanagawa, 1990; Trounson y col., 1987; Trounson y col., 1988;
Trounson, 1990; Van der Auwera y col., 1990; Wilson y Quinn, 1989).

La criopreservacién de embriones se ha incorporado como un procedimiento de
rutina en los sistemas de produccion de especies de interés agropecuario
(Friedler y col., 1988; Leibo, 1989; Schneider y Mazur 1990). El desarrollo de
una técnica eficiente para la criopreservacién de estos embriones ha sido un paso
fundamental para su explotacion comercial. En la actualidad ya se han
criopreservado con diferente grado de éxito embriones de especies tales como
bovinos, ovinos, equinos, caprinos y porcinos. Considerados en conjunto, han
nacidos miles de descendientes de esas especies a partir de embriones

congelados.

Los estudios sobre la criobiologia de este tipo de embriones han sido estimulados
por diferentes objetivos. El uso de embriones criopreservados permite (Leibo
1989; Seidel, 1991, Wilmut y col., 2000):

1. Conservar los embriones por largo tiempo cuando su niumero excede el de las
receptoras disponibles o cuando los nacimientos deben ser diferidos en el

tiempo.

2. Los embriones congelados puedan ser empleados en forma similar al semen
congelado, permitiendo que pueda controlarse el periodo de pariciones,
optimizando de esa forma el manejo de los vientres. Mas aun el desarrollo de
un método de congelamiento y transferencia directa de embriones elimina la

necesidad contar un embridlogo durante el procedimiento, ya que un
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inseminador experimentado, con el entrenamiento apropiado, puede llevar a

cabo correctamente las transferencias en un establecimiento.

Los embriones criopreservados puedan ser enviados de un lugar a otro
facilmente. Ademas, se los puede mantener en almacenamiento mientras se
evalla el estado sanitario de sus padres. Existe gran cantidad de evidencia
que avala el empleo de la transferencia de embriones congelados para evitar
la dispersidn de enfermedades normalmente asociadas con el movimiento de

animales vivos de un pais a otro (Stringfellow y Givens, 2000).

La micromanipulacién de embriones y la transferencia de genes han
comenzado a usarse en forma comercial, la criopreservacién de estos
embriones permite que se realicen evaluaciones sobre otros embriones

hermanos.

El establecimiento de bancos con genética de razas en peligro de extincién.
Con el objetivo de incrementar la productividad, en algunos paises en
desarrollo, se emplean razas exdticas para realizar cruzamientos, conminando
a las razas indigenas a la extincion. Una forma de preservar la diversidad es
crear bancos de semen y embriones congelados de razas locales en peligro de
extincion (Gordon, 1997).
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2. OBJETIVOS DE LA PRESENTE INVESTIGACION

Contar con una técnica de criopreservacion practica y eficiente es fundamental
para la difusién de la transferencia de embriones. Desde el afio 1973 en que se
logré el nacimiento del primer ternero producido a partir de un embridn
congelado (Wilmut y Rowson, 1973), han sido reportados muchas técnicas y
protocolos de criopreservacién de embriones de animales de interés
agropecuario. La investigacién ha sido enfocada principalmente sobre embriones
bovinos, mientras que la criopreservacién de los embriones de otras especies
tales como ovinos, porcinos, equinos y caprinos es menos abundante (Massip y
col., 2004).

Las tasas de éxito del congelamiento de embriones pueden aumentarse a través

de dos abordajes:

- Producir embriones de mejor calidad que puedan resistir mejor las condiciones
extremas a las que son sometidos en los procesos de criopreservaciéon. Para ello
se ha tratado de mejorar el sistema de obtencidon y transferencia de los
embriones obtenidos in vivo y se ha tratado de mejorar los sistemas de cultivo

para los embriones obtenidos in vitro (Greve y col., 1993; Massip y col., 1995).

- Adaptar las técnicas de criopreservacién estandar al tipo de embrién a
criopreservar (Gordon, 1996, Massip y col., 1995; Vajta, 1997). Este es el
objetivo general del presente trabajo. Para lograr esto se han realizado

diferentes evaluaciones y comparaciones.

Se evalud la incorporacidon y remocion de crioprotectores en las células con el
objetivo de estudiar la habilidad de estos para atravesar la membrana plasmatica
durante el proceso de criopreservacion. Para ello se han empleado: glicerol,

etilenglicol y propilenglicol.
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Se estudid el efecto de la sacarosa en los medios de incorporacién y remocion de
los crioprotectores. Se analizaron protocolos de transferencia directa de

embriones.

Se evalud el efecto que tiene el congelamiento sobre embriones de distinto

origen: Obtenidos in vivo y obtenidos in vitro.

Se compard el comportamiento de diferentes protocolos de congelamiento lento
y Vvitrificacion realizando modificaciones, en la busqueda de lograr la mayor

eficiencia en la criopreservacion de embriones de bovinos y ovinos.

Para llevar a cabo todos estos estudios se realizaron evaluaciones in vitro,
cultivando los embriones luego de la criopreservacién, y evaluaciones in vivo a

través de transferencias.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DROGAS Y REACTIVOS

Las drogas, hormonas, reactivos y otros productos empleados en los diferentes

experimentos fueron obtenidos de los siguientes proveedores:

17 beta estradiol: Laboratorio Rio de Janeiro, Santa Fe, Argentina
Aceite mineral: Laboratorios Pharmos, Buenos Aires, Argentina

Acetato de medroxiprogesterona: Laboratorios Gador, Buenos Aires,

Argentina

Antibiotico antimicético (AA) y solucién buffer fosfato salina de Dulbecco
(DPBS): Gibco, Grand Island, NY, EUA.

Dispositivo intravaginal de progesterona (Easy Breed - CIDR): InterAg,

Hamilton, New Zealand.
FSH (Folltropin-V): Vetrepharm Inc, London, ON, Canada

FSH porcina (pFSH) y Cloprostenol - Estrumate: Schering Laboratories,
Omaha, NE, EUA

GnRH (Receptal) Laboratorie Hoechst, Munich, Alemania.

Gonadotrofina sérica de yegua prefiada (PMSG): Laboratorios Syntex, Buenos

Aires, Argentina

LH ovina purificada Immuno Chemical Products, Auckland, New Zealand.

El resto de los productos utilizados para la preparacion de medios y soluciones
fue obtenido de Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA.
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En todos los casos se utilizd agua ultrapurificada mediante un filtro NanoPure
(SKC Inc., Eighty Four, PA, USA).

3.2. OBTENCION DE EMBRIONES

3.2.1. Produccion de embriones bovinos obtenidos in vivo
Superovulacion e inseminacion de las donantes

Como donantes de embriones se emplearon vacas Hereford adultas (edad: 4 a 8
anos; peso corporal promedio = DS: 574 + 40 kg). Las donantes fueron
divididos en grupos de 4 animales. En cada grupo, el estro fue sincronizado por
medio de un dispositivo intravaginal (CIDR) conteniendo 1,9 g de progesterona
(se considerd Dia 0 el dia de la insercidon del CIDR) y 5 mg de 17-B estradiol, i.m.

12 h después de la insercidon del CIDR.

El tratamiento de superestimulacién fue iniciado el Dia 4 utilizando FSH
(Folltropin-V) reconstituida segun las indicaciones del proveedor y de acuerdo al

siguiente esquema:

Dia 4: 2,5 ml por la mafiana, 2 ml 12 h después.
Dia 5: 2 ml por la mafiana, 1,5 ml 12 h después.
Dia 6: 1,5 ml por la mafiana, 1 ml 12 h después.
Dia 7: 1 ml por la mafiana, 0,5 ml 12 h después.

En el Dia 6, las donantes recibieron también 2 ml de Cloprostenol (analogo de
prostaglandina F2alfa), i.m., y el CIDR fue retirado en la tarde del mismo dia. El
Dia 8, se administraron 2,5 ml de GnRH (Receptal), i.m. En la mafiana y la tarde

de los Dias 7, 8 y 9 se realizé la deteccion de celo durante 30 min por
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observacion de la conducta de monta. Aquellos animales que mostraron celo

recibieron inseminacion artificial 12 h después.

Recoleccion y evaluacion de los embriones

Los embriones fueron recolectados en forma no quirdrgica seis dias después de
la deteccién del celo. Para este propodsito, fueron lavados ambos cuernos uterinos
con DPBS combinado con 1% de SFB y 1% de AA. Los embriones fueron
buscados bajo lupa e inmediatamente colocados en medio de mantenimiento,
consistente en DPBS combinado con 10% de SFB y 1% de AA.

Los embriones fueron clasificados de acuerdo a su estadio de desarrollo y su
morfologia (Lindner y Wright, 1984). Solo fueron empleados en los experimentos
aquellas moérulas compactas o blastocistos de calidad buena o excelente (ver
capitulo 1.1.3.4). Los embriones recolectados cada dia (usualmente 20 a 30)
fueron asignados aleatoriamente a los diferentes tratamientos dentro de cada

experimento.

3.2.2. Produccion de embriones bovinos obtenidos in vitro
Aspiracion folicular de las donantes

Como donantes de oocitos se emplearon vacas Hereford adultas (edad: 4 a 8
anos; peso corporal promedio £ DS: 574 = 40 kg). La puncidn de los foliculos se
realiz6 empleando una aguja de 18 G x 45 cm conectada a una bomba de vacio.
La aspiracion fue guiada mediante un ecografo Aloka 500 (Aloka, Tokyo, Japan)

con un transductor linear de 7,5 MHz (Bols y col., 1995a).

Como medio para la aspiracion de los oocitos se empled TCM 199 combinado con
0,05 mg/ml de heparina, 100 UI/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina,
0,05 mg/ml de kanamicina, y 0,5% de BSA-FAF.

- 50 -



Maduracion in vitro

Una vez extraidos del liquido de aspiracion bajo lupa, los oocitos fueron
transferidos al medio de mantenimiento compuesto por TCM 199 combinado con
HEPES 15 mM (empleado como buffer) y 10% de SFB. Para la maduracion in
vitro (IVM) los oocitos fueron lavados dos veces en medio de mantenimiento y
dos veces en un medio compuesto por TCM 199-bicarbonato combinado con 10%
de SFB, 10 upg/ml de LH ovina purificada (NIH-oLH-S1), 1 pg/ml de pFSH,
1 pg/ml de 17B-estradiol y cisteamina 100 uM (de Matos y col., 1995). Los
complejos cumulus-oocitos (COCs) fueron cultivados durante 24 h en gotas de
50 pl de medio de IVM bajo aceite mineral a 39°C en atmédsfera de 5% CO,,

7% 0O, y 88% N;, con saturacion de humedad.

Fertilizacion in vitro

Luego de la maduracién, los COCs fueron incubados durante 22 h en gotas de
50 ul de medio de fertilizaciéon in vitro bajo aceite mineral, con una concentracion
de 1x10°%/ml de espermatozoides, seleccionados mediante el procedimiento de
Percoll (Parrish y col., 1986) Como medio de fertilizacion in vitro se empled TALP
combinado con 6 mg/ml de BSA-FAF, penicilamina20 uM, hipotaurina 10 uM, y
10 pg/ml de heparina. El medio TALP fue compuesto segun fuera descripto por
Parrish y col. (1986).

Cultivo in vitro

Los supuestos cigotos fueron transferidos al medio Synthetic Oviduct Fluid
modificado (SOFm; Tervit y col., 1972; Edwards y col., 1997) combinado con
glutamina 1 mM, 2% (v/v) de BME, 1% (v/v) de MEM y 4 mg/ml| de BSA-FAF
(274 a 276 mOsm/I) y cultivados durante 48 h, en gotas de 40 pl bajo aceite
mineral (10 embriones por gota), a 39°C en atmdsfera de 5% CO,, 7% O, y 88%

N,, con saturacion de humedad. Al cabo de 48 h, los embriones fueron
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transferidos al mismo medio pero conteniendo glucosa 1,5 mM (Furnus y col.,
1997) e incubados en las mismas condiciones durante 5 dias. El medio de cultivo

fue cambiado cada 48 h.

Los embriones fueron clasificados de acuerdo a su estadio de desarrollo y su
morfologia (Lindner y Wright, 1984). Solo se emplearon en los experimentos
blastocistos en expansién y expandidos de calidad excelente y buena. Los
embriones obtenidos en los Dias 6 y 7 (generalmente 10 a 20 embriones por dia)
fueron asignados aleatoriamente a los diferentes tratamientos dentro de cada

experimento.

3.2.3. Produccion de embriones ovinos obtenidos in vivo
Superovulacion e inseminacion de las donantes

Como donantes de embriones se emplearon ovejas cruza Merino Australiano x
Corriedale adultas (edad: 4 a 6 afios; peso corporal promedio £ DS: 56,4 £ 5
kg). Las ovejas fueron divididas en grupos de 6 animales. En cada grupo, se
sincronizd el estro empleando esponjas intravaginales conteniendo 60 mg de
MAP durante 14 dias (Dia 0 = Dia de inserciéon de la esponja). Las donantes
fueron superovuladas con una dosis total de 250 UI de pFSH administrada en 6
dosis decrecientes a intervalos de 12 h, comenzando 48 h antes de la remocion
de la esponja (Naitana y col., 1995). En el momento de la remocion de la
esponja, las ovejas fueron colocadas con un macho de fertilidad probada con el
pecho pintado para poder detectar aquel animal que habia sido montado, y se

controld la aparicion de marca cada 12 h durante 2 dias.

Recoleccion y evaluacion de los embriones

Seis dias después de la deteccién del estro los embriones fueron colectados
quirdrgicamente (Baldassarre y col., 1992). Para ello, las donantes fueron

tratadas con 0,3 ml de atropina 1%, i.m. y luego anestesiadas con 0,7 ml de
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xilazina 2%, i.m., y 5 min mas tarde 1,5 ml de clorhidrato de ketamina (50
mg/ml), i.v. Ambos cuernos uterinos fueron expuestos y su interior fue lavado
con DPBS combinado con 1% de SFB y 1% de AA (30 ml cada cuerno). Los
embriones fueron localizados bajo lupa e inmediatamente colocados en medio de
mantenimiento, el cual consistio6 de DPBS combinado con 10% de SFB y 1% de
AA.

Los embriones fueron clasificados de acuerdo a su estado de desarrollo y su
apariencia morfoldgica (Winterberger-Torres y col., 1987). Para los experimentos
so6lo se emplearon morulas compactas y blastocistos de calidad excelente y
buena. Los embriones recolectados en cada dia (usualmente 20 a 30 embriones)
fueron asignados aleatoriamente a los diferentes tratamientos dentro de los

experimentos.

3.2.4. Produccion de embriones ovinos obtenidos in vitro
Aspiracion folicular de las donantes

Como donantes de oocitos se emplearon ovejas adultas de cruza Merino
Australiano x Corriedale (edad: 4 a 6 ahos; peso corporal promedio + DS: 56,4
+ 5,0 kg). Los oocitos fueron aspirados por foliculocentesis empleando una aguja
de 18 G x 20 cm conectada a una bomba de vacio (Baldassarre y col., 1996). La
aspiracion fue guiada empleando un laparoscopio Stortz (Karl Stortz Gmb & Co.,

KG, Tuttlingen, Alemania).

Como medio para la aspiracion de los oocitos se empled TCM 199 combinado con
0,05 mg/ml de heparina, 100 UI/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomicina,
0,05 mg/ml de kanamicina, y 0,5% de BSA-FAF.
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Maduracion in vitro

Una vez extraidos del liquido de aspiracion bajo lupa, los oocitos fueron
transferidos al medio de mantenimiento compuesto por TCM 199 combinado con
HEPES 15 mM (empleado como buffer), 10% de SFB. Para la maduracion in vitro
(IVM) los oocitos fueron lavados dos veces en medio de mantenimiento y dos
veces en medio de maduracién compuesto por TCM 199-bicarbonato combinado
con 10% de SFB, 10 pg/ml de LH ovina purificada (NIH-oLH-S1), 1 pg/ml de
pFSH y 1 pg/ml de 17 B estradiol. Para la IVM los complejos cumulus-oocito
(COCs) fueron cultivados durante 26 h, en gotas de 50 uyl de medio de IVM bajo
aceite mineral a 39°C en una incubadora gaseada con 5% CO,, 7% 0O, y 88% N,

en saturacion de humedad.

Fertilizacion in vitro

Luego de la maduracién, los COCs fueron incubados durante 22 h en gotas de
50 pl de medio de fertilizacidon in vitro bajo aceite mineral, conteniendo 1 x 10°
espermatozoides, los cuales fueron seleccionados mediante la técnica de Percoll
(Parrish y col., 1986).

Cultivo in vitro

Los supuestos cigotos fueron transferidos a medio SOF modificado (SOFm;
Gardner y col., 1994; Tervit y col., 1972) e incubados durante 6 dias. El medio

de cultivo fue cambiado cada 48 h.

Los embriones obtenidos fueron clasificados de acuerdo a su estadio de
desarrollo y su morfologia (Winterberger-Torres y col., 1987). Sélo se emplearon
en los experimentos blastocistos en expansion y expandidos de calidad excelente
y buena. Los embriones obtenidos en los Dias 5 y 6 (generalmente 10 a 20
embriones por dia) fueron asignados aleatoriamente a los diferentes

tratamientos dentro de cada experimento.
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3.3. PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACION

En todos los tratamientos los embriones fueron cargados individualmente en
pajuelas de 0,25 ml (IMV, L'Aigle, Francia). En aquellos tratamientos donde los
embriones fueron congelados se empled una congeladora de metanol (FTS
Systems, Stone Ridge, New York, EUA). Una vez criopreservados los embriones
fueron almacenados en nitréogeno liquido durante 6 a 12 meses hasta la

transferencia.

3.3.1. Protocolos de congelamiento lento
Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 1 paso (Gli-1P)

Se empled el protocolo de congelamiento descripto por Elsden y col. (1982) con
modificaciones (ver Apéndice). Este protocolo emplea el glicerol como
crioprotector, el cual es incorporado en un paso (glicerol 10%). Luego del
descongelamiento se realiza la remocién del crioprotector en tres pasos con
concentraciones decrecientes de glicerol y la adicion de sacarosa 0,3 M en cada

paso.

Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 2 pasos (Gli-2P)

El protocolo fue similar al anterior, excepto por la incorporacion del crioprotector,
la cual se realizé en dos pasos (ver Apéndice). Aqui se agregd un primer paso
consistente en una solucién de glicerol 5%. La remocion del crioprotector se

realizé de la misma forma que en el protocolo anterior.
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Congelamiento con etilenglicol - Incorporacion en 1 paso y transferencia
directa (Eg-TrDir)

Se empled el protocolo de congelamiento descripto por Voelkel y Hu (1992). En
este protocolo se emplea como crioprotector al etilenglicol, el cual es incorporado
en un paso (etilenglicol 1,5 M, ver Apéndice). Ya que este método no requiere la
remocién del crioprotector luego del descongelamiento, los embriones son

transferidos directamente desde la pajuela en la que fueron congelados.

Congelamiento con propilenglicol - Incorporacion en 1 paso y

transferencia directa (Pg-TrDir)

Se realizd6 una modificacion en el protocolo descripto en la secciéon anterior, el
cual consistido en el empleo de propilenglicol en reemplazo del etilenglicol (ver
Apéndice). El tiempo de incorporacion del crioprotector fue de 5 min. La curva de
congelamiento y el descongelamiento se realizaron de la misma forma que en el

protocolo anterior.

Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 3 pasos (Gli-3P)

Se empled el protocolo descripto por Prather y col. (1987) con modificaciones.
Este protocolo emplea el glicerol como crioprotector, el cual es incorporado en
tres pasos (glicerol 0,5 M, 1,0 M y 1,4 M, ver Apéndice). Luego del
descongelamiento se realiza la remocion del crioprotector en tres pasos con
concentraciones decreciente de glicerol y la adicién de sacarosa 0,5 M en cada

paso.

Congelamiento con etilenglicol — Incorporacion en 3 pasos (Eg-3P)

Se empled el protocolo descripto por Tervit y Gold (1984) con modificaciones.

Este protocolo emplea el etilenglicol como crioprotector, el cual es incorporado
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en tres pasos (etilenglicol 0,5 M, 1,0 M y 1,5 M, ver Apéndice). Luego del
descongelamiento se realiza la remocion del crioprotector en tres pasos con
concentraciones decrecientes de etilenglicol y la adicion de sacarosa 0,5 M en

cada paso.

Congelamiento con etilenglicol — Incorporacion en 3 pasos modificado
(Eg-3P m)

El protocolo fue similar al anterior, excepto por la remocion del crioprotector, la

cual se realiz6 en un paso (sacarosa 0,5 M, ver Apéndice).

3.3.2. Protocolos de vitrificacion
Vitrificacion con propilenglicol + glicerol (Pg+Gli)

Se empled el protocolo de vitrificacion descripto por Scheffen y col. (1986) y
Massip y col. (1986), con modificaciones. Este protocolo emplea glicerol y
propilenglicol como crioprotectores para componer la solucidn de vitrificacidon
(glicerol 25% + propilenglicol 25%, ver Apéndice). Antes de sumergir los
embriones en la solucion de vitrificacion éstos son colocados en una solucién de
equilibrado. La remocion del crioprotector se realiza en dos pasos empleando

sacarosa.

Vitrificacion con etilenglicol + Ficoll 70 + sacarosa (EFS)

Se empled el protocolo de vitrificacion descripto por Kasai y col. (1990),
modificado por Zhu y col. (1993). Este protocolo emplea etilenglicol, Ficoll 70 y
sacarosa como crioprotectores para componer la solucion de Vvitrificacion
(etilenglicol 40% + Ficoll 70 18% + sacarosa 0,3 M, ver Apéndice). Antes de

sumergir los embriones en la solucién de vitrificacion éstos son colocados en una
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solucion de equilibrado. La remocién del crioprotector se realiza en un paso

empleando sacarosa.

Vitrificacion con la solucion EFS modificada (EFSm)

Se realizdé una modificacion del protocolo EFS descripto en la seccion anterior. La
variante consistio en equilibrar los embriones en dos pasos, antes de ser

vitrificados (ver Apéndice).

Vitrificacion con etilenglicol + glicerol (Eg+Gli)

Se empled, con modificaciones, el protocolo de vitrificacion descripto por Yang y
col. (1992) el cual fue desarrollado como una modificacion del protocolo Pg+Gli.
Este protocolo emplea etilenglicol y glicerol como crioprotectores para componer
la solucién de vitrificacion (glicerol 25% + etilenglicol 25%, (ver Apéndice).
Antes de sumergir los embriones en la solucion de vitrificacion éstos son
colocados en dos soluciones de equilibrado. La remocién del crioprotector se

realiza en tres pasos empleando concentraciones decrecientes de sacarosa.

3.4. EVALUACION DE LA SOBREVIDA EMBRIONARIA
LUEGO DEL CONGELAMIENTO

3.4.1. Evaluacion in vitro de los tratamientos de criopreservacion de

embriones bovinos y ovinos

La evaluacién in vitro de los embriones descongelados se realizd, luego de la

remocién del crioprotector, mediante el cultivo de los mismos en gotas de 50 pl
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de SOFmM adaptado de acuerdo a lo descripto en las secciones 3.2.2 y 3.2.4 (5 a

7 embriones/gota).

El desarrollo, medido como la formacién de blastocele (en las moérulas) o la re-
expansion del mismo (en los blastocistos), y la eclosidén, fueron evaluados cada
24 h hasta las 72 h para estimar la viabilidad embrionaria. La tasa de desarrollo
fue calculada como el cociente entre el niUmero de embriones que formaron o
expandieron el blastocele y el nimero de embriones colocados en cultivo,
mientras que la tasa de eclosion fue calculada como el nimero de embriones que

eclosionaron sobre el nimero de embriones colocados en cultivo.

Finalmente, en los experimentos donde se realizd el recuento del niumero de
nucleos de aquellos blastocistos que sobrevivieron luego de 72 h de cultivo, se
empled para marcar los nucleos el marcador fluorescente especifico para ADN
Hoechst 33342, observandolos mediante un microscopio de epifluorescencia
Nikon Optiphot (Nikon Co., Tokio, Japdén; de Matos y col., 1995).

3.4.2. Evaluacion in vivo de los tratamientos de criopreservacion de

embriones bovinos

La evaluacion de los tratamientos de criopreservacion también se realizd por
transferencia a receptoras. Se emplearon para ello vacas adultas Polled Hereford
(edad: 4 a 6 afos; peso corporal promedio = DS: 398 + 30 kg). El celo fue
sincronizado empleando una Unica dosis i.m. de 2 ml de Cloprostenol. Siete dias
después de la deteccidon del estro, los embriones fueron transferidos en forma no
quirdrgica (1 embridn por receptora) en el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo
IUteo usando un catéter de transferencia de embriones bovinos (I.M.V., L'Aigle,

Francia).

La prefiez fue diagnosticada 30 dias después de la transferencia, mediante una
ecografia transrectal empleando un ecégrafo Aloka 500 (Aloka, Tokio, Japén) con
un transductor lineal de 7,5 MHz. Quince dias antes de la fecha estimada de

parto, las receptoras prefiadas fueron separadas y mantenidas en corrales.
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Durante el periodo de nacimientos, el grupo fue controlado dos veces por dia

para registrar los partos distécico.

Se definié la tasa de prefez por embriones totales como el cociente entre el
nimero de receptoras prefiadas y el nimero de embriones empleados en cada
tratamiento, la tasa de prefiez por embriones transferidos como el cociente entre
el nUumero de receptoras prefadas y el niumero de receptoras que recibieron
embridn, la tasa de nacimientos por embriones totales como el cociente entre el
nimero de terneros nacidos y el nimero de embriones empleados en cada
tratamiento y tasa de nacimientos por embriones transferidos como el cociente
entre el nimero de terneros nacidos y el nUmero de receptoras que recibieron
embridn. La tasa de partos distécicos fue calculada como el cociente entre el
nimero de partos distécicos y el nimero total de partos. La relacion de sexos fue
calculada como el cociente entre el nimero de machos y hembras nacidas, vy la
longitud de la gestacion como el intervalo de tiempo entre las fechas de

transferencia y nacimiento, mas 6 dias (considerada la edad embrionaria).

3.4.3. Evaluacion in vivo de los tratamientos de criopreservacion de

embriones ovinos

Para la evaluacion in vivo de embriones ovinos mediante transferencia, se
emplearon como receptoras ovejas de cruza Merino Australiano x Corriedale
adultas (edad: 4 a 6 afios; peso corporal promedio + DS: 47,0 + 5,0 kg). El celo
fue sincronizado empleando esponjas intravaginales impregnadas con 60 mg de
MAP que se mantuvieron durante 14 dias. En el momento de la remocidon de la
esponja se inyectaron 300 UI de PMSG. Seis dias después de detectado el estro,
los embriones fueron transferidos quirdrgicamente (1 embrién por receptora)
bajo anestesia (seccién 3.2.3) en el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo luteo,
empleando un catéter Tom-Cat (Sherwood Medical, St. Louis, MO, USA)
conectado a una jeringa de 1 ml. Luego de la transferencia, todas las ovejas
recibieron una esponja intravaginal con 60 mg de MAP, la cual quedd colocada

durante 14 dias.
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La prefiez fue diagnosticada 45 dias luego de la transferencia mediante ecografia
trans-abdominal, empleando un ecégrafo Aloka 500 (Aloka, Tokio, Japon) con un
transductor lineal de 5,0 MHz. Quince dias antes de la fecha estimada de parto,
las receptoras prefiadas fueron separadas y mantenidas en corrales. Durante el
periodo de nacimientos, el grupo fue controlado dos veces por dia para registrar
los partos distécicos.

Se definid la tasa de prefiez por embriones totales como el cociente entre el
nimero de receptoras prefiadas y el nimero de embriones empleados en cada
tratamiento, la tasa de prefiez por embriones transferidos como el cociente entre
el nUmero de receptoras prefiadas y el niumero de receptoras que recibieron
embridn, la tasa de nacimientos por embriones totales como el cociente entre el
nimero de terneros nacidos y el nimero de embriones empleados en cada
tratamiento y tasa de nacimientos por embriones transferidos como el cociente
entre el numero de terneros nacidos y el nUmero de receptoras que recibieron
embridn. La tasa de partos distécicos fue calculada como el cociente entre el
nimero de partos distécicos y el nimero total de partos. La relacion de sexos fue
calculada como el cociente entre el nUmero de machos y hembras nacidas, y la
longitud de la gestacion como el intervalo de tiempo entre las fechas de

transferencia y nacimiento, mas 6 dias (considerada la edad embrionaria).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias en las tasas de desarrollo, eclosion, prefez, nacimientos y partos
distocicos y las relaciones de sexos fueron analizadas empleando el test Exacto
de Fisher.

Las diferencias en el numero de nucleos, longitud de la gestacidon y peso al
nacimiento fueron analizados mediante el test de T o ANOVA, segun

correspondiera.
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Los valores de probabilidad menores que 0,05 fueron considerados como

significativos.

Todos los tests fueron realizados empleando el programa Statistica para

Windows (Stat Soft Inc., 1999).
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4. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES BOVINOS
OBTENIDOS IN VIVO

4.1. INTRODUCCION

Durante los Ultimas décadas, la criopreservacion de embriones bovinos fue
mejorada substancialmente debido a factores tales como un incremento en la
calidad embrionaria, una seleccion adecuada de las receptoras y una
sincronizaciéon apropiada entre la donante y la receptora (Gordon, 1996). Por
otra parte, el mejoramiento de los protocolos de criopreservacién ha contribuido
significativamente al éxito del congelamiento de embriones (Fahning y Garcia,
1992). Las tasas de prefiez alcanzadas empleando embriones congelados de alta
calidad son so6lo un 10% inferiores a las obtenidas usando embriones frescos
(Niemann, 1991).

En la actualidad, la técnica mas ampliamente usada para la criopreservacion de
embriones bovinos es el congelamiento lento (Fahning y Garcia, 1992, Niemann,
1991). Recientemente se desarrollé la técnica de transferencia directa, que
permite transferir el embrion desde la misma pajuela en la que fue congelado
(Leibo, 1984; Massip y col., 1987; Renard y col., 1983; Voelkel y Hu, 1992).

Las condiciones de campo requieren que las técnicas de descongelamiento vy
transferencia sean lo mas simples posible, con maxima eficiencia en cuanto al
costo y el trabajo necesarios. En consecuencia, en los Ultimos afos la
investigacidon en el congelamiento de embriones bovinos ha sido dirigida no sélo
a alcanzar altas tasas de nacimientos, sino también a simplificar los métodos
involucrados (Palasz y Mapletoft, 1996). La técnica ideal debe combinar ambos

factores.

El objetivo de este capitulo ha sido evaluar diferentes técnicas de
criopreservacién en su capacidad para mantener la viabilidad de los embriones

bovinos obtenidos in vivo luego de ser congelados. Se compararon dos métodos
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de congelamiento lento con glicerol y un método para transferencia directa con
etilenglicol. En el Ultimo de ellos, se evaluaron diferentes tiempos de
incorporacién del crioprotector. Finalmente, empleando el método de
transferencia directa se compararon dos crioprotectores, etilenglicol vy

propilenglicol, combinados con tres concentraciones de sacarosa.

4.2. RESULTADOS

Se recuperd un total de 1645 embriones producidos por 215 donantes (7,7
embriones/donante), de los cuales 1413 fueron usados en estos experimentos y

232 no fueron considerados debido a su baja calidad.

4.2.1. Congelamiento lento de embriones bovinos obtenidos in vivo con

glicerol y etilenglicol

Se emplearon 419 embriones bovinos obtenidos in vivo, de los cuales 105 fueron
congelados con el protocolo Gli-1P, 105 con el protocolo Gli-2P, 105 con el

protocolo Eg-TrDir. Como control fueron transferidos en fresco 104 embriones.

Cuando se analizan las tasas de prefiez y nacimientos por embriones totales
empleados no se observan diferencias entre los diferentes tratamientos de
criopreservacion. Solo al comprarlos con el control fresco se observan diferencias

significativas principalmente al evaluar los blastocistos (Tabla 1).

Los tratamientos Gli-2P y Eg-TrDir fueron igualmente efectivos, no encontrando
diferencias significativas comparados con el control en las tasas de prefez de
nacimientos por embriones transferidos. Por el contrario Gli-1P mostré que la
tasa de prefiez de nacimientos de los blastocistos y de la suma de moérulas y

blastocistos fueron significativamente mas bajas que el control (Tabla 1).
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Cuando se compararon las mérulas con los blastocistos en cada tratamiento solo

se encontraron diferencias significativas en Gli-1P.

A partir de estos resultados se decididé utilizar Eg-TrDir para el siguiente

experimento.

4.2.2. Efecto del tiempo de equilibrado del crioprotector en el protocolo

de transferencia directa

Empleando el protocolo de congelamiento Eg-TrDir, se compararon dos tiempos
de incorporacién del crioprotector, 5 y 20 min. Para ello se emplearon 224
embriones, de los cuales 75 fueron equilibrados en el crioprotector durante 20
min, 75 fueron equilibrados durante 5 min y 74 embriones fueron transferidos en

fresco como control.

Cuando se considerdé la suma de morulas y blastocistos, no se encontraron
diferencias significativas en la tasa de prefiez entre el grupo de embriones en los
que la incorporacion del etilenglicol se realizé durante 5 minutos y los controles
transferidos en fresco. En contraste, la tasa de prefiez del grupo de embriones
que fue expuesto al etilenglicol durante 20 minutos fue significativamente mas
baja que el control. Cuando morulas y blastocistos fueron considerados por
separado, la exposicion durante 20 minutos al etilenglicol mostré ser perjudicial
para las moérulas (con tasas de prefiez mas bajas que los controles), mientras
que la exposicion durante 5 minutos no lo fue. Este efecto no fue observado en

los blastocistos (Tabla 2).

En cada método, no se observaron diferencias significativas en las tasas de

prefiez y nacimientos al comparar mérulas vs. Blastocistos (Tabla 2).

La tasa de nacimientos del grupo de embriones equilibrado durante 20 minutos
fue igual a la del grupo expuesto durante 5 minutos, pero fue significativamente

mas baja que la del control fresco (Tabla 2).

- 65 -



A partir de estos resultados se fijé como tiempo de incorporacion 5 minutos y se
decidié comparar medios para transferencia directa formulados con etilenglicol y

propilenglicol.

4.2.3. Protocolos de congelamiento con transferencia directa, empleando
etilenglicol o propilenglicol, combinados con diferentes concentraciones

de sacarosa

Las soluciones Eg-TrDir y Pg-TrDir (ver Materiales y Métodos) fueron combinadas
con tres concentraciones diferentes de sacarosa (0, 0,1 o 0,3 M) componiendo

entonces seis medios de congelamiento diferentes a ser evaluados.

Se emplearon 770 embriones que se distribuyeron de la siguiente manera: 110
fueron congelados con Eg-TrDir, 110 con Eg-TrDir + sacarosa 0,1 M, 110 con Eg-
TrDir + sacarosa 0,3 M, 110 con Pg-TrDir, 110 con Pg-TrDir + sacarosa 0,1 M,

110 con Pg-TrDir + sacarosa 0,3 M, y 110 sirvieron como control fresco.

Las tasas de prefiez obtenidas mostraron una mayor eficacia del etilenglicol que
el propilenglicol para la criopreservacion de blastocistos, diferencia que no se
observd en las moérulas. La tasa de prefiez de las moérulas criopreservadas con
etilenglicol fue mejorada por la adicién de sacarosa 0,1 M en la soluciéon de
criopreservacion, pero este efecto no fue observado luego del agregado de
sacarosa 0,3. El uso de etilenglicol con sacarosa 0,1 M no mostré diferencias
significativas respecto del control fresco. En el caso del propilenglicol, la adicion

de sacarosa fue inefectiva o perjudicial (Tabla 3).

Cuando se compararon morulas y blastocistos dentro de cada tratamiento, se
observaron diferencias significativas en el tratamiento de etilenglicol con

sacarosa 0,3 M y propilenglicol con sacarosa 0 M.

La combinacién de etilenglicol con sacarosa 0,1 M alcanzé las tasas de prefiez y
nacimientos mas alta, no mostrando diferencias significativas respecto del

control fresco (Tabla 3 y 4).
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Tabla 1. Transferencia de embriones bovinos congelados con Gli-1P, Gli-2P o Eg-TrDir

Tratamientos

Gli-1P

Gli-2P

Eg-TrDir

Control

Tasa de prefiez por
embriones totales
(Receptoras prefiadas /

total de embriones)

21/55 (38,2%)7*

21/55 (38,2%)°

24/55 (43,6%)?

31/54 (57,4%)

8/50 (16,0%)%*

15/50 (30,0%)®

16/50 (32,0%)?

27/50 (54,0%)°

29/105 (27,6%)?

36/105 (34,3%)?

40/105 (38,1%)®

58/104 (55,8%)P

Tasa de prefiez por
embriones transferidos
(Receptoras prefiadas /

embriones transferidos)

21/50 (42,0%)7*

21/44 (47,7%)?

24/46 (52,2%)°

31/54 (57,4%)

8/42 (19,1%)°*

15/40 (37,5%)%®

16/42 (38,1%)°

27/50 (54,0%)°

29/92 (31,5%)

36/84 (42,9%)°

40/88 (45,5%)%°

58/104 (55,8%)°

Tasa de nacimientos por
embriones totales
(Terneros nacidos / total

de embriones)

20/55 (36,4%)7*

20/55 (36,4%)°

23/55 (41,8%)%*®

31/54 (57,4%)°

7/50 (14,0%)*

15/50 (30,0%)°®

16/50 (32,0%)3°

26/50 (52,0%)°

27/105 (25,7%)?

35/105 (33,3%)°

39/105 (37,1%)°

57/104 (54,8%)"°

Tasa de nacimientos por
embriones transferidos
(Terneros nacidos /

embriones transferidos)

20/50 (40,0%)*

20/44 (45,5%)°

23/46 (50,0%)®

31/54 (57,4%)°

7/42 (16,7%)?*

15/40 (37,5%)%®

16/42 (38,1%)°

26/50 (52,0%)°

M+ B

27/92 (29,3%)

35/84 (41,7%)%

39/88 (44,3%)%*®

57/104 (54,8%)°

M = Mérulas, B = Blastocistos, M + B = Morulas + Blastocistos

Los valores con superindices distintos dentro de las filas y con asterisco dentro de las columnas difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 2. Transferencia de embriones bovinos congelados con Eg-TrDir comparando 20 min o 5 min de exposicion al crioprotector

Tratamientos

20 min

5 min

Control

Tasa de prefiez por
embriones totales
(Receptoras prefiadas / total

de embriones)

17/45 (37,8%)?

20/45 (44,4%)%®

27/44 (61,4%)°

12/30 (40,0%)°

12/30 (40,0%)°

16/30 (53,3%)°

29/75 (38,7%)°

32/75 (42,7%)%®

43/74 (58,1%)°

Tasa de prefiez por

embriones transferidos
(Receptoras prefadas /
embriones transferidos)

17/43 (39,5%)?

20/44 (45,5%)%®

27/44 (61,4%)°

12/29 (41,4%)°

12/28 (42,9%)°

16/30 (53,3%)°

29/72 (40,3%)*

32/72 (44,4%)%®

43/74 (58,1%)°

Tasa de nacimientos por
embriones totales (Terneros
nacidos / total de

embriones)

17/45 (37,8%)?

20/45 (44,4%)%®

27/44 (61,4%)°

12/30 (40,0%)°

12/30 (40,0%)°

15/30 (50,0%)°

29/75 (38,7%)*°

32/75 (42,7%)%*®

42/74 (56,8%)°

Tasa de nacimientos por
embriones transferidos
(Terneros nacidos /

embriones transferidos)

17/43 (39,5%)°

20/44 (45,5%)%*®

27/44 (61,4%)°

12/29 (41,4%)°

12/28 (42,9%)°

15/30 (50,0%)°

M+ B

29/72 (40,3%)*

32/72 (44,4%)%®

42/74 (56,8%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Moérulas + Blastocistos

Los valores con superindices distintos dentro de las filas difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 3. Tasas de prefiez luego de la

sacarosa 0, 0,1 00,3 M.

transferencia de embriones bovinos congelados con etilenglicol o propilenglicol

combinados con

Tratamientos

Sacarosa

Eg-TrDir

(A}

0,1 M

0,3 M

Pg-TrDir

oM

0,1 M

0,3M

Control

Tasa de
prefiez por
embriones

20/60 (33,3%)*

32/60 (53,3%)°

11/60 (18,3%)“*

24/60 (40,0%)**

10/60 (16,7%)¢

5/60 (8,3%)¢

35/60 (58,3%)°

totales
(Receptoras

prefiadas/

12/50 (24,0%)

20/50 (40,0%)®

19/50 (38,0%)%*

3/50 (6,0%)%*

9/50 (18,0%)<

3/50 (6,0%)¢

27/50 (54,0%)°

total de

M+ B

embriones)

32/110 (29,1%)°

52/110 (47,3%)°

30/110 (27,3%)?

27/110 (24,6%)?

19/110 (17,3%)?

8/110 (7,3%)°

62/110 (56,4%)°

Tasa de
prefiez por

embriones

20/60 (33,3%)*

32/59 (54,2%)°

11/60 (18,3%)°*

24/59 (40,7%)™*

10/58 (17,2%)°

5/58 (8,6%)¢

35/60 (58,3%)°

transferidos
(Receptoras

prefadas/

12/48 (25,0%)*

20/49 (40,8%)2°

19/47 (40,4%)%*

3/48 (6,3%)%*

9/45 (20,0%)<

3/48 (6,3%)¢

27/50 (54,0%)°

embriones

M+ B

transfer)

32/108 (29,6%)°

52/108 (48,2%)°

30/107 (28,0%)?

27/107 (25,2%)?

19/103 (18,5%)?

8/106 (7,6%)°

62/110 (56,4%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Moérulas + Blastocistos

Los valores con superindices distintos dentro de las filas y con asterisco dentro de las columnas difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 4. Tasa de nacimientos luego de la transferencia de embriones bovinos congelados con etilenglicol o propilenglicol combinados con

sacarosa 0, 0,1 0 0,3 M.

Tratamientos

Sacarosa

Eg-TrDir

oM

0,1 M

0,3 M

Pg-TrDir

oM

0,1 M

0,3 M

Control

Tasa de
nacimientos

por

19/60 (31,7%)*

32/60 (53,3%)"™

11/60 (18,3%)*

21/60 (35,0%)%*

10/60 (16,7%)

4/60 (6,7%)¢

34/60 (56,7%)"

embriones
totales

(Terneros

12/50 (24,0%)*

20/50 (40,0%)®

19/50 (38,0%)®*

2/50 (4,0%)%*

9/50 (18,0%)<

2/50 (4,0%)¢

27/50 (54,0%)®

nacidos/
total de

embriones)

M+ B

31/110 (28,2%)°

52/110 (47,3%)°

30/110 (27,3%)°

23/110 (20,9%)?

19/110 (17,3%)?

6/110 (5,5%)°

61/110 (55,4%)°

Tasa de
nacimientos

por

19/60 (31,7%)*

32/59 (54,2%)"

11/60 (18,3%)°*

21/59 (35,6%)%*

10/58 (17,2%)“

4/58 (6,9%)°

34/60 (56,7%)°

embriones
transferidos

(Nacimiento

12/48 (25,0%)*

20/49 (40,8%)®

19/47 (40,4%)**

2/48 (4,2%)%*

9/45 (20,0%)<

2/48 (4,2%)°

27/50 (54,0%)®

s/embriones

M+ B

transfer)

31/108 (28,7%)°

52/108 (48,1%)°

30/107 (28,0%)°

23/107 (21,5%)°

19/103 (18,5%)?

6/106 (5,7%)°

61/110 (55,4%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Moérulas + Blastocistos

Los valores con superindices distintos dentro de las filas y con asterisco dentro de las columnas difieren significativamente (P<0,05).
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4.3. DISCUSION

Los resultados del Experimento 1 demostraron que cuando se consideran
moérulas y blastocistos en conjunto los tratamientos Gli-1P, Gli-2P y Eg-TrDir no
fueron diferentes en cuanto a su tasa de prefiez. Sin embargo, como Gli-1P
mostrd un efecto adverso sobre los blastocistos en particular, este método no es
recomendado para propdsitos practicos. Este fendmeno esta asociado al menor
tamafio de las células de los blastocistos, lo cual resulta en una menor relacion
superficie/volumen, comparados con las morulas (Széll y col., 1989). Esta
diferencia hace que el crioprotector entre en menor proporcién al medio
intracelular, con la consiguiente deficiencia en la crioproteccion. Ademas, un
tiempo de exposicion mas largo al glicerol en el tratamiento Gli-2P (en total 10
min) comparado con Gli-1P (en total 5 min) mejord la tasa de prefiez, porque
compensa el efecto negativo del tamafo celular con un aumento del tiempo de
exposicion. Por ello no se encuentran diferencias significativas en las tasas de
prefiez entre mérulas y blastocistos cuando se usa Gli-2P (Széll y col., 1989). Por
otro lado, este efecto tampoco se observa cuando se usa etilenglicol, quien tiene
una mayor permeabilidad a través de la membrana celular que el glicerol (Széll y
col., 1989).

Debido a que Eg-TrDir no presenté diferencias significativas en Gli-2P y que, por
otra parte, es mas facil de aplicar en condiciones de campo, fue el elegido para
realizar el paso siguiente. Dicho paso consistié en ajustar el tiempo de
equilibrado del crioprotector. Para este propdsito se considerd la alta tasa de
permeabilidad del etilenglicol, por ello en el Experimento 2 se compararon 5y 20
min de exposicion. No se observaron diferencias en la tasa de prefiez entre 20
min y 5 min, tanto entre las mérulas como entre los blastocistos. Sin embargo,
las tasas de prefiez de las moérulas expuestas durante 20 min al crioprotector
fueron mas bajas que las del control fresco, esta diferencia no fue evidente luego
de 5 min de equilibrado. Una posible explicacion para esta diferencia estaria
basada en el tiempo de exposicion mas corto (Niemann, 1991; Voelkel y Hu,
1992). Nuevamente, como en el Experimento 1, en el caso de los blastocistos,

gue tienen una menor relacion superficie/volumen que las morulas, la difusion

-71 -



del crioprotector al interior de la célula seria de menor magnitud que en las
moérulas; por esta razédn, no habria diferencias entre los tiempos de equilibrado

en estadios avanzados del desarrollo embrionario (Voelkel y Hu, 1992).

El hecho de que la incorporacion del etilenglicol durante 5 min no mostrara
diferencias significativas con respecto a los controles (en contraste con lo
observado en los 20 min de incorporacién) podria deberse a que la corta

exposicion previene el potencial efecto tdxico que se observa a tiempos mayores.

Cuando se evaluaron diferentes combinaciones de etilenglicol o propilenglicol con
sacarosa (Experimento 3), se observé que etilenglicol con sacarosa 0,1 M resultd
en las tasas de prefiez mas altas, las cuales fueron similares a aquellas obtenidas
tanto por las moérulas como por los blastocistos transferidos en fresco. En
términos generales, el uso de propilenglicol no fue beneficioso para el conjunto
de los embriones, y pese a que la adicién de sacarosa al medio de congelamiento
con etilenglicol fue beneficiosa, no lo fue cuando se lo combind con propilenglicol.
El uso de una concentracién mayor de sacarosa (0,3 M) resultd en tasas de
prefilez mas bajas. Este hecho coincide con estudios previos (Leibo, 1984;
Somgsasen y col., 1995; Széll y Shelton, 1986) que sugieren que el uso de altas
concentraciones de sacarosa como buffer osmético tiene un efecto adverso sobre
los embriones congelados, lo cual podria desarrollar problemas de permeabilidad
de membrana.

Los resultados obtenidos in vivo comparando etilenglicol y propilenglicol
coinciden con los resultados obtenidos in vitro por Voelkel y Hu (1992). Estos
autores observaron que el etilenglicol es mas efectivo que el propilenglicol para
la criopreservacion de embriones bovinos cuando se emplea el método de
transferencia directa. En contraste, Suzuki y col. (1989) reportaron altas tasas
de prefiez luego de transferir embriones bovinos que habian sido congelados

empleando propilenglicol 1,6 M para transferencia directa.

Como conclusion de este capitulo, se encontraron tasas de prefiez similares
luego de transferir embriones empleando los métodos de pasos multiples o

transferencia directa. El método de transferencia directa es preferible debido a su
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simplicidad; este método fue elegido para continuar el estudio ya que tiene
mayores ventajas para ser aplicado en condiciones de campo. El equilibrado
durante 5 min en etilenglicol resultd en tasas de prefiez similares a aquellas
obtenidas luego de la transferencia de embriones en fresco. El etilenglicol probd
ser mas efectivo que el propilenglicol para el método de transferencia directa, y

el uso de una baja concentracidon de sacarosa fue beneficiosa.

El método de transferencia directa ofrece una obvia ventaja en lugares donde no
se dispone de las instalaciones adecuadas. Como fue sugerido por Voelkel y Hu
(1992), el método de transferencia directa elimind la necesidad de contar con
personal especializado durante la transferencia embrionaria, la cual puede ser
realizada por un técnico apropiadamente entrenado. Esto pondria a la
transferencia embrionaria en el mismo nivel de complejidad que la inseminacién

artificial con semen congelado (Gordon, 1996).
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5. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES BOVINOS
OBTENIDOS IN VITRO

5.1. INTRODUCCION

Desde que, en 1973, fue reportado el nacimiento del primer ternero a partir de
un embridon congelado (Wilmut y Rowson, 1973), se han realizado progresos
considerables que han conducido a mejora los métodos de criopreservacién para
embriones obtenidos in vivo (Fahning y Garcia, 1992; Niemann, 1991). En anos
recientes, los mayores esfuerzos han sido dirigidos a mejorar la tasa de
sobrevida de los embriones obtenidos in vitro luego de la criopreservacion
(Hasler y col., 1995; Kaidi y col., 2000; Leibo y Loskutoff, 1993; Mahmoudzadeh
y col., 1994; Massip y col., 1993; Palasz y col., 1997; Sommerfeld y Niemman,
1999; Suzuki y col., 1993; Vajta y col., 1996; Wurth y col., 1994). Para ello se
han empleado dos enfoques: modificar los sistemas de cultivo in vitro y
desarrollar técnicas de criopreservacion especialmente adaptados a este tipo de
embriones (Greve y col., 1993; Massip y col., 1995; Vajta, 1997).

Los diferentes procedimientos de criopreservacion empleados con embriones
bovinos obtenidos in vitro no han establecido ventajas y desventajas definitivas
en la comparacién de la vitrificacion con el congelamiento lento. Empleando
embriones bovinos obtenidos in vitro, Liu y col. (1996) y Mahmoudzadeh y col.
(1994) obtuvieron mejores resultados cuando emplearon la vitrificacion que
cuando emplearon el congelamiento lento, mientras que Dinnyés y col. (1996)
encontraron un efecto benéfico de la vitrificacién sobre el desarrollo pero no
sobre la eclosion post descongelamiento. Cuando se evaluaron las tasas de
sobrevida luego de la transferencia de embriones vitrificados o congelados, se
alcanzaron resultados contradictorios (Agca y col., 1996; Wurth y col., 1994).

Para dilucidar esta controversia, se necesita desarrollar mas investigacion.
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El objetivo del capitulo ha sido evaluar técnicas de criopreservacién en su
capacidad para mantener la viabilidad de los embriones bovinos obtenidos in
vitro luego de ser criopreservados. Se evalud la sobrevida in vitro de los
embriones luego de ser criopreservados con protocolos de congelamiento lento y
de vitrificacion. Luego se evalué la sobrevida embrionaria luego de la

criopreservaciéon mediante transferencias.

5.2. RESULTADOS

Se procesd un total de 10170 oocitos, de los cuales clivaron luego de la
fertilizacién 7587 (74,6%) y 2132 de ellos alcanzaron el estadio de blastocisto
(28,1%). En los experimentos se empled un total de 1784 blastocistos, y 348 no

fueron incluidos en los experimentos debido de su mala calidad.

5.2.1. Efecto del congelamiento lento con glicerol adicionado en 1 y 2

pasos en la sobrevida in vitro de embriones bovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 90 embriones para comparar la sobrevida in vitro luego del
congelamiento lento con glicerol. De ellos, 45 fueron congelados con el protocolo
Gli-1P y 45 con el protocolo Gli-2P. Se analizé la capacidad de los blastocistos de

dia 6 y dia 7 para ser congelados.

No se encontraron diferencias significativas en las tasas de desarrollo de los
embriones luego del congelamiento con ambos protocolos (Tabla 1). Tampoco se
encontraron diferencias entre los embriones de dia 6 y dia 7, ni en el promedio

del nimero de nucleos de aquellos embriones que sobrevivieron (Tabla 2).
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5.2.2. Efecto de la vitrificacion con las soluciones Pg+Gli y EFS en la

sobrevida in vitro de embriones bovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 244 embriones para comparar la sobrevida in vitro luego de la
vitrificacién, 120 de los cuales fueron vitrificados con la solucidon Pg+Gli y 124
con EFS.

Los embriones vitrificados con EFS alcanzaron tasas de desarrollo y eclosidon mas
altas que aquellos vitrificados con Pg+Gli tanto en el grupo de dia 6 como en el
de dia 7. También fueron significativas las diferencias cuando se compard la
suma de los resultados de los embriones de Dia 6 + Dia 7. No se observaron
diferencias significativas tanto en las tasas de desarrollo como de eclosién en la
vitrificacién de embriones de dia 6 y dia 7 dentro de cada método de vitrificacion
(Tabla 3).

También se encontraron diferencias significativas en el promedio del nimero de

nucleos de aquellos embriones que sobrevivieron a la vitrificacion (Tabla 4).

5.2.3. Efecto de la vitrificacion con las soluciones EFS, EFSm y Eg+Gli en

la sobrevida in vitro de embriones bovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 370 embriones para comparar la sobrevida in vitro luego de la
vitrificacién, 123 de los cuales fueron vitrificados con EFS, 123 con EFSm y 124
con Eg+Gli.

No hubo diferencias significativas en las tasas de desarrollo entre las soluciones.
Con respecto a las tasas de eclosién, EFSm y Eg+Gli alcanzaron valores mas
altos que EFS en la evaluacion en los embriones de Dia 6, Dia 7 y Dia 6 + Dia 7.
Fueron también significativas las diferencias entre los embriones de Dia 6
vitrificados con EFS y Eg+Gli. Sin embargo, no hubo diferencias en las tasas de
desarrollo y eclosion entre los embriones bovinos obtenidos in vitro de Dia 6 y

Dia 7 dentro de cada tratamiento (Tabla 5).
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Por otra parte las soluciones EFSm y Eg+Gli tuvieron un nimero promedio de

nlcleos significativamente mayor que la solucidon EFS (Tabla 6).

5.2.4. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en la

vitrificacion sobre embriones bovinos obtenidos in vitro

Se evalud la sobrevida in vitro de los embriones luego de la vitrificacién con la
solucién Eg+Gli, la cual fue combinada con diferentes concentraciones de

sacarosa.

Se emplearon 480 embriones, 120 de los cuales fueron vitrificados con Eg+Gli,
120 con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,1 M, 120 con Eg+Gli combinado con

sacarosa 0,3 My 120 con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,5 M.

No hubo diferencias significativas en las tasas de desarrollo entre las soluciones.
La tasa de eclosién mostré que el agregado de sacarosa 0,1 6 0,3 M resultd
beneficiosa, efecto que se revirtid cuando la concentracién de sacarosa fue
mayor (0,5 M). No hubo diferencias en las tasas de desarrollo y eclosion en la
comparacion entre los embriones de Dia 6 y Dia 7 dentro de cada tratamiento
(Tabla 7).

Cuando se analizd el nidmero de nlcleos, se observd un efecto beneficioso
experimentado por el grupo en el que se agregd sacarosa 0,1 M a la solucion
Eg+Gli (Tabla 8).

5.2.5. Efecto del congelamiento lento y de la vitrificacion en la sobrevida

luego de la transferencia de embriones bovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 600 embriones obtenidos in vitro, 100 de los cuales fueron
congelados con el protocolo Gli-1P, 100 con el protocolo Eg-TrDir, 100 fueron
vitrificados con la solucion EFSm, 100 con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,1 M,

100 con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,3 M y 100 fueron usados como control
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fresco. Ademas, 100 embriones obtenidos in vivo fueron transferidos como

control.

Tanto las tasas de prefiez, como las tasas de nacimientos fueron
significativamente mayores para los embriones obtenidos in vivo que para los
obtenidos in vitro cualquiera fuera el tratamiento. Las tasas de prefiez y
nacimientos por embrién transferido de los embriones obtenidos in vitro
transferidos en fresco fueron iguales a las de los embriones vitrificados.
Finalmente, la tasa de nacimientos por embrién transferido de los embriones
congelados con el protocolo Eg-TrDir fue significativamente menor que la de los
embriones obtenidos in vitro transferidos en fresco y aquellos vitrificados con las

soluciones Eg+Gli + sacarosa 0,1 M y Eg+Gli + sacarosa 0,3 M (Tabla 9).

No hubo diferencias significativas en el longitud de la gestacién y la proporcién
de sexos entre los tratamientos. Hubo diferencias significativas entre el peso al
nacimiento de los embriones obtenidos in vivo con respecto a los obtenidos in
vitro (Tabla 10).

Hubo una incidencia significativamente mayor de partos distdcicos entre el grupo
de receptoras que recibieron embriones obtenidos in vitro (Tabla 11). No se

registraron muertes de terneros.
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Tabla 1. Tasas de desarrollo y de eclosién de embriones bovinos obtenidos in vitro congelados con los protocolos Gli-1P y Gli-2P

Tratamientos Dia 6 Dia 7 Dia 6 + Dia 7
Gli-1P 9/26 (34,6%)? 5/19 (26,3%)? 14/45 (31,1%)?
Desarrollo
Gli-2P 10/26 (38,5%)? 7/19 (36,8%)? 17/45 (37,8%)?
Gli-1P 8/26 (30,8%)? 5/19 (26,3%)° 13/45 (28,9%)?
Eclosion
Gli-2P 5/26 (19,2%)? 4/19 (21,1%)? 9/45 (20,0%)?

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que

eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con superindices distintos dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 2. Nimero de nlcleos de embriones bovinos obtenidos in vitro congelados con los protocolos Gli-1P y Gli-2P

Tratamientos N Numero de nucleos
Gli-1P 14 108,9+27,0 @
Gli-2P 17 102,9+14,1 2

Los valores estan expresados como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los

valores con superindices distintos difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 3. Tasas de desarrollo y de eclosién de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con Pg+Gli y EFS

Tratamientos Dia 6 Dia 7 Dia 6 + Dia 7
Pg+Gli 14/44 (31,8%)? 26/76 (34,2%)? 40/120 (33,3%)?
Desarrollo
EFS 28/46 (60,8%)° 42/78 (53,8%)° 70/124 (56,4%)°
Pg+Gli 6/44 (13,6%)? 10/76 (13,1%)® 16/120 (13,3%)®
Eclosion
EFS 18/46 (39,1%)° 26/78 (33,3%)° 44/124 (35,4%)°

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que

eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Los valores con superindices distintos dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 4. Nimero de nlcleos de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con las soluciones Pg+Gli y EFS

Tratamientos N Numero de nucleos
Pg+Gli 40 98,4+30,4 ®
EFS 70 119,7+42,5°

Los valores estan expresados como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los

valores con superindices distintos difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 5. Tasas de desarrollo y de eclosién de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con EFS, EFSm o Eg+Gli

Tratamientos

Dia 6

Dia 7

Dia 6 + Dia 7

EFS

Desarrollo EFSm

Eg+Gli

24/48 (50,0%)?
32/49 (65,3%)

33/49 (67,3%)°

47/75 (62,6%)°
50/74 (67,5%)°

48/75 (64,0%)?

71/123 (57,7%)
82/123 (66,6%)

81/124 (65,3%)°

EFS

Eclosion EFSm

Eg+Gli

14/48 (29,1%)?
25/49 (51,0%)°

31/49 (63,2%)°

30/75 (40,0%)?
46/74 (62,1%)°

43/75 (57,3%)°

44/123 (35,7%)?
71/123 (57,7%)"°

74/124 (59,6%)°

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que

eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Los valores con superindices distintos dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 6. Nimero de nucleos de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con EFS, EFSm o Eg+Gli

Tratamientos N Ndmero de nucleos
EFS 44 115,1+35,7 2
EFSm 71 131,8+48,0°
Eg+Gli 74 133,3+40,1°

Los valores estan expresados como el promedio del nUmero de ntcleos, con el desvio estandar. Los

valores con superindices distintos difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 7. Tasa de desarrollo y eclosion de embriones bovinos obtenidos in vitro

diferentes concentraciones de sacarosa

vitrificados con la solucion

Eg+Gli combinado

con

Concentracion de sacarosa

Dia 6

Dia 7

Dia 6+7

0OM
0,1M
Desarrollo

0,3M

0,5M

42/62 (67,7%)°
42/64 (65,6%)°
46/62 (74,2%)°

36/62 (58,1%)

45/58 (77,5%)°
44/56 (78,6%)°
36/58 (62,1%)°

37/58 (63,7%)°

87/120 (72,5%)°
86/120 (71,6%)°
82/120 (68,3%)°

73/120 (60,8%)°

oM
0,1 M
Eclosion

0,3M

0,5M

29/62 (46,7%)%*
42/64 (65,6%)°
40/62 (64,5%)%*®

28/62 (45,1%)°

26/58 (44,8%)?
38/56 (67,8%)°
32/58 (55,1%)%®

26/58 (44,8%)°

55/120 (45,8%)?
80/120 (66,6%)°
72/120 (60,0%)°

54/120 (45,0%)?

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que

eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con diferentes superindices dentro de las columnas difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 8. NUmero de nucleos de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con Eg+Gli combinado con diferentes concentraciones de

sacarosa
Concentracion de sacarosa N Numero de nucleos
oM 87 92,7436,0 @
0,1M 86 127,4+49,4°
0,3 M 82 111,4+48,4 %
0,5M 73 99,6+39,4°

Los valores estan expresados como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los

valores con superindices distintos difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 9. Transferencia de embriones bovinos transferidos en fresco o criopreservados

Tratamientos

Fresco in vivo

Fresco in vitro

Gli-1P

Eg-TrDir

EFSm

Eg+Gli +

sacarosa 0,1 M

Eg+Gli +

sacarosa 0,3 M

Tasa de prefez por

embriones totales

(Receptoras prefiadas /

total de embriones)

75/100 (75,0%)?

51/100 (51,0%)°

17/100 (17,0%)°

28/100 (28,0%)

32/100 (32,0%)°

40/100 (40,0%)"

41/100 (41,0%)™

Tasa de preiez por
embriones transferidos
(Receptoras prefiadas /

embriones transferidos)

75/100 (75,0%)?

51/100 (51,0%)°

17/75 (22,7%)°

28/79 (35,4%)

32/80 (40,0%)P

40/81 (49,4%)°

41/82 (50,0%)°

Tasa de nacimientos
por embriones totales
(Terneros nacidos /

total de embriones)

75/100 (75,0%)?

49/100 (49,0%)®

16/100 (16,0%)°

24/100 (24,0%)°

28/100 (28,0%)

40/100 (40,0%)"

38/100 (38,0%)>

Tasa de nacimientos

por embriones

transferidos (Terneros

nacidos / embriones

transferidos)

75/100 (75,0%)?

49/100 (49,0%)°

16/75 (21,3%)°

24/79 (30,4%)

28/80 (35,0%)"

40/81 (49,4%)°

38/82 (46,3%)"

Valores con diferentes superindices dentro de las filas difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 10. Longitud de la gestacién, peso al nacimiento y proporcién de sexos después de la transferencia de embriones bovinos

obtenidos in vitro transferidos en fresco o criopreservados, y de embriones obtenidos in vivo transferidos en fresco

Tratamientos

Longitud de la gestacién (dias)

Peso al nacimiento (kg)

Proporcién de sexos (m:h)

Fresco in vivo
Fresco in vitro
Gli-1P
Eg-TrDir
EFSmM
Eg+Gli + sacarosa 0,1 M

Eg+Gli + sacarosa 0,3 M

284,0+1,5°
283,1+1,3 2
284,142,1°
280,9+2,0 °
285,1+3,3 2
282,8+1,4 °

283,0+1,4°

35,5+3,0 °
39,1+£2,0°
40,1£2,7°
39,5+3,1°
39,1+£2,0°
41,2+3,8°

39,1+2,2°

40:35°

25:24°

6:10°

13:11°

14:14°

22:18°

21:17°

Los valores estan expresados como los promedios del longitud de la gestacién y peso al nacimiento, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superindices dentro

de la columna difieren significativamente (P<0,05).



Tabla 11. Partos distdcicos luego de la transferencia de embriones bovinos obtenidos in vivo e in vitro

Origen de los embriones Partos distdcicos
Obtenidos in vivo 3/75 (4,0%)?
Obtenidos in vitro 57/195 (29,2%)°

Los valores estan expresados como el cociente entre partos asistidos/total de partos. Los

valores con diferentes superindices difieren significativamente (P<0,05).
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5.3. DISCUSION

En el Experimento 1 no se encontraron diferencias en las tasas de sobrevida in
vitro ni en el numero promedio de nucleos de aquellos embriones que
sobrevivieron al congelamiento lento cuando el numero de pasos de

incorporacién fue aumentado de 1 a 2.

Cuando se vitrificé con la solucién EFS a los blastocistos obtenidos in vitro
(Experimento 2), se obtuvieron mejores resultados que cuando se empled la
solucién de vitrificacion Pg+Gli, tanto en la evaluacidén de las tasas de desarrollo
y de eclosion como en el numero promedio de nucleos. Este hecho puede ser
explicado por la mayor permeabilidad del etilenglicol en la membrana celular de
los embriones comparado con el propilenglicol y el glicerol (Palasz y Mapletoft,
1996). Ademas, la sacarosa y el Ficoll 70 (crioprotectores no permeables)
confieren un efecto protector adicional a la solucién EFS, mientras que Pg+Gli no
posee crioprotectores no permeables en su formulacidn. La sacarosa causa la
deshidratacién del embrién, con lo cual reduce la probabilidad de formacion de
hielo intracelular y aumenta la concentracion de macromoléculas en el
citoplasma, facilitando de esa forma la vitrificacidn intracelular (Rall, 1987),
mientras que el uso de Ficoll 70 como una macromolécula facilita la vitrificacion y
previene la formacién de hielo extracelular durante la vitrificacién y el proceso de
descongelamiento (Fahy y col., 1984; Kasai y col., 1990). Estos resultados
confirman hallazgos previos segun los cuales la adicion de azucares tales como
sacarosa, dextrosa o trealosa, y macromoléculas tales como polietilenglicol, Ficoll
70 y polivinilpirrolidona mejoraban la sobrevida in vitro de los blastocistos
después de la vitrificaciéon (Ohboshi y col., 1997; Saha y col., 1996, Saito y col.,
1994).

El Experimento 3 mostré que no hubo diferencias en las tasas de desarrollo entre
las tres soluciones de vitrificacién utilizadas, EFS, EFSm y Eg+Gli. Sin embargo,
la tasa de eclosién y el nimero promedio de nucleos de los embriones vitrificados
con la solucién EFS (1 paso de equilibrado) fueron menores que la de aquellos

vitrificados con las soluciones EFSm y Eg+Gli (ambas emplearon 2 pasos de
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equilibrado). Una diferencia esencial mostré estar relacionada con el nimero de
pasos y/o la concentracién del crioprotector en los pasos antes de la vitrificacion
mas que con la combinacién de los crioprotectores. Estos resultados son
similares a aquellos reportados en trabajos previos, donde se mostré que un
incremento en el nimero de pasos de equilibrado antes de la inmersién final en
la solucion de vitrificacién fue acompafado por un incremento de la sobrevida
embrionaria luego de la remocién del crioprotector (Darvedil y col., 1994;
Kuwayama y col., 1992; Mahmoudzadeh y col., 1995; Ohboshi y col., 1997).

En el Experimento 4 no se encontraron diferencias en las tasas de desarrollo
entre los tratamientos en los que se varid la concentracién de sacarosa
adicionada a la solucién Eg+Gli. Sin embargo, el uso de la solucién Eg+Gli
combinado con sacarosa 0,1 y 0,3 M mostré tasas de eclosion y promedio del
niumero de nucleos mayores que las soluciones Eg+Gli sin sacarosa y con
sacarosa 0,5 M. La sacarosa confiere un efecto protector adicional debido a que
este crioprotector no permeable provoca la deshidratacién del embrién, con lo
cual reduce la probabilidad de formacion de hielo intracelular y provoca una
concentracion de las macromoléculas del citoplasma, facilitando la vitrificacion
intracelular (Rall, 1987). Estos resultados confirman los hallazgos previos sobre
una mejora en la sobrevida in vitro de los blastocistos luego de la vitrificacion
con adicion de azucares tales como la sacarosa, dextrosa y trealosa (Saito y col.,
1994). Sin embargo, sdlo el uso de bajas concentraciones de sacarosa (0,1 y 0,3
M) tiene un efecto positivo, por cuanto una concentracién mas alta (0,5 M)
resultd en menores tasas de eclosién. Esto coincide con estudios previos (Leibo,
1984; McWilliams y col., 1991; Somgsasen y col., 1995; Széll y Shelton, 1986)
que sugieren que el uso de concentraciones altas de sacarosa como un buffer
osmotico tiene efectos adversos sobre los embriones congelados vy

descongelados, los cuales podrian ser permeables a los solutos.

En ninguno de los cuatro experimentos analizados hasta aqui se encontraron
diferencias significativas al comparar las tasas de sobrevida de los embriones
obtenidos en Dia 6 y Dia 7. Por lo tanto, podemos concluir que, sin importar el

dia de cultivo, en nuestro sistema de produccion in vitro de embriones bovinos,
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el comportamiento de los blastocistos en presencia de la soluciones de
vitrificaciéon fue similar. Muchos estudios han reportado diferencias en la
criopreservacién de blastocistos obtenidos en diferente dia de cultivo (Hasler y
col., 1995; Hasler y col., 1997; Mahmoudzadeh y col., 1995; Massip y col.,
1995; Ohboshi y col., 1997; Saha y Suzuki 1997; Vajta y col., 1996). El uso de
diferentes sistemas de cultivo provee condiciones especificas necesarias para la
produccién del embridn. Asimismo, las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas
del embrién después del cultivo estan condicionadas por el sistema de cultivo
empleado (Kaidi y col., 1998; Massip y col., 1995; Ohboshi y col., 1997; Pugh y
col., 1998; Yamashita y col., 1999), y esto podria explicar muchas diferencias en

los resultados obtenidos en estudios previos.

En el Experimento 5 se encontré que las tasas de prefiez y nacimientos de los
embriones obtenidos in vivo fueron mayores que las de aquellos obtenidos in
vitro, lo cual esta relacionado con la menor robustez de estos ultimos (Greve y
col., 1993; Massip y col., 1995).

Al comparar entre si los tratamientos que involucraron a los embriones obtenidos
in vitro se observd que tanto aquellos que fueron transferidos en fresco como los
que fueron vitrificados consiguieron mayores tasas de éxito, mostrando que los
embriones obtenidos in vitro son particularmente sensibles al congelamiento
lento. Estos resultados coinciden con trabajos previos realizados también con
embriones bovinos pero con otros protocolos de congelamiento (Massip y col.,
1995; Tachikawa y col., 1993).

No hubo diferencias entre los tratamientos ni en el longitud de la gestacién ni en
la proporciéon de sexos. El peso al nacer de los terneros obtenidos a partir de
embriones obtenidos in vitro fue mayor que el de los obtenidos a partir de los
embriones obtenidos in vivo. El incremento en el peso condujo a un incremento
significativo del numero de partos distécicos. Este hecho ha sido reportado
previamente (Farin y Farin 1997; Walker y col., 1996). La obtencion de terneros
inusualmente grandes a partir de los embriones obtenidos in vitro podria ser un

factor limitante para el uso de este tipo de embriones en programas comerciales.
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Nuestros resultados coinciden parcialmente con un importante estudio de campo
(Van Wagtendonk-De Leeuw y col., 1998) donde se compararon los terneros
obtenidos luego de la transferencia de embriones bovinos obtenidos in vitro con
aquellos obtenidos por inseminacién artificial. En dicho estudio se obtuvieron
mas machos a partir de embriones obtenidos in vitro y el largo de la gestacion
fue mayor, en contraste con lo observado en el presente estudio. Sin embargo
ambos estudios coinciden en que los terneros obtenidos a partir de los embriones

obtenidos in vitro fueron mas pesados que aquellos obtenidos in vivo.

En un estudio previo realizado por nuestro grupo (de Matos y col., 1995) se
encontré que los blastocistos de Dia 6 congelados con glicerol mostraron
mayores tasas de sobrevida in vitro post descongelamiento que aquellos
obtenidos en el Dia 7. En el presente estudio, la edad de los embriones en el
momento de la vitrificacion no tubo efecto en la sobrevida in vitro, sugiriendo
que la vitrificacién podria ser mas adecuada que el congelamiento lento para la

criopreservacion de los embriones bovinos obtenidos in vitro.
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6. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES OVINOS
OBTENIDOS IN VIVO

6.1. INTRODUCCION

Existen numerosos reportes de técnicas y protocolos de criopreservacién de
embriones de animales de interés agropecuario. La investigacion ha sido
enfocada principalmente sobre embriones bovinos (Edwards y col., 1997;
Niemann, 1991), mientras que la criopreservacion de los embriones de otras
especies tales como cerdo (Hayashi y col., 1989; Kashiwazaki y col., 1991),
caballo (Hochi y col., 1994; Skidmore y col., 1991; Slade y col., 1985) y cabra
(Baril y col., 1988; Bilton y Moore, 1976; Chemineau y col., 1986; Li y col.,
1990) es menos abundante. En 1976, fue reportado el primer nacimiento de un
cordero a partir de un embrion congelado (Willadsen y col., 1976), vy
posteriormente se realizaron mas investigaciones involucrando congelamiento
lento con diferentes crioprotectores tales como glicerol (Cocero y col., 1988;
Czlonkowska y col., 1992; Merry y col., 1984; Niemann, 1986; Sakul y col.,
1993; Schiewe y col., 1991; Shelton, 1992; Smith y col., 1994; Tervit y Gold,
1984; Ware y Boland, 1987), propilenglicol (Schiewe y col., 1991; Somgsasen y
col., 1995; Tervit y Gold, 1984), DMSO (Niemann, 1986; Somgsasen y col.,
1995; Willadsen, 1977), etilenglicol (Cocero y col., 1988; Heyman y col., 1987;
Mc Ginnis y col., 1993; Somgsasen y col., 1995; Tervit y Gold, 1984), metanol
(Czlonkowska y col., 1991) y glicerol combinado con sacarosa (De Paz y col.,
1994; Shelton, 1992). En 1990, se reportd el primer nacimiento de un cordero a
partir de un embridn vitrificado (Széll y col., 1990). Se han obtenido buenos
resultados empleando glicerol (Schiewe y col., 1991) o mezclas de propilenglicol
y glicerol (De Paz y col., 1994; Széll y Windsor, 1994; Széll y col., 1990), glicerol
y etilenglicol (Ali y Shelton, 1993a; Ali y Shelton, 1993b; Naitana y col., 1995;
Széll y Windsor, 1994) y glicerol y sacarosa (Ali y Shelton, 1993). Una de las

Ultimas soluciones de vitrificacion desarrollada ha sido EFS, la cual ha sido
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aplicada con éxito en embriones de ratén (Kasai y col., 1990), conejo (Kasai y
col., 1992) y vacas (Mahmoudzadeh y col., 1993) pero aun no ha sido aplicada a

embriones ovinos.

El objetivo del capitulo ha sido evaluar varias técnicas de criopreservacion en su
capacidad para mantener la viabilidad de los embriones ovinos obtenidos in vivo
luego de ser criopreservados. En primer término se compararon protocolos de
congelamiento lento y vitrificacion mediante cultivo in vitro, y luego se evaluaron
in vivo mediante transferencias. Se compararon dos crioprotectores (glicerol y
etilenglicol) y dos métodos de remociéon. También fueron comparadas dos

soluciones de vitrificacion.

6.2. RESULTADOS

Se recuperé6 un total de 1748 embriones de 278 donantes (6,3
embriones/donante), de los cuales 1320 fueron usados en estos experimentos y

428 no fueron considerados debido a su baja calidad.

6.2.1. Efecto del glicerol y del etilenglicol como crioprotectores en el

congelamiento lento de embriones ovinos obtenidos in vivo

Se emplearon 200 embriones para comparar mediante cultivo in vitro la
sobrevida embrionaria, 100 de los cuales fueron congelados con el protocolo Gli-
3P y 100 con el protocolo Eg-3P. Se emplearon 240 embriones para comparar las
tasas de prefiez y de nacimientos, 80 de los cuales fueron congelados con el
protocolo Gli-3P, 80 con el protocolo Eg-3P y 80 fueron transferidos en fresco
como control.

No hubo diferencias significativas entre los tratamientos Gli-3P y Eg-3P en las

tasas de desarrollo y eclosién de las moérulas y los blastocistos ni en la suma de
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ambos estadios. Tampoco hubo diferencias en la comparacion de morulas y

blastocistos dentro de cada tratamiento (Tabla 1).

Los embriones criopreservados alcanzaron tasas de prefiez y nacimientos
menores que aquellos transferidos en fresco. En la comparacién entre los dos
crioprotectores, las morulas congeladas con la solucion Eg-3P mostraron
mayores tasas de prefiez y nacimientos que aquellas congeladas con Gli-3P, este

efecto no fue observado en los blastocistos.

No hubo diferencias en la comparacién entre moérulas y blastocistos dentro de

cada tratamiento (Tabla 2).

6.2.2. Efecto de la cantidad de pasos de remocion del etilenglicol en el

congelamiento lento de embriones ovinos obtenidos in vivo

Un total de 200 embriones fue empleado para comparar la sobrevida en cultivo
in vitro, en 100 de los cuales el crioprotector fue removido en 3 pasos (Eg-3P) y
en 100 en 1 paso (Eg-3Pm). Por otra parte, 240 embriones fueron empleados
para comparar las tasas de prefiez y nacimientos, en 80 de los cuales el
crioprotector fue removido en 3 pasos (Eg-3P) y 80 en 1 paso (Eg-3Pm); 80

embriones fueron transferidos en fresco como control.

No hubo diferencias significativas en las tasas de desarrollo y de eclosion al
comparar la remocién del crioprotector en 3 pasos y en 1 paso. Tampoco hubo
diferencias en la comparacién entre morulas y blastocistos dentro de cada

tratamiento (Tabla 3).

Las moérulas y la suma de morulas y blastocistos criopreservados en ambos
tratamiento mostraron tasas de prefiez y nacimientos menores que aquellas
transferidos en fresco. Mientras que en los blastocistos se encontraron
diferencias significativas en la tasa de prefiez pero no en la tasa de nacimientos

con respecto al control.
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No se encontraron diferencias en la comparacién entre mérulas y blastocistos

dentro de cada tratamiento (Tabla 4).

6.2.3. Efecto de dos soluciones de vitrificacion en la sobrevida de

embriones ovinos obtenidos in vivo

Un total de 200 embriones fue empleado para comparar la sobrevida mediante
cultivo in vitro, 100 de los cuales fueron vitrificados empleando la solucion
Pg+Gli y 100 con EFS. Se emplearon 240 embriones vitrificados para comparar
las tasas de prefiez y de nacimientos, 80 de los cuales fueron vitrificados con la
solucion Pg+Gli y 80 con la solucion EFS; 80 embriones fueron transferidos en

fresco como control.

No hubo diferencias significativas en las tasas de desarrollo y eclosion de las
moérulas y los blastocistos entre los tratamientos de vitrificacién Pg+Gli y EFS.
Tampoco se encontraron diferencias al comparar mérulas y blastocistos dentro

de cada tratamiento (Tabla 5).

La solucién EFS fue mas efectiva en la criopreservacion de las moérulas que la
solucion Pg+Gli, alcanzando valores de prefiez y nacimientos comparables con
aquellos alcanzados por las morulas transferidas en fresco. Este efecto no fue
observado en los blastocistos ni en la suma de moérulas y blastocistos, en los
cuales Pg+Gli y EFS fueron igualmente efectivos y alcanzaron valores menores

gue los obtenidos por los blastocistos transferidos en fresco (Tabla 6).
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Tabla 1. Tasas de desarrollo y eclosién de embriones ovinos congelados con los protocolos Gli-3P y Eg-3P.

Tratamientos

Gli-3P

Eg-3P

Desarrollo B

30/50 (60,0%)°
40/50 (80,0%)°

70/100 (70,0%)

40/50 (80,0%)°
36/50 (72,0%)?

76/100 (76,0%)

Eclosion B

M+ B

20/50 (40,0%)°
28/50 (56,0%)°

48/100 (48,0%)

26/50 (52,0%)
26/50 (52,0%)

52/100 (52,0%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Mérulas + Blastocistos

Los valores estéan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones

criopreservados y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con superindices distintos

en la misma fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 2. Tasas de prefiez y nacimientos de embriones ovinos, frescos o congelados con los protocolos Gli-3P y Eg-3P.

Tratamientos

Glicerol

Etilenglicol

Frescos

Tasa de prefiez por
embriones totales

(Receptoras prefiadas / total

de embriones)

11/40 (27,5%)°
18/40 (45,0%)°

29/80 (36,3%)

22/40 (55,0%)°
17/40 (42,5%)?

39/80 (48,8%)°

38/40 (95,0%)"
33/40 (82,5%)°

71/80 (88,8%)°

Tasa de prefiez por

embriones transferidos
(Receptoras prefadas /
embriones transferidos)

11/37 (29,7%)°
18/35 (51,4%)°

29/72 (40,2%)?

22/37 (59,4%)°
17/39 (43,5%)?

39/76 (51,3%)*

38/40 (95,0%)°
33/40 (82,5%)°

71/80 (88,8%)°

Tasa de nacimientos por
embriones totales (Terneros

nacidos / total de embriones)

10/40 (25,0%)?
17/40 (42,5%)°

27/80 (33,8%)°

21/40 (52,5%)°
15/40 (37,5%)?

36/80 (45,0%)°

35/40 (87,5%)°
30/40 (75,0%)°

65/80 (81,3%)°

Tasa de nacimientos por
embriones transferidos
(Terneros nacidos /

embriones transferidos)

M+ B

10/37 (27,0%)°
17/35 (48,5%)°

27/72 (37,5%)

21/37 (56,7%)°
15/39 (38,4%)?

36/76 (47,3%)°

35/40 (87,5%)°
30/40 (75,0%)°

65/80 (81,3%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Moérulas + Blastocistos

Valores con superindices distintos en la misma fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 3. Tasas de desarrollo y eclosion de embriones ovinos congelados con etilenglicol luego de la remocion del crioprotector en 1 6 3
pasos

Tratamientos

Eg-3P Eg-3Pm
M 37/50 (74,0%)* 29/50 (58,0%)®
Desarrollo B 34/50 (68,0%)? 38/50 (76,0%)?
M+ B 71/100 (71,0%)? 67/100 (67,0%)*
M 21/50 (42,0%)? 15/50 (30,0%)?
Eclosion B 26/50 (52,0%)* 25/50 (50,0%)®
M+ B 47/100 (47,0%)? 40/100 (40,0%)?

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Mdrulas + Blastocistos

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados
y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con superindices distintos en la misma fila difieren
significativamente (P<0,05).
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Tabla 4. Tasas de prefiez y nacimientos de embriones ovinos congelados con etilenglicol luego de la remocidn del crioprotector en 1 paso

0 en 3 pasos

Tratamientos

Eg-3P

Eg-3Pm

Frescos

Tasa de prefiez por
embriones totales
(Receptoras prefiadas / total

de embriones)

27/60 (45,0%)
18/40 (45,0%)°

45/100 (45,0%)®

26/60 (43,3%)°
18/40 (45,0%)°

44/100 (44,0%)?

40/60 (66,7%)"°
30/40 (75,0%)°

70/100 (70,0%)°

Tasa de prefiez por
embriones transferidos
(Receptoras prefiadas /

embriones transferidos)

27/58 (46,6%)?
18/36 (50,0%)°

45/94 (47,9%)°

26/57 (45,6%)°
18/36 (50,0%)?

44/93 (47,3%)°

40/60 (66,7%)P
30/40 (75,0%)°

70/100 (70,0%)"

Tasa de nacimientos por
embriones totales (Terneros
nacidos / total de

embriones)

26/60 (43,3%)°
18/40 (45,0%)°

44/100 (44,0%)°

25/60 (41,7%)?
17/40 (42,5%)°

42/100 (42,0%)?

39/60 (65,0%)°
25/40 (62,5%)°

64/100 (64,0%)°

Tasa de nacimientos por
embriones transferidos
(Terneros nacidos /

embriones transferidos)

M+ B

26/58 (44,8%)°
18/36 (50,0%)®

44/94 (46,8%)?

25/57 (43,9%)?
17/36 (47,2%)°

42/93 (45,2%)?

39/60 (65,0%)°
25/40 (62,5%)?

64/100 (64,0%)°

M = Mérulas, B = Blastocistos, M + B = Morulas + Blastocistos

Valores con superindices distintos en la misma fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 5. tasas de desarrollo y eclosién de embriones ovinos vitrificados con las soluciones Pg+Gli o EFS

Tratamientos

Pg+Gli EFS
M 28/50 (56,0%) 24/50 (48,0%)?
Desarrollo B 30/50 (60,0%) 30/50 (60,0%)?
M+ B 58/100 (58,0%)? 54/100 (54,0%)
M 18/50 (36,0%)? 16/50 (32,0%)°
Eclosion B 16/50 (32,0%)? 14/50 (28,0%)°
M+ B 34/100 (34,0%) 30/100 (30,0%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Mdrulas + Blastocistos

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados

y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con superindices distintos en la misma fila difieren

significativamente (P<0,05).
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Tabla 6. Tasas de prefiez y nacimientos de embriones ovinos vitrificados con las soluciones Pg+Gli o EFS

Tratamientos

Pg+Gli

EFS

Frescos

Tasa de prefiez por
embriones totales
(Receptoras prefiadas / total
de embriones)

11/40 (27,5%)°
11/40 (27,5%)°

22/80 (27,5%)

22/40 (55,0%)°
11/40 (27,5%)?

33/80 (41,3%)°

26/40 (65,0%)°
33/40 (82,5%)°

59/80 (73,8%)°

Tasa de prefiez por

embriones transferidos
(Receptoras prefiadas /
embriones transferidos)

11/39 (28,2%)°
11/37 (29,7%)°

22/76 (29,0%)®

22/39 (56,4%)°
11/38 (29,0%)?

33/77 (42,9%)?

26/40 (65,0%)°
33/40 (82,5%)°

59/80 (73,8%)°

Tasa de nacimientos por
embriones totales (Terneros
nacidos / total de

embriones)

11/40 (27,5%)°
10/40 (25,0%)?

21/80 (26,3%)°®

22/40 (55,0%)°
10/40 (25,0%)?

32/80 (40,0%)*

24/40 (60,0%)°
28/40 (70,0%)°

52/80 (65,0%)°

Tasa de nacimientos por
embriones transferidos
(Terneros nacidos /

embriones transferidos)

M+ B

11/39 (28,2%)°
10/37 (27,0%)°

21/76 (27,6%)

22/39 (56,4%)°
10/38 (26,3%)?

32/77 (41,6%)°

24/40 (60,0%)°
28/40 (70,0%)°

52/80 (65,0%)°

M = Moérulas, B = Blastocistos, M + B = Moérulas + Blastocistos

Valores con superindices distintos en la misma fila difieren significativamente (P<0,05).
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6.3. DISCUSION

Hasta el presente han sido congelados y vitrificados en forma exitosa moérulas y
blastocistos ovinos, y se han obtenido corderos normales luego de Ia
transferencia, pero existen pocos reportes de tasas de prefiez y nacimientos en
programas de transferencia a gran escala (Heyman y col., 1987; Sakul y col.,
1993). Es este estudio, usamos el cultivo in vitro post-descongelamiento como
modelo para evaluar la sobrevida embrionaria. El etilenglicol mostré ser mas
efectivo que el glicerol para la criopreservacién de mérulas. Las tasas de prefiez
y de nacimientos confirman estos hallazgos. Este efecto no se encontré en

blastocistos.

De acuerdo a nuestros resultados, el etilenglicol mostr ser superior al glicerol
como crioprotector para el congelamiento de embriones de oveja. Széll y col.
(1989) y Somgsasen y col. (1995) encontraron una mayor permeabilidad del
etilenglicol comparado con la del propilenglicol, glicerol y DMSO. Mas aun, ellos
encontraron una mejora en la sobrevida post-descongelamiento en los embriones
tratados con etilenglicol. Nuestros resultados apoyan estos hallazgos anteriores.
Resultados similares fueron observados en embriones bovinos (Voelkel y Hu,
1992) y con embriones obtenidos in vitro (Leibo y Loskutoff, 1993). Los
resultados del Experimento 1 muestran un mejor comportamiento de las mérulas
congeladas con etilenglicol comparada con las mismas congeladas con glicerol,
pero este no fue el caso con los blastocistos. Las diferencias entre tratamientos
para las moérulas podrian ser explicadas por las diferencias en la permeabilidad
asociada con los crioprotectores en los estadios tempranos de desarrollo

embrionario (Széll y col., 1989).

No se detectaron diferencias en las evaluaciones in vitro o en las tasas de prefiez
y nacimientos entre los métodos de remocién del etilenglicol en 1 paso y en 3
pasos, lo cual indica que la remocidn del crioprotector usando 1 o 3 pasos con

sacarosa no es una etapa critica para la sobrevida embrionaria.

El nimero éptimo de pasos de remocion del crioprotector y el tipo de solucién de

remocién es muy variado, pero en forma corriente las soluciones conteniendo

- 104 -



sacarosa son las preferidas. Resultados similares fueron obtenidos empleando 1
0 mas pasos de remocion del crioprotector con sacarosa (Cocero y col., 1988;
Heyman y col., 1987; Mc Ginnis y col., 1993; Shelton, 1992; Tervit y Gold,
1984). Los mismos hallazgos fueron reportados con embriones bovinos (Voelkel
y Hu, 1992).

Mas allad de las diferencias entre los protocolos usados, las tasas de nacimientos
observadas en los Experimentos 1 y 2 fueron similares a las tasas de nacimientos
de corderos reportadas en otros estudios (Czlonkowska y col., 1992; Heyman y
col., 1987; Mc Ginnis y col., 1993; Sakul y col., 1993; Tervit y Gold, 1984).
Basados en los resultados presentados, el método de congelamiento con
etilenglicol es el recomendado para las moérulas. Ademas, la remocién del

crioprotector en 1 paso le agrega a este método simplicidad en el manejo.

No hubo diferencias entre las soluciones de vitrificacion en las evaluaciones in
vitro. Sin embargo, surgieron diferencias cuando se compararon las tasas de
prefiez y nacimientos. Luego de la transferencia, las mérulas vitrificadas con la
solucion EFS mostraron mejor comportamiento que aquellas vitrificadas con
Pg+Gli, alcanzando valores que se aproximaban a aquellos obtenidos con las
moérulas que habian sido transferidas en fresco. Por otra parte, los blastocistos
vitrificados por cualquiera de los dos métodos mostraron tasas de prefez y
nacimientos mas bajas que aquellos transferidos en fresco. Ocurrié lo mismo
cuando se analizdé el conjunto de todos los embriones (mérulas + blastocistos).

Por lo tanto, la vitrificacion alcanzé buenas tasas de prefez y nacimientos.

En estudios previos (De Paz y col.,, 1994), se obtuvieron bajas tasas de
desarrollo in vitro cuando los embriones fueron expuestos a la solucion Pg+Gli a
temperatura ambiente (12 y 17%). Széll y col. (1990) obtuvieron una tasa de
nacimientos de corderos de 18,5% luego de la exposicion de los embriones a
dicha solucién entre 4 y 12°C, y Széll y Windsor (1994) reportaron tasas de
nacimientos de 52% usando la misma metodologia. Nuestros resultados
mostraron una tasa de nacimientos de corderos del 26,5% empleando el mismo

meétodo.
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Previamente, la solucién EFS ha sido usada como agente de vitrificacion en
embriones de ratén (Kasai y col., 1990), conejo (Kasai y col., 1992) y vacas
(Mahmoudzadeh y col., 1993), pero este es el primer trabajo en el que ha sido
empleada con embriones de oveja. Los presentes hallazgos muestran resultados

aceptables tanto en las evaluaciones in vitro como en las tasa de nacimientos.

Mientras que ambos agentes de vitrificacién mostraron buenos resultados bajo
condiciones de campo, donde las instalaciones de un laboratorio y el suministro
de energia son limitados, la solucion EFS tiene la ventaja de no requerir ningun
paso a baja temperatura previo a la vitrificacién (4 a 12°C). Por lo tanto, este

método resultd de mas facil aplicacion en las condiciones antes mencionadas.

Por otra parte, observamos una menor proporcion en la relacién tasa de
nacimientos/tasa de prefiez entre los embriones transferidos en fresco que entre
los criopreservados. Esto podria ser debido al hecho de que la criopreservacion
implica una forma de seleccién de los embriones con mejor viabilidad, mientras
que tal seleccién no ocurre con los embriones transferidos en fresco, los cuales

podria tener defectos sutiles no observados en nuestro estudio.

Finalmente, nuestros hallazgos muestran que el uso del etilenglicol como
crioprotector y la remocién de este en un paso con sacarosa es el protocolo mas
adecuado para la criopreservacion de embriones ovinos. La vitrificacion de
embriones ovinos alcanzé buenos resultados en términos de tasas de
nacimientos, y EFS fue un agente de vitrificacion aceptable para los embriones

ovinos.
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7. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES OVINOS
OBTENIDOS IN VITRO

7.1. INTRODUCCION

La criopreservacion de los embriones obtenidos in vitro es mas compleja que la
de los obtenidos in vivo (Massip y col., 1995). Se ha sugerido que la menor
viabilidad luego del congelamiento de los embriones obtenidos in vitro con
respecto a los embriones obtenidos in vivo deriva de diferencias fisioldgicas,
morfoldgicas y bioquimicas entre ambos grupos (Greve y col., 1993; Massip vy
col., 1995). No obstante, se han producido avances significativos en la
criopreservacion de los embriones obtenidos in vitro (Dinnyes y col., 1999; Kaidi

y col., 2000; Sommerfeld y Niemann, 1999).

Varios estudios han reportado el nacimiento de corderos luego de Ila
transferencia en fresco de embriones obtenidos in vitro (Brown y Radziewic,
1998; Catt y col., 1997; Cheng y col., 1986; Cognie y col., 1991; Crozet y col.,
1987; Holm y col., 1996; Ledda y col., 1999; Thompson y col., 1995), pero los
datos relacionados con la criopreservacién de estos embriones son relativamente
escasos. Estos trabajos generalmente usan el congelamiento lento convencional
o métodos de vitrificacidon, y, en todos los casos, fueron transferidos 2 6 mas
embriones por receptora (Dattena y col., 2000 y 2004; Earl y col., 1996;
Papadopoulos y col., 2002; Ptak y col., 1999; Songsasen y col., 1996). Los
reportes con respecto a las tasas de sobrevida luego de la transferencia de

embriones ovinos obtenidos in vivo e in vitro criopreservados son escasos.

El objetivo del capitulo ha sido comparar varias técnicas de criopreservacidon en
su capacidad para mantener la viabilidad de los embriones ovinos obtenidos in
vitro y criopreservados. Se evalué la sobrevida in vitro de los embriones luego de

la criopreservacion con protocolos de congelamiento lento y de vitrificacion.
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Finalmente se evaludé la sobrevida embrionaria luego de la criopreservacién

mediante transferencias.

7.2. RESULTADOS

Se procesé un total de 3970 oocitos, de los cuales clivaron luego de la
fertilizacién 3124 (78,7%) y 1009 de ellos alcanzaron el estadio de blastocisto
(32,3%). En los experimentos se empled un total de 710 blastocistos, y 299 no

fueron incluidos en los experimentos debido de su mala calidad.

7.2.1. Efecto del congelamiento lento con glicerol y etilenglicol sobre

embriones ovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 100 embriones para comparar mediante cultivo in vitro las tasas
de desarrollo embrionario y de eclosidon y el nimero de nucleos. De ellos, 50

fueron congelados con el protocolo Gli-3P y 50 con el protocolo Eg-3P.

No hubo diferencias significativas en las tasas de desarrollo de los embriones
empleando ambos crioprotectores. Sin embargo, la tasa de eclosién y el
promedio del nimero de nucleos fueron mas altos en el tratamiento Eg-3P que
en el Gli-3P (Tabla 1).

7.2.2. Efecto de la vitrificacion con las soluciones Pg+Gli y EFS en la

sobrevida in vitro de embriones ovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 90 embriones para comparar mediante cultivo in vitro las tasas de
desarrollo embrionario y de eclosién y el nUmero de nudcleos. De ellos, 45 fueron

vitrificados con la solucién de vitrificacién Pg+Gli y 45 con la solucion EFS.
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No hubo diferencias en las tasas de desarrollo embrionario entre las soluciones
crioprotectoras usadas. Sin embargo, EFS mostré una mayor tasa de eclosién y

numero promedio de nucleos que el tratamiento Pg+Gli (Tabla 2).

7.2.3. Efecto de la vitrificacion con las soluciones EFS y Eg+Gli en la

sobrevida in vitro de embriones ovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 110 embriones para comparar mediante cultivo in vitro las tasas
de desarrollo embrionario y de eclosién y el nimero de nucleos. De ellos, 55

fueron vitrificados con la solucién de vitrificacion EFS y 55 con la solucién Eg+Gli.

Los embriones vitrificados con Eg+Gli tuvieron tasas de desarrollo y eclosién
significativamente mayores y un mayor nimero promedio de nucleos que los

blastocistos vitrificados con EFS (Tabla 3).

7.2.4. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en la

vitrificacion sobre embriones ovinos obtenidos in vitro

Se emplearon 200 embriones, 50 de los cuales fueron vitrificados con Eg+Gli, 50
con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,1 M, 50 con Eg+Gli combinado con

sacarosa 0,3 M y 50 con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,5 M.

La adicién de sacarosa 0,1 M mostrd una tendencia a una mayor eficiencia en la
criopreservacion, si bien las diferencias con los grupos Eg+Gli y Eg+Gli
combinado con sacarosa 0,3 M no fueron significativas. La adicion de sacarosa
0,5M mostré un efecto adverso, detectdndose diferencias significativas con el

grupo Eg+Gli combinado con sacarosa 0,1 M (Tabla 4).
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7.2.5. Efecto del congelamiento lento y de la vitrificacion en la sobrevida

luego de la transferencia de embriones ovinos obtenidos in vitro

Se evalud la sobrevida luego de la transferencia de 180 embriones obtenidos in
vivo y 210 embriones obtenidos in vitro. Los embriones obtenidos in vivo fueron
asignados de la siguiente manera: 60 fueron congelados con el protocolo Eg-3P,
60 fueron vitrificados con la solucién Eg+Gli combinada con sacarosa 0,1 My 60
fueron transferidos en fresco como control. Los embriones obtenidos in vitro
fueron asignados de la siguiente manera: 70 fueron congelados con el protocolo
Eg-3P, 70 fueron vitrificados con la solucién Eg+Gli combinada con sacarosa 0,1
M y 70 fueron transferidos en fresco como control. Se registraron las tasas de
prefiez y nacimientos, la longitud de la gestacién, el peso al nacer de los

corderos y la proporcién de sexos.

Las tasas de prefiez y nacimientos de los embriones obtenidos in vivo
transferidos en fresco fueron significativamente mas altas que la de todos
aquellos embriones sometidos a la criopreservacion y que los embriones
obtenidos in vitro transferidos en fresco. Ademas, todos los métodos de
criopreservacion registraron tasas de prefiez y nacimientos similares entre si.
Sélo los embriones obtenidos in vitro congelados con el protocolo Eg+3P
mostraron una tasa de nacimientos menor que los embriones obtenidos in vivo

congelados con el mismo protocolo (Tabla 5).

No hubo diferencias significativas en la longitud de la gestacion y en la
proporcién de sexos entre tratamientos. Sin embargo, los corderos
excepcionalmente grandes que resultaron a partir de la transferencia de
embriones obtenidos in vitro, mostraron un peso promedio al nacer
significativamente mas alto que aquellos originados por embriones obtenidos in
vivo (Tabla 6).

Hubo diferencias significativas en la incidencia de nacimientos asistidos y muerte

perinatal entre los embriones obtenidos in vivo e in vitro (Tabla 7).
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Tabla 1. Efecto de los métodos de congelamiento lento Gli-3P y Eg-3P sobre las tasas de desarrollo y de eclosiéon y el nUmero de nucleos

de embriones ovinos obtenidos in vitro

Tratamientos

Gli-3P Eg-3P
Desarrollo 27/50 (54,0%)7 25/50 (50,0%)?
Eclosidn 10/50 (20,0%)? 20/50 (40,0%)°
Ndmero de nucleos 118,5+19,5° 135,4+20,7 °

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total
de los embriones criopreservados y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados,
y como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los valores con superindices distintos

dentro de la fila difieren significativamente (P<0,05).

-111 -



Tabla 2. Tasas de desarrollo y de eclosién y nimero de ndcleos en embriones ovinos obtenidos in vitro vitrificados con Pg+Gli y EFS

Tratamientos

Pg+Gili EFS

Desarrollo 23/45 (51,1%)7 29/45 (64,4%)?

Eclosidn 13/45 (28,9%)? 23/45 (51,1%)°
NUmero de nicleos 113,5+22,0° 133,8+36,8°

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total
de los embriones criopreservados y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados,
y como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superindices

dentro de la fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 3. Tasas de desarrollo y de eclosién y nimero de nlcleos de embriones ovinos obtenidos in vitro vitrificados con EFS y Eg+Gli

Tratamientos

EFS Eg+Gli
Desarrollo 36/55 (65,4%)? 48/55 (87,3%)°
Eclosion 30/55 (54,5%)? 42/55 (76,4%)°
Numero de nucleos 113,1+14,1° 135,7+34,5°

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total
de los embriones criopreservados y los embriones que eclosionaron/total de los embriones criopreservados,
y como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superindices

dentro de la fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 4. Tasas de desarrollo y de eclosién y nimero de nucleos de embriones ovinos obtenidos in vitro vitrificados con Eg+Gli combinado

con diferentes concentraciones de sacarosa

Concentracion de

oM 0,1 M 0,3M 0,5M
Ssacarosa
Desarrollo 41/50 (82,0%) 46/50 (92,0%)? 42/50 (84,0%)® 35/50 (70,0%)°
Eclosién 35/50 (70,0%)° 37/50 (74,0%)? 36/50 (72,0%)° 26/50 (52,0%)°
Ndmero de nicleos 130,3+30,3 ° 131,2+32,4 @ 131,9431,5 2 130,4+29,9 @

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que
eclosionaron/total de los embriones criopreservados, y como el promedio del nimero de nucleos, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superindices dentro de

la fila difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 5. Tasas de prefiez y nacimientos

criopreservados

luego de la transferencia de embriones ovinos obtenidos in vivo e in vitro, frescos y

Origen del embrion

Tratamientos

In vivo

Fresco

Eg-3P

Eg+Gli + Sac 0,1

In vitro

Fresco

Eg-3P

Eg+Gli + Sac 0,1

Tasa de prenez por
embriones totales
(Receptoras prefiadas /

total de embriones)

43/60 (71,7%)°

26/60 (43,3%)"

23/60 (38,3%)"

35/70 (50,0%)°

20/70 (28,6%)°

28/70 (40,0%)"*

Tasa de prefiez por
embriones transferidos
(Receptoras prefiadas /

embriones transferidos)

43/60 (71,7%)°

26/56 (46,4%)"°

23/56 (41,1%)"

35/70 (50,0%)°

20/65 (30,8%)°

28/66 (42,4%)"*

Tasa de nacimientos
por embriones totales
(Terneros nacidos /

total de embriones)

43/60 (71,7%)°

24/60 (40,0%)°

21/60 (35,0%)"°

27/70 (38,6%)°

15/70 (21,4%)°

20/70 (28,6%)™

Tasa de nacimientos
por embriones
transferidos (Terneros
nacidos / embriones

transferidos)

43/60 (71,7%)?

24/56 (42,9%)°

21/56 (37,5%)"°

27/70 (38,6%)"*

15/65 (23,1%)°

20/66 (30,3%)"*

Los valores con diferentes superindices dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 6. Longitud de la gestacién y peso al nacimiento y proporcion de sexos luego de la transferencia de embriones ovinos obtenidos in

vivo e in vitro, tanto frescos como criopreservados

Tratamientos Origen de los embriones  Longitud de la gestacion Peso al nacer (kg) Proporcién de sexos (m:h)
(dias)

Frescos In vivo 153,7+2,2 ¢ 3,2+0,6° 23:20°
Eg-3P In vivo 154,242,5 2 3,1+0,6 2 12:12°2

Eg+Gli + Sac 0,1 M In vivo 152,3+2,5° 3,3+0,6 @ 10:11°
Frescos In vitro 155,9+2,3° 5,5+0,5° 12:15°
Eg-3P In vitro 152,5+2,5 2 4,9+0,4 ° 7:8°

Eg+Gli + Sac 0,1 M In vitro 153,4+2,22 5,4+0,5° 10:10 2

Los valores estan expresados como los promedios del longitud de la gestacién y peso al nacimiento, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superindices dentro

de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Tabla 7. Tasas de nacimientos asistidos y muerte perinatal de corderos luego de la transferencia de embriones ovinos obtenidos in vivo e

in vitro
Origen de los embriones Nacimientos asistidos Muerte perinatal
Obtenidos in vivo 4/88 (4,6%)? 1/88 (1,1%)?
Obtenidos in vitro 11/62 (17,7%)° 6/62 (9,7%)°

Los valores estan expresados como el cociente entre partos asistidos/total y muerte de corderos/total.

Los valores con diferentes superindices dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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7.3. DISCUSION

Los diferentes protocolos de criopreservacién evaluados en términos de
sobrevida embrionaria in vitro, tasas de prefiez y nacimientos, tuvieron en
general resultados aceptables. En contraste con trabajos realizados previamente
(Dattena y col., 2000; Dattena y col., 2004; Earl y col., 1996; Leon y col., 2002;
Papadopoulos y col., 2002; Ptak y col., 1999; Songsasen y col., 1996) en los
cuales se transfirieron 2 0 mas embriones criopreservados por receptora, en
todos los experimentos del presente estudio se transfirid solamente un embridn
por receptora reproduciendo mas fielmente las condiciones de un sistema

productivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Experimento 1, el etilenglicol fue
superior al glicerol como crioprotector para el congelamiento de embriones
ovinos obtenidos in vitro. Como ya fuera discutido en capitulos anteriores de esta
tesis Széll y col. (1989) y Songsasen y col. (1995), encontraron que el
etilenglicol es mas permeable en la membrana celular que el propilenglicol, el
glicerol y el DMSO. Ademas, se registré un incremento en la sobrevida post-
descongelamiento en los embriones tratados con etilenglicol. Los resultados
obtenidos respaldan estos hallazgos previos. Por otra parte se encontraron
resultados similares con embriones bovinos obtenidos in vitro (Leibo y Loskutoff,

1993) y con embriones ovinos obtenidos in vivo (Cocero y col., 2002).

En el Experimento 2, la solucién EFS fue superior a la solucion Pg+Gli, de
acuerdo a los resultados obtenidos para la tasa de eclosion y el nUmero promedio
de nlcleos. Este hecho podria ser explicado por la mayor permeabilidad del
etilenglicol hacia el interior de las células de los blastocistos, comparado con el
propilenglicol y el glicerol (Palasz y Mapletoft, 1996). Ademas, la sacarosa y el
Ficoll 70 (crioprotectores no permeables) confieren un efecto protector adicional
al EFS, mientras que Pg+Gli no contiene en su composicidén crioprotectores no
permeables en su formulacion. La sacarosa causa la deshidratacion del embrion,
por lo que reduce la probabilidad de formacién de hielo intracelular y concentra

las macromoléculas en el citoplasma lo que facilita la vitrificacion intracelular
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(Rall, 1987). El uso de una macromolécula tal como el Ficoll 70 facilita la
vitrificacién y previene la formacién extracelular de hielo durante la vitrificacion y

el descongelamiento (Fahy y col., 1984; Kasai y col., 1990).

El Experimento 3 mostré que los embriones criopreservados con EFS tuvieron
menores tasas de desarrollo y eclosién, y menor nimero promedio de nucleos
que Eg+Gli. Esta diferencia parece estar relacionada con el nimero de pasos de
equilibrado y/o las concentraciones de crioprotector mas que con la combinacion
de crioprotectores. Esta hipdtesis es apoyada por trabajos previos, donde se
encontré que un incremento en el nUmero de pasos de equilibrado antes de la
inmersién final en la soluciéon de vitrificacién resultd en un incremento en la
sobrevida embrionaria después del calentamiento (Darvedil y col., 1994;
Kuwayama y col., 1992; Mahmoudzadeh y col., 1995; Ohboshi y col., 1997).

Las diferencias en el numero de nucleos coinciden con las diferencias en las tasas
de eclosion. Los métodos que producen las tasas de eclosién mas altas, también
muestran los nimeros promedios de nucleos mas altos. Esta asociacion entre
sobrevida embrionaria y nimero de nucleos podria ser muy util para predecir la
capacidad de implantacion del embridon para una técnica dada. Esta hipotesis

esta siendo investigada en la actualidad.

En el Experimento 4 no se encontraron diferencias en las tasas de desarrollo y
eclosion entre los tratamientos en los que se usé la solucidon Eg+Gli sin sacarosa
o combinada con sacarosa 0,1 y 0,3 M. La solucion Eg+Gli combinada con
sacarosa 0,1 M mostré tasas de desarrollo y eclosién mayores que la solucion

Eg+Gli con sacarosa 0,5 M.

Si bien la sacarosa confiere un efecto protector adicional y facilita la vitrificacion
intracelular (Rall, 1987), sdlo el uso de bajas concentraciones de sacarosa (0,1 y
0,3 M) tiene un efecto positivo, por cuanto una concentracion mas alta (0,5 M)
resultd en tasas de éxito menores, lo cual sugiere que el uso de concentraciones
altas de sacarosa como un buffer osmético tiene efectos adversos sobre los
embriones criopreservados (Leibo, 1984; McWilliams y col., 1991; Somgsasen y
col., 1995; Széll y Shelton, 1986).
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Estos resultados llevaron a transferir embriones luego del congelamiento con Eg-

3P y luego de la vitrificacién con Eg+Gli combinada con sacarosa 0,1 M.

Las tasas de prefiez y de nacimientos luego de la transferencia de embriones
obtenidos in vivo en fresco fueron marcadamente mas altas que aquellas
obtenidas con los otros tratamientos, lo cual fue esperable ya que estos
embriones son mas robustos que su contraparte producidos por maduracion in
vitro, y no fueron sometidos a la criopreservacién. Esto coincidié con trabajos
previos donde se observaron diferencias entre los embriones obtenidos in vivo e
in vitro, tanto frescos como criopreservados (Greve y col., 1993; Massip y col.,
1995; Pollard y Leibo, 1994).

Los embriones obtenidos in vitro congelados con la solucidén Eg-3P tuvieron las
tasas de prefiez y nacimientos mas bajas, mostrando que los embriones
obtenidos in vitro son particularmente sensibles a este método de
congelamiento. Esto no fue observado con la solucién de vitrificacion Eg+Gli
combinada con sacarosa 0,1 M, o cuando los embriones obtenidos in vivo fueron
congelados con Eg-3P. Estos resultados coinciden con trabajos previos con

embriones bovinos (Massip y col., 1995; Tachikawa y col., 1993).

En todos los tratamientos se registré la pérdida de prefieces como la diferencia
entre la tasa de prefiez y la tasa de nacimientos. Mas alla de que las tasas de
implantacion fueron similares entre tratamientos, en los embriones obtenidos in
vitro fue observada una mayor pérdida que en los embriones obtenidos in vivo,
sin importar el tratamiento empleado. Esto coincide con trabajos realizados en
bovinos, donde no solo se observaron tasas de prefiez mas bajas, sino que,
ademas, se registraron altas tasas de pérdida fetal cuando se compararon
embriones obtenidos in vivo con embriones obtenidos in vitro (Greve y col.,
1993; Hasler y col., 1995; Massip y col., 1995; Wright y Ellington, 1995).

El peso al nacer de los corderos provenientes de embriones obtenidos in vitro fue
mayor que el de aquellos originados a partir de embriones obtenidos in vivo, un
efecto que no es atribuible a diferencias en la genética de las ovejas empleadas.

Este incremento en el peso al nacimiento condujo al subsecuente incremento
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significativo en los partos dificultosos que necesitaron ser asistidos y en la
mortalidad perinatal. Este hecho ha sido reportado previamente en ovinos y
bovinos, y se lo ha relacionado con el uso de suero en el medio de cultivo, o a
algun otro factor aun desconocido del proceso de produccién in vitro (Farin y
Farin, 1997; Holm y col., 1996; Thompson, 1997; Walker y col., 1996).

No hubo diferencias en la proporcion de sexos entre los corderos nacidos. Esto
coincide con los resultados presentados por Catt y col. (1997), quienes, mas alla
de encontrar una mayor proporcion de machos en los embriones ovinos
obtenidos in vitro que alcanzaban el estadio de blastocisto, no encontraron

diferencias en el momento del nacimiento.

Estos resultados demuestran que la transferencia de embriones ovinos obtenidos
in vitro vitrificados con Eg+Gli combinada con sacarosa 0,1 M podria ser un
procedimiento factible para un programa comercial a gran escala siempre que el
problema de los partos distocicos debido al mayor tamano fetal pueda ser
solucionado, ya que la obtencién de corderos inusualmente grandes es un factor
limitante para el empleo de este tipo de embriones. Esto seria particularmente

critico en areas en las que se aplica un manejo extensivo de los rebafios.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Como conclusién de los resultados obtenidos durante el trabajo experimental de

la presente tesis podemos decir que:

Las soluciones de criopreservacion formuladas con etilenglicol tienen mayor
habilidad para conservar los embriones que aquellas que contienen glicerol o
propilenglicol. Esto se debe a que el etilenglicol tiene mayor permeabilidad a

través de la membrana plasmatica.

El agregado de bajas concentraciones de sacarosa (0,1 M) tanto en las
soluciones de incorporacién como en las de remocidn del crioprotector tiene
un efecto beneficioso. Este efecto se revierte con concentraciones altas de

sacarosa.

La transferencia directa de embriones bovinos producidos in vivo es un
método que permite alcanzar tasas de éxito similares a los métodos que
involucran varios pasos de remocidon en laboratorio. Esto, sumado a su
simplicidad, lo hace un método muy util para ser aplicado en condiciones de

campo.

La vitrificacion, tanto de embriones bovinos como ovinos, es un método
aceptable con resultados comparables a los del congelamiento lento

convencional.

Los embriones producidos in vitro tienen tasas de éxito menores que los
producidos in vivo. Por otra parte, los terneros y los corderos tienen mayor
peso al nacimiento, lo cual provoca un aumento en los partos distécicos.
Ambas condiciones hacen que el empleo de estos embriones en sistemas

productivos se vea limitado.
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% La evidencia obtenida en este trabajo nos permitié adaptar los protocolos de
criopreservacion para cada especie y tipo de embrion estudiado, logrando
obtener la maxima eficiencia en el proceso de criopreservacion con las

herramientas disponibles en la actualidad:
o Embriones bovinos producidos in vivo

- Congelamiento con etilenglicol 1,5 M. Incorporacién en 1 paso y

transferencia directa (Eg-TrDir)
o Embriones bovinos producidos in vitro

- Congelamiento con etilenglicol 1,5 M. Incorporacién en 1 paso y

transferencia directa (Eg-TrDir)

- Vitrificacidon con la solucién etilenglicol 25% y glicerol 25% combinado

con sacarosa 0,1 M (Eg+Gli + Sacarosa 0,1 M)
o Embriones ovinos producidos in vivo

- Congelamiento con etilenglicol 1,5 M. Incorporacién en 3 pasos Yy

remocién en 1 paso (Eg-3Pm)

- Vitrificacién con la solucién etilenglicol 40%, Ficoll 70 18% y sacarosas
0,3 M (EFS)

o Embriones ovinos producidos in vitro

- Congelamiento con etilenglicol 1,5 M. Incorporacién en 3 pasos y

remocién en 3 pasos (Eg-3P)

- Vitrificacidon con la solucién etilenglicol 25% y glicerol 25% combinado

con sacarosa 0,1 M (Eg+Gli + Sacarosa 0,1 M)

Lic. Alejandro Gustavo Martinez Dr. Marcelo Antonio de las Heras
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APENDICE

PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACION

Todas las soluciones utilizadas en los protocolos de criopreservacion se realizaron
en una solucion base consistente en DPBS combinado con 10% de SFB y 1% de
AA.

PROTOCOLOS DE CONGELAMIENTO LENTO

Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 1 paso (Gli-1P)
Incorporacion del crioprotector:

¥ Sumergir el embrién en una solucién de glicerol 10% y mantenerlo durante 5

min a temperatura ambiente. Luego cargar el embridn en las pajuelas.

Curva de congelamiento:

It Colocar la pajuela en la congeladora a una temperatura inicial de -6°C.
Mantener la pajuela a esa temperatura durante 5 min, y luego inducir la
nucleacion (“seeding”) por contacto con una pinza previamente sumergida en
LN,.

I\\

¥ Luego de 5 min de realizado el “seeding”, comenzar la curva de enfriamiento,
llevando la temperatura desde -6°C hasta -32°C a una tasa de descenso de -

0,5°C/min.
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¥ Mantener a esa temperatura durante 2 min.

¥ Sumergir la pajuela en LN,.

Remocion del crioprotector:

It Descongelar la pajuela exponiéndola al aire durante 10 s y luego sumergirla

en un bafo de agua a 22°C durante 20 s.
3¥ Descargar el embridn en una capsula de Petri.

¥ Sumergir el embriéon en una solucidn de glicerol 6% y sacarosa 0,3 M durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridon a una solucién de glicerol 3% y sacarosa 0,3 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridon en una solucién de sacarosa 0,3 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Lavar el embridn en solucidn base y transferirlo o colocarlo en cultivo.

Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 2 pasos (Gli-2P)
Incorporacion del crioprotector:

¥ Sumergir el embrién en una solucidon de glicerol 5% y mantenerlo durante 5

min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridén a una solucién de glicerol 10% y mantenerlo durante 5

min a temperatura ambiente. Luego cargar el embridn en las pajuelas.
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Realizar la curva de congelamiento y la remocién del crioprotector de la misma

forma que en el protocolo Gli-1P.

Congelamiento con etilenglicol - Incorporacion en 1 paso y transferencia
directa (Eg-TrDir)

Incorporacion del crioprotector:

¥ Sumergir el embridon en una soluciéon de etilenglicol 1,5 M, mantenerlo

durante 20 min a temperatura ambiente y cargarlo en una pajuela.

Curva de congelamiento:

¥ Colocar la pajuela en la congeladora a una temperatura inicial de -6°C.
Mantener la pajuela a esa temperatura durante 1 min, y luego inducir la
nucleacion (“seeding”) por contacto con una pinza previamente sumergida en
LN,.

I\\

¥ Luego de 5 min de realizado el “seeding”, comenzar la curva de enfriamiento,

llevando la temperatura desde -6°C hasta -35°C a una tasa de descenso de -
0,5°C/min.

¥ Mantener a esa temperatura durante 2 min.

X Sumergir la pajuela en LN,.

Remocion del crioprotector:

It Descongelar la pajuela exponiéndola al aire durante 10 seg y luego

sumergirla en un bafio de agua a 35°C durante 20 seg.

¥ Transferir el embridn a la receptora desde la misma pajuela.
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Congelamiento con propilenglicol - Incorporacion en 1 paso y

transferencia directa (Pg-TrDir)

El método es igual al del protocolo Eg-TrDir, con la excepcion del reemplazo del
etilenglicol por propilenglicol en iguales concentraciones, y en que el tiempo de

incorporacién del crioprotector fue de 5 min.

La curva de congelamiento y la remocién del crioprotector se realiza de la misma

forma que en el protocolo Eg-TrDir.

Congelamiento con glicerol — Incorporacion en 3 pasos (Gli-3P)
Incorporacion del crioprotector:

¥ Sumergir el embridon en una solucién de glicerol 0,5 M y mantenerlo durante

10 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridn a una solucién de glicerol 1,0 M y mantenerlo durante

10 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridn a una solucién de glicerol 1,4 M y mantenerlo durante

10 min a temperatura ambiente. Luego cargar el embrién en la pajuela.

Curva de congelamiento:

It Colocar la pajuela en la congeladora a una temperatura inicial de 20°C.

Mantener la pajuela a esa temperatura durante 1 min.

¥ Comenzar la curva de enfriamiento, llevando la temperatura desde 20°C

hasta -6°C a una tasa de descenso de -1°C/min.

¥ Mantener a esa temperatura durante 5 min, y luego inducir la nucleacién

(“seeding”) por contacto con una pinza previamente sumergida en LN..
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¥ Luego de 5 min del “seeding”, continuar el enfriamiento de -6°C hasta -30°C

a una tasa de descenso de -0,3°C/min.

£t Continuar el enfriamiento de -30°C hasta -33°C a una tasa de descenso de -
0,1°C/min.

¥ Mantener a esa temperatura durante 2 min.

¥ Sumergir la pajuela en LN,.

Remocion del crioprotector:

¥ Descongelar la pajuela exponiéndola al aire durante 10 s y luego sumergirla

en un bafio de agua a 27°C durante 20 s.
¥ Descargar el embridn en una capsula de Petri.

¥ Sumergir el embriéon en una soluciéon de glicerol 1,0 M y sacarosa 0,5 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridon a una solucién de glicerol 0,5 M y sacarosa 0,5 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridon a una solucién de glicerol 0,5 M y sacarosa 0,5 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embrion a una soluciéon de sacarosa 0,5 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Lavar el embridn en solucidn base y transferirlo o colocarlo en cultivo.
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Congelamiento con etilenglicol — Incorporacion en 3 pasos (Eg-3P)
Incorporacion del crioprotector:

¥ Sumergir el embridon en una solucion de etilenglicol 0,5 M y mantenerlo

durante 10 min a temperatura ambiente.

3¢ Transferir el embrién a una solucidon de etilenglicol 1,0 M y mantenerlo

durante 10 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embrién a una solucion de etilenglicol 1,5 M y mantenerlo

durante 10 min a temperatura ambiente. Luego cargar el embrién en la pajuela.

Curva de congelamiento:

¥ Colocar la pajuela en la congeladora a una temperatura inicial de 20°C.

Mantener la pajuela a esa temperatura durante 1 min.

¥ Comenzar la curva de enfriamiento, llevando la temperatura desde 20°C

hasta -7°C a una tasa de descenso de -1°C/min.

¥ Mantener a esa temperatura durante 5 min, y luego inducir la nucleacién

(“seeding”) por contacto con una pinza previamente sumergida en LN,.

¥ Luego de 5 min del “seeding”, continuar el enfriamiento de -7°C hasta -35°C

a una tasa de descenso de -0,3°C/min.

£+ Continuar el enfriamiento de -35°C hasta -38°C a una tasa de descenso de -
0,1°C/min.

¥ Mantener a esa temperatura durante 2 min.

¥ Sumergir la pajuela en LN,.

Remocion del crioprotector:
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¥ Descongelar la pajuela exponiéndola al aire durante 10 s y luego sumergirla

en un bafio de agua a 27°C durante 20 s.
¥ Descargar el embridn en una capsula de Petri.

¥ Sumergir el embridén en una solucién de etilenglicol 1,0 M y sacarosa 0,5 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridén a una solucién de etilenglicol 0,5 M y sacarosa 0,5 M y

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridon a una solucidon de sacarosa 0,5 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Lavar el embridn en solucidn base y transferirlo o colocarlo en cultivo.

Congelamiento con etilenglicol - Incorporacion en 3 pasos modificado
(Eg-3P m)

La incorporacién del crioprotector y la curva de congelamiento se realiza de la

misma forma que en el protocolo Eg-3P.

Remocion del crioprotector:

¥ Descongelar la pajuela exponiéndola al aire durante 10 s y luego sumergirla

en un bafio de agua a 27°C durante 20 s.
¥ Descargar el embridn en una capsula de Petri.

¥ Sumergir el embrién en una solucién de sacarosa 0,5 M y mantenerlo durante

10 min a temperatura ambiente.

I¥ Lavar el embridon en solucion base y transferirlo o colocarlo en cultivo.
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PROTOCOLOS DE VITRIFICACION

Vitrificacion con propilenglicol + glicerol (Pg+Gli)
Vitrificacién:

¥ Sumergir el embridon en una solucién de glicerol 10% y propilenglicol 20% y

mantenerlo durante 10 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridn a una solucidon de vitrificacidon consistente en glicerol

25% y propilenglicol 25%, y mantenerlo un maximo de 30 s a 4-12°C.

¥ Cargar el embridn en la pajuela y sumergirla en nitrégeno liquido.

Remocion del crioprotector:
¥ Sumergir la pajuela en un bafio de agua a 20°C.

¥ Descargar el contenido de la pajuela en una solucién resultante de la mezcla
de volumenes iguales de la solucion de vitrificacién y una solucion de sacarosa
1,0 M. Mantener el embridon en esa solucion durante 5 min a temperatura

ambiente.

¥ Transferir el embriéon a una solucidon de sacarosa 1,0 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥¥ Lavar el embridn en solucion base para su transferencia o cultivo.
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Vitrificacion con etilenglicol + Ficoll 70 + sacarosa (EFS)
Vitrificacidn:

¥ Sumergir el embrién en una solucion de etilenglicol 20% y mantenerlo

durante 5 min a temperatura ambiente.

3¢ Transferir el embridn a una solucion de vitrificacidn consistente en etilenglicol
40%, Ficoll 70 18% vy sacarosa 0,3 M, y mantenerlo durante 30 s a temperatura

ambiente.

¥ Cargar el embridn en la pajuela y sumergirla en nitrégeno liquido.

Remocion del crioprotector:
¥ Sumergir la pajuela en un bafio de agua a 25°C.
3t Descargar el embridn en una capsula de Petri.

¥ Transferir el embrion a una soluciéon de sacarosa 0,5 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Lavar el embridn en solucion base para su transferencia o cultivo.

Vitrificacion con la solucion EFS modificada (EFSm)

Se realizd una modificacién del protocolo EFS, la cual consistido en equilibrar el
embridon en 2 pasos, antes de ser vitrificado: primero en una solucién de
etilenglicol 10% y luego en una solucién de etilenglicol 20%, durante 5 min a
temperatura ambiente en cada paso. La remocién del crioprotector se realizé de
la misma forma que en el protocolo EFS.
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Vitrificacion con etilenglicol + glicerol (Eg+Gli)
Vitrificacidn:

¥ Sumergir el embrién en una solucién de glicerol 10% y mantenerlo durante 5

min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embrién a una solucion de glicerol 10% vy etilenglicol 20% vy

mantenerlo durante 5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embridn a una solucidon de vitrificacidon consistente en glicerol

25% vy etilenglicol 25%, y mantenerlo durante 30 s a temperatura ambiente.

¥ Cargar el embrién en la pajuela y sumergirla en nitrégeno liquido.

Remocion del crioprotector:
¥ Sumergir la pajuela en un bafio de agua a 37°C.

I¥ Descargar el contenido de la pajuela en una solucién resultante de la mezcla
de volumenes iguales de la solucion de vitrificacién y una solucion de sacarosa
1,0 M. Mantener el embridon en esa solucion durante 5 min a temperatura

ambiente.

¥ Transferir el embriéon a una solucidon de sacarosa 0,5 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

¥ Transferir el embrion a una solucién de sacarosa 0,25 M y mantenerlo durante

5 min a temperatura ambiente.

I¥ Lavar el embridn en solucion base para su transferencia o cultivo.
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