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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el mejor crioprotector; para ser
usado en un medio quimicamente definido, sin compuestos biolégicos, usando
sustitutos sintéticos, capaz de mantener y/o mejorar los resultados de calidad
embrionaria y sobrevivencia poscriopreservacion de embriones producidos in
vitro. Se utilizaron 176 embriones PIVE, provenientes de ovocitos de ovarios de
matadero. Se agruparon en 2 grupos (n=85 y n=91), de 7 y 8 dias,
respectivamente y fueron sometidos a congelacion lenta usando 6 diferentes
medios que contenian dos crioprotectores: 1.5M de glicerol (GLY) y 1.5M de
etilenglicol (ETY) combinados con tres compuestos: 0.4% de polivinilpirrolidone
(PVP), 0.5mg/ml de acido hialurénico (HA) y 0.4% de albumina sérica bovina
(BSA). Se descongelaron y pusieron a cultivar para luego ser evaluados a las
24, 48 y 72 horas registrando las variables integridad de membrana, re-
expansion y eclosion de los embriones. La integridad de la membrana plasmatica
fue similar entre crioprotectores suplementados con proteinas sintéticas, no
obstante, la adicién de BSA aumento el numero de embriones de 7 dias con
membrana plasmatica intacta en ambos crioprotectores, pero esta diferencia
solo fue significativa con la combinacién de etilenglicol mas acido hialurénico. La
combinacion de etilenglicol con acido hialurénico o con albumina sérica bovina
tuvieron porcentajes de expansion embrionaria mas bajos y mas altos
respectivamente, y solamente entre estos tratamientos la diferencia fue
significativa. Por lo tanto, el uso de proteinas sintéticas en los crioprotectores
puede ser una alternativa efectiva para mantener los medios de congelacién

quimicamente definidos y evitar los riesgos sanitarios.

Palabras claves: CRIOPROTECTOR, EMBRION, SUSTITUTO SINTETICO,
SOBREVIDA POSCRIOPRESERVACION

MVZ. Edgar Mauricio Barba Caceres
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the best cryoprotectant; To
be used in a chemically defined medium, without biological compounds, using
synthetic substitutes, capable of maintaining and / or improving the results of
embryonic quality and survival after embryo preservation produced in vitro. A total
of 176 PIVE embryos were obtained from oocytes from slaughterhouse ovaries.
They were grouped into 2 groups (n = 85 and n = 91), 7 and 8 days respectively,
and were subjected to slow freezing using 6 different media containing two
cryoprotectants: 1.5M glycerol (GLY) and 1.5M ethylene glycol (ETY ) Combined
with three compounds: 0.4% polyvinylpyrrolidone (PVP), 0.5 mg/ml hyaluronic
acid (HA) and 0.4% bovine serum albumin (BSA). They were thawed and cultured
and evaluated at 24, 48 and 72 hours for the variables membrane integrity, re-
expansion and embryo hatching. Plasma membrane integrity was similar
between cryoprotectants supplemented with synthetic proteins; however,
addition of BSA increased the number of intact plasma membrane 7-day embryos
in both cryoprotectants, but this difference was only significant with the
combination of ethylene glycol plus hyaluronic acid. The combination of ethylene
glycol with hyaluronic acid or with bovine serum albumin had lower and higher
percentages of embryo expansion respectively, and only among these treatments
the difference was significant. Therefore, the use of synthetic proteins in
cryoprotectants may be an effective alternative to keep chemically defined

freezing media and avoid sanitary risks.

Keywords: CRIOPROTECTOR, EMBRYON, SYNTHETIC SUBSTITUTES,
SURVIVAL POSCRIOPRESERVACION.

MVZ. Edgar Mauricio Barba Caceres
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La inseminacion artificial (1A), la transferencia de embriones (TE) y la produccion
in vitro de embriones (PIVE) hoy en dia son biotecnologias de utilizacién masiva
en paises desarrollados, en multiples especies de mamiferos, principalmente
bovinos. Para el caso del Ecuador el uso de biotecnologias de la reproduccién
es escasa, algunas de las ganaderias tecnificadas de la sierra estan usando TE
y en la costa es menor su uso; en cuanto a la PIVE igualmente es muy limitada
debido a la falta de laboratorios calificados y técnicos debidamente entrenados,
asi mismo influyen los altos costos; mientras que en paises como Brasil,

Colombia y Argentina son practicas masivas en las ganaderias tecnificadas.

El interés del uso de las biotecnologias de la reproduccion se debe a la mayor
posibilidad de seleccibn y mejoramiento genético como también al interés
comercial de exportacion de germoplasma (semen y embriones). Sin embargo,
todavia existen grandes inconvenientes técnicos que resolver entre ellos es el
riesgo de transmision de enfermedades con el uso de éstas biotecnologias, por
el efecto de contagio con la manipulacion de animales contaminados, y por la
amplia utilizacion de productos bioldgicos en los medios de manipulacion in vitro,
tales como el suero fetal bovino (BSF), albimina sérica bovina (BSA), suero fetal
humano (HSF), yema de huevo entre otros; todos susceptibles de convertirse en
una fuente potencial de contaminacion y transmision de organismos patdégenos
(Moreno et al., 2004). De igual manera el uso de sueros fetales ampliamente
utilizados en los medios de cultivo, implican la presencia de elementos no
identificados haciendo que algunos aspectos de su funcibn no sean aun
completamente comprendidos (Mucci et al., 2006; Nowshari y Brem, 2000) y que

interfieran en la replicacion de los resultados.

Existen varios estudios que sugieren protocolos para la produccion vy
conservacion (criopreservacion) de embriones tanto in vivo como in vitro y cuyos
resultados se ven afectados mayoritariamente por la utilizacién de productos
bioldgicos, ya que las necesidades de los embriones varian constantemente
(Coteé, 2007) como también los efectos que provocan los crioprotectores en la

12
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integridad y sobrevivencia de las células; la calidad de los embriones esta bajo
la influencia directa de los medios de cultivo utilizados después de la fecundacion
(Coté, 2007).

Se reconoce que los embriones producidos totalmente in vitro tienen un aspecto
mas opaco y presentan en el citoplasma celular microgotas lipidicas cuya
cantidad dependera de la concentracion de sueros fetales o albumina contenidas
en los medios de cultivo in vitro (Mucci, 2003; Mucci et al., 2006; Neira, 2004)
estas caracteristicas hacen que haya una reduccion de la crio-tolerancia de
ovocitos y embriones ya que puede inducir la formacion de cristales de hielo y
ademas posiblemente conduce a un trastorno en el metabolismo de su poblacién
de mitocondrias (Restrepo y Vasquez, 2009); segun Cote, (2007) la adicion de
suero al medio de cultivo tiene un efecto bifasico sobre el desarrollo de
embriones bovinos ya que inhibe la primera division pero estimula la formacion
del blastocisto dejando a entender que los medios de cultivo que actualmente se

utilizan no son éptimos (Cote, 2007).

Se debe tener presente que los embriones producidos in vitro presentan
diferencias que se traducen en un menor rendimiento de los procesos de
produccion in vitro frente a los producidos in vivo (Diaz, 2010); Moreno et al,
2004; Vireque AA, 2009); por lo que los resultados obtenidos tanto en produccién
como en sobrevivencia pos-criopreservacion tras la inclusion de BSA a los
medios son contradictorios (Thompson, 2000) y motivo de numerosos estudios
(Mucci N, 2003; Neira et al, 2010); segun C6té, (2007) el suero tiene un efecto
positivo sobre la expresién génica embrionaria pero que una adicién de suero al

final del desarrollo es perjudicial (C6té, 2007).

La tendencia actual es la de utilizar medios definidos o semi-definidos puesto
gue se ha comprobado que son validos para su uso en el desarrollo embrionario
(Moreno et al, 2004); ademas no esta totalmente claro cual es el rol endocelular
por el que actuarian la albumina y el suero, por lo que algunas de sus
propiedades fisicas podrian ser reemplazadas mediante la utilizacion de
sustancias definidas (Naitana et al, 1997; Mucci et al, 2006; Neira et al, 2010)

(Moreno et al, 2004; Nowshari y Brem, 2000) logrando obtener medios cuya

13
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composicidon sea totalmente conocida y a su vez flexible a cambios futuros en
busca de mejorar los resultados (Momozawa y Fukuda, 2011). En esta
investigacién se pretende obtener lograr que la sobrevida pos congelacion de
embriones bovinos producidos in vitro y congelados en medios totalmente
sintéticos es igual a la sobrevida pos congelacion de los embriones producidos
in vitro y congelados en medios convencionales y que incluyen productos

biolégicos.

14
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CAPITULO IIl: MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
2.1. Antecedentes

Durante muchos afos, la atencion de los genetistas se ha centrado en la
seleccion de calidad y la cantidad de vacas genéticamente superiores (Hanzen,
2012) y las biotecnologias reproductivas son importantes herramientas para
lograr eficiencia en la explotacion pecuaria. Desde la aparicion de la
transferencia de embriones segunda de las biotecnologias de la reproduccion,
después de la Inseminacion artificial, hace ya mas de 30 afios, millones de
embriones han sido colectados y transferidos en el mundo entero.

La posibilidad congelar y conservar embriones (en nitrégeno liquido) ha sido una
de las claves del desarrollo, convirtiendose en una industria de exportacion a
nivel mundial. Tres factores han favorecido el comercio internacional de los
embriones congelados.

e Las buenas tazas de gestacion obtenidas con embriones conservados
congelados, cerca del 50% segun la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (I.S.T.E.)

e Los bajos costos de transporte comparados a lo de los animales vivos.

e La mayor facilidad de comercio nacional e internacional de genes (semen
y embriones), comparados a los animales vivos (Thibier y Nibart, 1992).

Las estadisticas mas recientes muestran que el 58% de los embriones
transferidos son congelados (AETE, 2009); sin embargo, aunque se han
implementado diferentes protocolos para la criopreservacion, aln existen varios
obstaculos que resolver para mejorar las tasas de concepcion utilizando
embriones totalmente in vitro criopreservados, ademas de la seguridad sanitaria
esencialmente en el contexto del comercio internacional (Diaz, 2010; Fernadez,
2007; Avila et al, 2006; Hanzen, 2012; Neira et al., 2010).

La producciéon de embriones in vitro, biotecnologia de la reproduccion de
mamiferos de tercera generacion (Thibier y Nibart, 1992), después de la
inseminacion artificial y la transferencia de embriones, se desarrollo, a partir de

ovocitos de ovarios obtenidos en matadero.

15
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El primer ternero obtenido por fertilizacién In Vitro nacié en 1981 del resultado
de la transferencia de un embrion de cuatro células en el oviducto de una vaca
receptora de ovocitos madurados In Vivo y fertilizados con semen fresco
(Brackett et al., 1982; Hanzen, 2012). Pero el primero nacido totalmente In Vitro
después de una maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario en 1987
(Fukuda et al., 1990). Después de la obtencion del primer ternero por FIV, los
procesos utilizados en la maduracion y fecundacion In Vitro han sido mejorados
(Brackett y Harper, 1993; Guienne, 1991; Thompson et al., 1996; Thompson et
al., 1998; Thompson et al., 2002).

La produccién de embriones bovinos in vitro se aplica en investigacion y como
modelo para obtener embriones en otras especies incluida la humana, ademas
del interés zootécnico de obtener descendencia a partir de vacas de alto valor
genético (Diaz, 2010; Fernadez A, 2007; Palma, 2001).

El desarrollo de la produccion in vitro de embriones permite disminuir los costos,
aumentar y mejorar su eficiencia reproductiva, maximizar el uso del semen de
alto valor genético, facilitar la aplicacion de otras biotecnologias como

transgénesis o clonaje, (Mucci N, 2003; Palma, 2001)

El nimero total de embriones transferidos que son producidos in vitro, ha crecido
significativamente en los ultimos afios, por esta razon la importancia de los

estudios que busquen hacer més eficiente dicha técnica (Oyuela L., 2010).

Los embriones para transferencia pueden ser producidos mediante técnicas in
vivo o in vitro. El primer método se esta desarrollando en el pais dandole mayor
rentabilidad a los establecimientos; mientras que la produccion in vitro se ve

restringida aun a la investigacién cientifica.

La produccion de embriones madurados fertilizados y cultivados totalmente in
vitro (FIV) hasta su transferencia o criopreservacion tiene muchas ventajas en
comparacion con la produccion de embriones in vivo; ya que en esta no se
trabaja con un vientre materno, evitando el contagio de enfermedades, lo cual es
muy deseado por los paises importadores de estos embriones. Ademas, se

puede obtener una mayor cantidad de embriones por vaca por afio. Con esta

16
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técnica se puede mejorar la ganaderia en nuestro pais, debido a que se puede
producir mayor cantidad de embriones a un menor costo, haciendo mas
accesible la técnica de transferencia de embriones a mas campos ganaderos,

aumentando asi la productividad y la calidad de los animales.

2.2. Produccién de embriones in vitro

2.2.1. Factores que afectan la calidad de los complejo ovocitos cumulus
(COC’s)

El ovocito es una célula de gran tamafio, con escasa irrigacion directa, hecho
gue provoca la total dependencia de las células de la granulosa que lo rodean,
para satisfacer sus requerimientos funcionales (Martinez, 2006). Su calidad tiene
un rol esencial sobre el desarrollo embrionario antes y después de la activacion

del genoma. (Camargo y Viana, 2006).

2.2.2. Criterio de seleccion de los complejos cumulus-ovocito (COC’s)

Un ovocito con ooplasma homogéneo y con abundantes células del cumulus
rodeandolo, es el mejor indicador de la capacidad de madurar y de desarrollar
un embrién. Las células del cumulus son necesarias para el transporte de

nutrientes y sefales quimicas dentro y fuera de los ovocitos (Martinez, 2006).

Algunos estudios han encontrado mayores tasas de desarrollo embrionario a
partir de ovocitos obtenidos mediante aspiracion de foliculos de mas de 2-3 mm
de didmetro (Camargo y Viana, 2006; Neira J., 2011).

2.2.3. Puncion folicular

El método permite la obtencion de ovocitos mediante la puncion ovérica en
animales con la ayuda de un ecografo con sonda sectorial o convexa de 7 a
7,5MHZ como guia, adaptada a un tubo conductor protector rigido, junto con la
aguja de aspiracion (Nibart et al., 1995); esta técnica combinada con la
produccion de embriones in Vitro (IVP) fue desarrollada con el fin de obtener
ovocitos de hembras vivas previamente seleccionadas por su alto mérito

genético (Bols, 2001); ademas, de permitir la disminucion del intervalo

17
MVZ. Edgar Mauricio Barba Caceres



B

UNVERSIOAD OF CUENCA)

UNIVERSIDAD DE CUENCA ke

generacional (Kruip et al., 1994; Hanzen, 2012); esta técnica permite obtener
embriones de hembras con problemas de infertilidad o mala respuesta de los
tratamientos superovulatorios (Hidalgo et al., 2002).

Los resultados de embriones obtenidos a partir de aspiracion folicular en vacas
vivas varian de acuerdo a los diversos protocolos establecidos, es asi como
trabajos realizados en vacas superovuladas 3 dias antes de la puncién con dosis
idénticas a las utilizadas en la transferencia clasica de embriones, reportan en
promedio 13,9 ovocitos por vaca; en novillas ciclicas superovuladas los mismos
autores reportan promedios de 9,5y 11,6 ovocitos por colecta respectivamente

promedio que disminuye en la medida en que las novillas sean mas jévenes.

En animales sin ningun tratamiento de superovulacién, varios autores reportan
entre 5 y 6 ovocitos por puncion, realizando dos punciones por semana por
animal (Nibart et al., 1995; Hanzen, 2012); actualmente la OPU se muestra como
una técnica poco invasiva al animal, por lo que los diferentes equipos que
trabajan en el tema, apuntan en su mayoria a la no utilizacién de tratamientos
hormonales en las donantes, permitiendo una repetitividad de la técnica en el
mismo animal con una frecuencia mas alta (hasta dos veces por semana durante
5 semanas), inclusive en hembras en el primer tercio de gestacion (Nibart et al.,
1995). Estudios han demostrado que los ovocitos pueden ser colectados
sucesivamente de vacas ciclicas mas frecuentemente de una vez por semana
(Gibbons et al., 1994) pero los ovocitos colectados no tienen la misma apariencia
o igual potencial para desarrollarse en embriones viables después de la

maduracion, fertilizacion y cultivo In Vitro.

2.2.4. Clasificacion de Complejo Ovocito Cumulus (COC’s)

La morfologia de las células del cumulus y el aspecto microscoépico del
citoplasma son los aspectos considerados de mayor importancia para estimar la
calidad de los ovocitos colectados, ya que se ha demostrado la relaciéon que
existe entre estos parametros y el posterior desarrollo embrionario (Denis, 2008;
Hanzen, 2012).
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Otros estudios relacionan ademas, la talla del ovocito con el desarrollo
embrionario posterior; se ha demostrado que ovocitos con un diametro inferior a
110 micras tienen una maduracion nuclear y/o citoplasmatica incompleta en el
momento de la fecundacion y el nimero de blastocistos que se logra con ellos
es significativamente inferior al que se alcanza con ovocitos de mayor tamafio (>
110 micras) (Denis, 2008).

Esto puede ser debido a que los ovocitos estan todavia en la fase de crecimiento
y son menos capaces de desarrollarse después de la fertilizacion. Se ha sugerido
que el didmetro critico de un ovocito para adquirir competencias de desarrollo es
de 110 micras. Estos ovocitos pequefios también son propensos a sufrir
alteraciones cromosémicas durante la maduracién, lo que perjudica a su

desarrollo posterior. (Camargo y Viana, 2006)

Se recomienda seleccionar los ovocitos con al menos una capa de células del

cumulus y citoplasma homogéneo (Contreras et al., 2010).

Los ovocitos destinados a MIV, morfolégicamente se clasifican (Gallegos, 1998)

en 3 categorias:

° Categoria uno, la constituyen los ovocitos que poseen un cumulus
oophorus denso, cubriendo la totalidad del diAmetro del ovocito y un citoplasma
finamente granular y oscuro.

° Categoria dos, la constituyen los ovocitos parcialmente cubiertos con
células del cimulus algo expandidas.

° Categoria tres, La constituyen los ovocitos que carecen de cumulus.

Los ovocitos bovinos inmaduros se puede dividir en cuatro categorias de acuerdo
con la grado de compactaciéon de células del cumulus y la transparencia
ooplasma (Hanzen, 2012). Parece obvio que la diferencias pueden ser
identificadas durante la seleccidén y se puede atribuir a las diversas etapas de la
maduracion, es acompafiado por cambios significativos en el area de la
superficie y por lo tanto el contacto entre el propio ovocito y las células del

cumulus.
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1. EICOC’s tiene un aspecto transparente. Cumulus (células granulares) es
compacto y rodea completamente el ovocito. ElI ooplasma del ovocito
tiene una apariencia homogeénea;

2. El COC tiene el mismo aspecto igual que en la clase 1 pero el ooplasma
es mas irregular con un area mas oscura que puede ser visible en su
periferia

3. EICOC todo es oscuro, es menos cumulo compacto, el ooplasma es mas
irregular y estos grupos oscuros

4. EI COC esta totalmente expandido, cumulus ausente (ovocitos

desnudos)

2.2.5. Sistema de produccion in vitro de embriones.

Pese a que se pueden producir embriones in vitro de aparente buena calidad a
partir de ovocitos inmaduros, la tasa de prefiez de estos son un 20% menor que
las de su contraparte obtenidos in vivo; ademas, los embriones obtenidos in vitro

son mas sensibles a la criopreservacion (Martinez, 2006).

La obtencion de ovarios provenientes de vacas sacrificadas en el matadero
deben ser obtenidas dentro de 2 horas del sacrificio del animal (Hanzen, 2012)
y estos ovarios suministran una fuente abundante de ovocitos obtenidos a bajo
costo provenientes de animales en diferentes estados del ciclo estral, que
pueden ser madurados, fertilizados y cultivados in vitro hasta estados avanzados

del desarrollo embrionario (Neira J. , 2011; Moreno et al, 2004).

El proceso de produccion in vitro de embriones bovinos puede dividirse en tres
pasos fundamentales, los cuales, independientemente del protocolo utilizado, en
orden cronoldgico son: Maduracion de ovocitos, Fecundacién de ovocitos
maduros y Cultivo o desarrollo de embriones in vitro hasta la criopreservacion o

transferencia (Mucci et al., 2006)

Estos tres pasos, comprenden una compleja serie de procesos fisiolégicos,
muchos de los cuales son aun desconocidos; condicionando cada uno por

separado el éxito o el fracaso del siguiente.
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2.2.5.1. Maduracion in vitro (MIV)

Este proceso es la tercera fase de la ovogénesis y ocurren eventos nucleares,
meioticos y citoplasméticos. En estos ultimos se incluyen los cambios en la
membrana celular, y todos ellos son necesarios para que los ovocitos sean
capaces de ser fertilizados y se desarrollen posteriormente (Gallegos, 1998);
Cote, 2007). En esta etapa el ovocito progresa desde el estadio de diplotene

hasta el de metafase Il (maduracion nuclear) (Neira J., 2011; C6té, 2007).

Durante la maduracion y la fertilizacién in vitro, se han observado anormalidades
ultra-estructurales en los ovocitos, que podrian estar relacionadas con la baja
capacidad de desarrollo hasta el estadio de blastocisto una vez fertilizados; esas
anormalidades incluyen la falta de dispersion de los granulos corticales y la falta
de un adecuado reordenamiento mitocondrial (Martinez, 2006). La maduracion
in vitro de ovocitos esté sujeto a la influencia de muchos factores, la mayoria de
los cuales aun no se han aclarado. En efecto, mientras que en promedio 60 a
85% de ovocitos madurados in vitro se fertilizan y se dividen solo el 25 y el 30%

llegan a la etapa de blastocisto. (Hanzen, 2012)

En relacién al tamafio ovocitario, un estudio reciente, confirma que los ovocitos
mas grandes tienen una division meiotica normal, mientras que los mas
pequefios tienden a sufrir maduraciones anormales (Neira J., 2011); la
capacidad de los ovocitos para lograr su maduracion nuclear y citoplasma se

adquiere gradualmente durante el desarrollo folicular (Hanzen, 2012).

La maduracion ovocitaria debe simular las condiciones que el ovocito encontraria
in vivo. Para conseguirlo se utilizan distintos medios de maduracién, uno de los
mas habituales es el TCM-199® (SIGMA), aunque también existen otros como
el medio TALP, el B2 de Menezo o el Waymounth 752/1 que es menos habitual,

todos ellos medios comerciales (Neira J., 2011)

Durante la maduracion in vitro, hay que procurar a los ovocitos un ambiente

similar al fisioldgico.

Para ello hay que tener en cuenta las siguientes condiciones: La concentracion

de oxigeno en el ambiente debe ser de 5% de CO2, la humedad relativa
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saturada, la osmolaridad de los medios utilizados debe estar alrededor de
290mOsm, el pH de 7.4 y la temperatura tanto a la que se procesan como a la
gue se cultivan de 39°C. Estas condiciones deben darse a lo largo del proceso
de maduracion, que suele ser de 24 horas (Neira J. , 2011). Segun Cote, 2007;

la maduracion in vitro tiene una tasa de éxito de mas 80% en vacas.

2.2.5.2. Maduraciéon nuclear

En esta fase se da la diacenesis que implica el colapso de la vesicula germinal,
la condensacion de la cromatina en pares, la perdida de nucleétidos y la
membrana nuclear; todo esto se da 5 a 6 horas después de iniciado el cultivo de
ovocitos y terminan la maduracion 24 horas de iniciado el cultivo. (Gallegos,
1998)

2.25.21. Cambios en el cumulus oophorus

La expansion de las células circundantes del foliculo preovulatorio es la principal
diferencia entre un ovocito preovulatorio y uno no ovulatorio, siendo las células
apretadas e invertidas caracteristicas del primer estadio y las expandidas del
segundo, las células compactas, inactivadas, apretadas y adheridas a la ZP
responden a las gonadotrofinas y esferoides foliculares, llamandosele a este
proceso activacion o Mucificacion. Un cumulus no expandido constituye una
barrera impenetrable para los espermatozoides durante la fecundacion (Berg y
Reichenbach, 1992)

2.25.2.2. Maduracién de la zona pelucida (ZP)

La ZP es una glicoproteina secretada por el ovocito durante su crecimiento, y
esta compuesta por 70% de proteinas, las mas conocidas son ZP1, ZP2 y ZP3,
020% de hexosa, 3% de acido sidlico y 2% de sulfato. La integridad de esta zona
durante la maduracion es importante porque facilita la disponibilidad de
nutrientes para este proceso, aportando principalmente piruvato y oxalacetato
(Gallegos, 1998; Hanzen, 2012).

2.2.5.2.3. Maduracion citoplasmatica
Ademas de la maduracién nuclear, también se presenta una maduracion

citoplasmatica, que prepara al ovocito para soportar la fertilizacién y el desarrollo
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embrionario temprano. Cuando el ovocito completa todos estos cambios con

éxito podemos hablar de competencia meiotica (Neira J., 2011).

La maduracion citoplasmatica de los ovocitos se caracteriza por la proliferacion
de las mitocondrias por la aparicion de un aparato de Golgi bien desarrollados, y
la migracion de los granulos corticales a periferia del ovocito, justo debajo de la
membrana plasmatica. Estos granulos contienen un ovo-peroxidasa que durante
la fertilizacion tiene el efecto de prevenir la penetracion de esperma adicional y

por lo tanto prevenir polispermia (Hanzen, 2012).

2.2.5.3. Capacitacién espermaética

Para conseguir la capacitacion in vitro de los espermatozoides se siguen
diversos procedimientos, entre los mas utilizados tenemos la capacitacion
mediante Percoll (Figura 1) o mediante Swim-up. El primero basado en la
realizacion de varios lavados por centrifugacion, y el segundo en periodos de
incubacion en los cuales los espermatozoides capacitados “nadan” hacia arriba,
y ésta parte sera centrifugada para conseguir el pellet que se utilizara para la
fecundacion (Neira J. , 2011; Hanzen, 2012).

FIGURA 1. Gradiente de Percoll

Gradiente de Percoll

Antes de la Después de la
centrifugacion centrifugacion

Diluyente

Semen

45%, Espermato-
Percoll zoides no
motiles

90% Espermato-
Percoll zoides
motiles
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Si se decide utilizar el método de la capacitacion por swim- up, se debe
considerar que un periodo de incubacion demasiado largo podria ser menos
efectivo (Neira J., 2011).

2.25.4. Fecundacién in vitro

Para que la fertilizacion in vitro tenga éxito se deberan reproducir las condiciones
que el espermatozoide encuentra en el tracto uterino, ya que es en ese lugar
donde el espermatozoide sufre los procesos de capacitacion y reaccion
acrosomica (Martinez A., 2006).

Al igual que en la maduracién de los ovocitos y en la capacitacion del semen,
para llevar a cabo la fecundacion in vitro pueden utilizarse distintos medios, como
son el TALP, el BO o el M199. Todos ellos pueden ir suplementados por distintos
componentes, como células oviductales, células del cumulus, cafeina o
heparina. Como ocurria en los medios de maduracién y capacitacion, los
suplementos en los medios de fecundacion también son diversos (Neira J. ,
2011; Hanzen, 2012).

Una vez que el semen ha sido capacitado ya estamos en disposicion de tomar
la concentracion adecuada del mismo para llevar a cabo la fecundacion in vitro.
No hay una concentracion predeterminada de semen para la fecundacion in vitro,
aunque la calidad del mismo puede servirnos como guia y recomendar el uso de
unas concentraciones mas o menos altas. Los parametros que suelen valorarse
para determinar la calidad seminal serian: la presencia de espermatozoides
muertos, la integridad del acrosoma y la reaccion a la endésmosis (Neira J.,
2011).

La concentracion mas frecuentemente utilizada para lograr una buena
fertilizacion in vitro se encuentra en el rango de 0,5 y 2 X 108 espermatozoides/ml
(Neira J. , 2011).La incubacién dura 18 horas a 39 ° C en una atmdsfera que
contiene 5% de CO2 y se satura con humedad para evitar la evaporacién del

medio. Un aumento en el tiempo de incubacién es un factor de riesgo de
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polispermia. También es importante que el laboratorio se mantiene la medida de

lo posible temperatura entre 25 y 30 °C. (Hanzen, 2012)

Las células restantes del cdmulus se pueden quitar mecanicamente por agitacion
0 quimicamente mediante la adicion de enzimas tales como hialuronidasa o
agentes quimicos, tales como citrato de sodio (3% durante 5 minutos) (Hanzen,
2012)

2.2.5.5. Cultivo de embriones

Los sistemas de cultivo disponibles en la actualidad incluyen los co-cultivos, los
medios condicionados y los medios sintéticos. Con respecto a los medios
sintéticos, los embriones son cultivados en soluciones quimicamente definidas
CUyoS componentes se encuentran en concentraciones comparables a los fluidos
oviductal y uterino acordes al estadio de desarrollo del embrion (Martinez A. ,
2006; Neira J. , 2011; Hanzen, 2012).

Los porcentajes de oxigeno en el cultivo in vitro suelen ser mayores a los que el
embrion encontraria en el oviducto o en el Utero, estos suelen ser de un 5% en
caso de llevarse a cabo en un medio definido y de un 20% en caso de tratarse
de co-cultivos (Neira J., 2011).

2.2.5.6. Desarrollo embrionario

El cigoto formado luego de la fertilizacion se divide en 2 blastomeras
comenzando la segmentacién, la cual continta durante el transito del embrion
dentro del oviducto y después en el Utero en situaciones in vivo. En el estadio de

8 células el tamafo de los blastbmeros comienza a disminuir.

El pasaje del embrion desde el oviducto al Utero en condiciones in vivo, tiene
lugar a los 4 dias de la aparicion del estro, en el estadio de 16-32 células,
denominado morula en compactacion. Aqui las blastébmeras 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 forman una

masa compacta, este es el estadio denominado morula compacta. El embrion
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ocupa el 60-70% del espacio perivitelino y su diametro aproximado es 150 um
(Martinez, 2006).

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 formacion: el blastocele. EI embrién se convierte en

blastocisto temprano y posee alrededor de 100 células.

El tamafio del blastocele comienza a aumentar, lo cual es acompafiado por el
adelgazamiento de la zona pellcida. Se produce la desaparicion del espacio
perivitelino y un aumento dramatico del didmetro del embrion (1,2-1,5 x) que llega
a medir 200-230 pm y posee unas 200 ceélulas, alcanzando el estadio de
blastocisto expandido (Martinez, 2006). En promedio, el 15% (3-41%
dependiendo de los autores) de ovocitos en etapa de maduracién alcanzan

morula o blastocisto (Hanzen, 2012).

La re-expansion embrionaria es una indicacion de la viabilidad embrionaria, ya
gque muestra la capacidad que tiene el embrién para poder eliminar el
crioprotector, rehidratarse y recuperar su forma inicial previa a la
criopreservacion. En un estudio realizado en embriones de llamas, el 57.1% (4/7)
de los embriones sometidos a congelacion lenta presentaron re expansion
(Vasquez, 2011). El conocimiento del estadio del embrién facilita su

identificacion.

2.25.6.1. Activacion del genoma embrionario

La activacion del genoma embrionario (EGA) es el proceso por el cual un
embrién comienza a transcribir su genoma recién formado. Un embrién recién
formado al inicio es transcripcionalmente inactivo, ya que esta atrapado en un
entorno opresivo. EI ARNm y proteinas depositadas en el ovocito maduro
durante la ovogénesis materna, impulsan los primeros ciclos celulares. La EGA
es esencial para la sintesis de nuevas proteinas. El tiempo necesario para los
embriones salgan de este entorno y comiencen la EGA varia entre las especies:

fase de 4 células en los seres humanos, fase de 2 células en ratones.
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Varias horas después de la fusion del espermatozoide al ovocito cesan las
oscilaciones de calcio, el pronucleo femenino comienza a formarse y la cabeza

espermética se descondensa formando el prontcleo masculino.

Después del alineamiento de los pronucleos, las membranas nucleares se
desintegran y el huso rota de manera perpendicular al eje definido por el segundo
cuerpo polar, donde la posicion de este ultimo, define el plano de division o el eje
polar del embridn; la cromatina se condensa en los cromosomas para dar
comienzo a la primera division mitética, produciendo un embrion de dos células.
Finalmente, ocurre un proceso denominado activacién génica del cigoto, que
comienza con la transcripcion y la traduccién de proteinas codificadas por el

genoma embrionario recién formado.

2.2.5.6.2. Muerte embrionaria temprana

Un fenbmeno comunmente observado durante la produccion de embriones in
vitro es el blogueo del desarrollo temprano, el cual ocurre en una etapa concreta
del clivaje para cada especie. Se han postulado diferentes hipétesis que explican
este fenomeno, las cuales involucran desordenes en la cromatina,
reorganizacion del citoesqueleto, estrés oxidativo y dafios mitocondriales. Ya se
ha demostrado que la cadena respiratoria de la membrana interna mitocondrial
produce peréxido de hidrogeno (H202), molécula capaz de desencadenar la
muerte celular; aunque el H202 ha sido asociado con el detenimiento del
desarrollo embrionario temprano, los mecanismos celulares y moleculares por
los cuales ocurre el detenimiento se desconocen. Se sabe que la mitocondria
esta jugando un papel importante como productora o blanco del H20? y como
mediadora dela muerte por apoptosis. La apoptosis es un mecanismo importante
para el mantenimiento de un niamero adecuado de células funcionales y sanas;
sin embargo, existen umbrales minimos y maximos para la presentacion de
apoptosis asegurando la homeostasis. Si el indice apoptotico es elevado la
presencia masiva de células muertas podria dafiar la homeostasis del embrion y
consecuentemente detener su desarrollo y morir. Se sabe que los embriones no
competentes no culminan el clivaje exitosamente y se bloquea su desarrollo

antes de alcanzar el estadio de blastocisto, mientras que los competentes
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regulan la presentacion de apoptosis y alcanzan los estadios preimplantatorios
(Tarazona et al., 2010).

2.2.5.6.3. Bloqueo del desarrollo embrionario temprano

Se calcula que en promedio los laboratorios pierden entre el 60 y el 70% de los
ovocitos madurados in vitro, debido a que posterior a la fertilizacién el cigoto es
incapaz de sobrellevar el clivaje exitosamente y se bloquea antes de alcanzar el
estadio de blastocisto. El detenimiento en el desarrollo que comunmente sufren
los embriones producidos in vitro ocurre en un estadio especifico segun la
especie (quinto ciclo celular en conejo, cuarto en gatos, tercero en humanos,
segundo en raton);para el caso de los bovinos el detenimiento ocurre durante

el cuarto ciclo celular (Memili y First, 2000), es decir, en el paso del embrién de
8 a 16 células, momento que coincide ademas con la activacion completa del
genoma embrionario (Tarazona et al., 2010).

Se plantea que el bloqueo de los embriones es consecuencia de la incapacidad
para activar genes importantes para el desarrollo (p53, p21, Bax, Bcl-2) y del
estrés producido por el ambiente alterado al cual estdn sometidos (temperatura,
humedad, pH, gases, etc.) Por otra parte, Meirelles, (2004) sugieren que el
bloqueo no es un fenbmeno pasivo, sino que requiere la participacion activa de
rutas de sefalizacion que demandan la activacién del genoma embrionario.
Aparentemente altos niveles de actividad mitocondrial son necesarios para los
eventos celulares involucrados en la maduracién, los cuales son dependientes
de generacion de ATP, tal como la maduracion nuclear y la competencia
meidtica, maduracion del citoplasma, re-arreglo del citoesqueleto y la
acumulacion de ARNms necesarios para el desarrollo temprano antes de la
activacion completa del genoma embrionario (Trounson et al, 2001). Posterior a
la eclosion la distribucion de las mitocondrias en las blastomeras del
trofoectodermo cambia de perinuclear a pericitoplasmico, mientras que en las
células de la masa interna la distribucion se mantiene sin cambio (Tarazona et
al.,, 2006). Ademas (Lane y Gardner, 1998) sugirieron que los embriones
tempranos dependen del ATP producido por la mitocondria via lactato piruvato,

pero que esta actividad disminuye después de la activacion del genoma
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embrionario; otros estudios sugieren que durante los estadios iniciales de
desarrollo la competencia de los embriones depende de la produccién
mitocondrial de ATP como fue descrito por Lane y Gardner (1998), ya que los
embriones no competentes tienen baja actividad mitocondrial y su clivaje es
bloqueado antes de la activacion del genoma. Esto evidencia un importante
papel de la energia producida por la mitocondria en el proceso de activacion del

genoma (Tarazona et al., 2010).

2.2.5.7. Evaluacion morfolégica de los embriones

Tanto los embriones producidos totalmente in vitro como los en vivo (producidos
después de un tratamiento hormonal y colectados 7 dias después de
fecundados) tienen la misma dinamica de desarrollo, y los parametros de
clasificacion se pueden aplicar de igual forma en cualquiera de los dos procesos
(Oyuela L., 2010).

El sistema de clasificacion de embriones mas utilizado en la actualidad es el que
desarrollaron Lindner y Wright, (1983) para embriones bovinos sobre la base de

la morfologia (Martinez, 2006).

2.25.7.1.  Criterios
La evaluacién morfolégica de un embrion considera los siguientes criterios sobre

las estructuras y cualidades de un embrién de excelente calidad:

o Forma esferoide

o Simetria de los blastomeros

o Apariencia clara y neta de los blastbmeros.

o Tonalidad oscura y uniforme

o Uniformidad de la membrana celular

o Proporcionalidad entre el embridn y el espacio perivitelino.

o Integridad de la zona pellcida

o Ausencia de vacuolas en el embridn y bridas celulares en el espacio
perivitelino.
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o Ausencia de detritus celulares adheridos a la zona pellcida.

o Compactacion de los blastomeros entre si

2.25.7.2. Grados de calidad
Existen multiples factores que pueden afectar la calidad embrionaria en la

produccion in vitro:

- La obtencion de ovocitos con bomba de vacio puede afectar la cantidad y
también la calidad; el exceso de presion puede despojar parcialmente al ovocito
de las células circundantes y provocar dafios en la membrana vitelina (Gallegos,
1998).

- Variaciones de la temperatura a la cual se deben transportar los ovarios
desde el matadero hasta el laboratorio pueden provocar aglutinacion de los
ovocitos (Neira J., 2011).

- El tiempo de puncion folicular y de recoleccién de los ovocitos, influye
igualmente en la competencia de desarrollo. Los ovocitos pueden permanecer
en solucion salina a temperatura de 30° - 37° C durante 8 horas sin llegar a
afectar su calidad para los procesos de maduracion y fertilizacion in vitro (Neira
J., 2011).

La determinacion del grado de calidad del embrion permite caracterizar en
términos (mas o menos) cuantitativos las posibilidades de desarrollo y posterior

nacimiento de un ternero a partir del embrién obtenido.

Los diferentes grados de calidad son determinados por medio de la observacion
microscoépica de la morfologia con ayuda de una lupa estereoscopica (0,7-6,4x).

Existen distintas escalas de calidad embrionaria, desarrolladas por distintos
equipos de trabajo. Tanto la observacion, como la diferenciacion entre un grado

y otro son subjetivas y dependen, en gran parte, de la experiencia del operador.
La IETS ha propuesto la siguiente clasificaciéon (AETE, 2009).

o Calidad 1: Excelente o bueno. La masa embrionaria es simétrica y

esférica, con blastomeros individuales uniformes en tamafio color y densidad.
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El desarrollo del embrién es consistente con la fase del desarrollo esperada.
Presenta irregularidades relativamente menores y por lo menos el 85% del
material debe permanecer intacto dentro de la masa embrionaria. La zona
pellcida debe ser lisa y no debe tener ninguna superficie concava o delgada.

o Calidad 2: Regular. Presenta irregularidades moderadas en la forma
global de la masa embrionaria o en el tamafio, color y densidad de las células
individuales. Por lo menos el 50% del material celular debe permanecer intacto
dentro de la masa embrionaria.

o Calidad 3: Malo. Presenta irregularidades mayores en la forma de la
masa embrionaria o en el tamafo, color y densidad de las células individuales.
Por lo menos el 25% del material celular debe permanecer intacto dentro de la
masa embrionaria.

o Embriones de calidad 4: Muertos, degenerados o con retrasos en el

desarrollo y évulos no fertilizados no seran transferidos.

La calidad de los embriones ha sido evaluada por examen morfolégico asi como
también la valoracion de nimeros de la célula totales, tasas de prefiez y en pocos
casos a través del analisis de su expresion del gene (Stinshoff, 2011; Oyuela L.
, 2010)

A través de la observaciéon de las caracteristicas del embrién se puede hacer
muchas determinaciones (Barcelo, 2011):

o El nimero de células presentes en el embridén puede estimar su edad;

o El color muy oscuro o muy claro de los blastomeros puede indicar que ha
ocurrido un proceso degenerativo

o Grandes vesiculas son indicativas de degeneracion;

o Los blastomeros extruidos son indicativos del mal desarrollo o
degeneracion;

o La proporcion del espacio perivitelino ocupado por el embrion es menor

en el estadio de mérula compacta.

Consideraciones en la clasificacion de embriones descongelados (Barcelo,
2011):
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1. Elcolor de los embriones descongelados usualmente es mas obscuro que
los no congelados debido a un incremento de células muertas.

2. El embridén descongelado es usualmente mas pequefio, especialmente la
cavidad blastocélica.

3. Puede haber dafio extensivo en la zona pelicida como cuarteaduras,
desgaste o pérdida de la zona pellcida.

4. Se puede perder la viabilidad si una gran porcién del embrién es material
extruido.

5. Elnumero de inclusiones vesiculares grandes indica la extensién del dafio
al esqueleto citoplasmatico; ésta probablemente indica destruccion
masiva de organelos.

6. El grado en el que el embrion llena la cavidad de la zona pelicida es
indicativo de calidad embrionaria. Demasiada deshidratacion del embrion
causa demasiado encogimiento, causando dafio mecénico.

7. Si las células estan todavia compactas, la calidad es mejor que si
estuvieran sueltas, ya que se destruyen las uniones de célula a célula,
disminuyendo la probabilidad de prefiez.

8. Si la apariencia del embrion es favorable comparada con la apariencia
antes del congelamiento, las oportunidades de prefiez se mejoran.

9. Las cuarteaduras de la zona pellcida no necesariamente significan que

los embriones estan dafados.

2.2.6. Medios de produccion in vitro de embriones

Segun Cote, 2007; la eleccidén de la concentracion de cada componente del
medio de cultivo, tiene un impacto sobre los demas. Dos enfoques se utilizan
para determinar la concentracion de los componentes necesarios en los

medios de cultivo:

o El principio de decir "elige el embrién "

o El principio de" retorno a la naturaleza "
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El primero es un principio que nos prueba a ciegas distintas concentraciones
y observar como el embrion responde. El segundo principio trata de imitar las
concentraciones a las que esta expuesto el embridn en la naturaleza (C6te,
2007). Con base en los principios antes mencionados, nhumerosos trabajos
han sido publicados en los ultimos afios, buscando obtener medios totalmente

definidos con resultados variables, muchos de ellos alentadores.

2.2.6.1. Parametros biofisicos.

* Osmolaridad. Segun los valores observados en las secreciones uterinas,
podria asumirse que lo éptimo seria 280 + 20 mOsm/Kg. Estudios realizados en
ovocitos humanos concluyen que efectos hiperosméticos a 600, 1200 y 2400
mOsm resultaron en 40, 44 y 100% de estructuras anormales, respectivamente
(Mullen et al., 2004)

* pH. La mayoria de los embriones de mamiferos cultivados in vitro se desarrollan
en pH neutro o ligeramente alcalino, encontrdndose los mejores resultados entre
7,2y 7,6.

* CO:y O2. La fase gaseosa mas utilizada es aquella compuesta por 5% CO:z en
aire para la maduracion ovocitaria y fertilizacion, y 5% Oz, 90% N2 y 5% CO:2 para

el desarrollo embrionario.

* El fluido oviductal bovino y ovino se caracteriza por bajos niveles de Na y
altos niveles de K, comparados con los niveles plasméaticos. Estos dos elementos

son cuidadosamente balanceados al formular los medios de cultivo.

* El agua participa en mayor proporcion en la formulacion de cualquier medio de
cultivo y su grado de pureza esta fuertemente relacionado con el desarrollo

embrionario. La mayor resistencia ofrecida es 18,3 megaohms-cm a 25°C.

2.2.6.2. Componentes de los medios

Segun Cote, 2007; dos problemas surgen en el desarrollo de medios: la primera

en la selecciébn de componentes para ser incluido en el medio, y en segundo
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lugar el determinar la concentracion de cada uno de los componentes

seleccionados.

Los componentes y concentraciones deben ser apropiadas para cada etapa sea
esta maduracion, fertilizacion o desarrollo; tener en cuenta que algunas
sustancias son mas dificiles para integrarse en el medio de cultivo que otras,
incluyendo las vitaminas Ay E, que se disuelven muy mal. La composicion de un
medio ideal es muy dificil de definir (Cété, 2007). He aqui una breve descripcion

de los principales componentes:
2.2.6.2.1. Elementos orgéanicos.

Existe una gran cantidad de informacion referida al efecto de ciertas hormonas,
factores de crecimiento y compuestos macromoleculares, sobre el desarrollo
embrionario. Sin embargo, dos componentes son constantes en las
formulaciones finales de los medios en la produccion in vitro de embriones. Estos

son:
2.2.6.2.2. Fuente de energia.

Las fuentes de energia mas utilizadas en los medios de embriones son, en
general, el lactato, el piruvato y la glucosa. Se ha demostrado que durante los
primeros estadios, antes de la activacion del genoma embrionario, los embriones
utilizan preferentemente piruvato, lactato y glutamina como fuente de energia,
aumentando considerablemente la utilizacion de glucosa en estadios mas

avanzados de desarrollo (Mucci et al., 2006; Cote, 2007).

La falta de utilizacion de la glucosa durante los primeros estadios estaria dada
por la falta de actividad de la enzima fosfofructoquinasa, la adicion de glucosa a
los medios de cultivos no solamente no seria aprovechada, sino que, a su vez,
generaria un efecto inhibitorio sobre el desarrollo embrionario. Sin embargo, en
embriones bovinos a partir del estadio de 8-16 células hay una alta demanda de
energia necesaria para la compactacion, y la formacién y expansion del

blastocele.
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Con respecto a los lipidos, poco se sabe acerca de la importancia que tendrian
en la produccién de energia durante el desarrollo embrionario temprano, en los
altimos afios se ha debatido la posibilidad de mejorar la viabilidad de los
embriones criopreservados a través de la adicion de ciertos componentes
lipidicos a los medios de cultivo, especificamente acido linoleico no como fuente
energeética, sino como fluidificador de las membranas plasméticas (Mucci et al.,
2006).

2.2.6.2.3. Fuentes de proteina.

o Aminoéacidos. Participantes de la regulacion del desarrollo embrionario.
Estos elementos serian utilizados como fuente de energia, como buffer
intracelular y para la sintesis de proteinas, siendo incorporados por
transportadores de membrana especificos regulados en funcion del estadio de
desarrollo o en respuesta a sefiales externas.

Los aminoacidos esenciales son: lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val, Arg, Cys,
GIn, His, Tyr y los no esenciales son: Ala, Ser, Gly, Asp, Asn, Glu, Pro (Coté,
2007). Se ha demostrado que los aminoacidos no esenciales favorecerian el
desarrollo en estadios tempranos, mientras que los esenciales harian lo mismo
en embriones de mas de ocho células (Mucci et al., 2006). Existe por lo tanto no
hay ningiin medio con una concentracion éptima de aminoacidos.

o Macromoléculas. Usualmente se agrega suero bovino y/o albumina
sérica bovina (BSA) como fuente de proteinas a los medios de cultivo
embrionario.

El suero constituye la fraccién liquida resultante del proceso de coagulacion
sanguinea, tanto in vivo como in vitro, y su calidad, en términos de composicién
quimica, depende usualmente del tipo y estado del donante.

La albumina es una proteina plasmatica de caracter acido, soluble en agua, con
un peso molecular aproximado de 69.000, y constituye uno de los componentes
mas importantes del suero sanguineo. Debido a la presencia de grupos reactivos
en su molécula, puede unirse a diferentes sustancias (acidos grasos, hormonas,

etc.) y transportarlas en sangre hasta sus oOrganos blanco. Junto con la
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inmunoglobulina G, son las proteinas mas abundantes del fluido oviductal, y su
pureza puede variar entre lotes (Mucci N, 2003).
Algunos de los efectos benéficos que justifican la utilizacion del suero y la

albimina son:

o Proteger a los embriones en cultivo de sustancias toxicas (ej. Metales
pesados).

o Aportar factores de crecimiento y ciertas hormonas.

o Reducir la tension superficial del medio, evitando que los embriones se

adhieran al instrumental (placas de cultivo, pipetas, tubos, etc.).

2.2.6.2.4. Otros componentes

La adicion de heparina (2-5 Ul / ml) ayuda a reducir la formacién de coagulos en
los tubos y el tubo de recogida. Sin embargo, el contacto prolongada (méas de 60
minutos) de ovocitos con este medio es probable que reduzca el potencial de
desarrollo. Por lo tanto se debe colocar tan pronto como sea posible en un medio

no heparinizado (Hanzen, 2012; Salgado et al, 2005).

Se sugiere que en el cultivo in vitro una alta concentracion de FSH produce una
alta proporcién de morulas, la adicion de FSH en el medio de maduracion in vitro
incrementa en 50% el reinicio de la meiosis de los Complejos Ovocitos Células
del Cumulo (COC’s), en comparacion con complejos no estimulados o con
adicién de hCG en bovino. La FSH estimula el proceso de maduracién del ovocito

de ovino (Fernandez et al., 2007).

El uso de una combinacién de factores de crecimiento recombinantes y
citoquinas, como el IGF-I, IGF-II, bFGF, el TGF 31-, LIF, y GM-CSF, produce
resultados similares a 10% de suero fetal de ternero para el desarrollo de in vitro-
producidos embriones de la especie bovina. Este método totalmente sintético de
la cultivo de embriones tiene ventajas innegables para la bioseguridad de la

transferencia de embriones (Neira et a.l, 2010).
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La L-Glutamina es parte de todos los medios de cultivo definidos. Se utiliza para
funciones de osmolito organico glucogénico aminoacido, precursor metabolico y
la fuente de nitrégeno. Si se afiade glutamina al medio de cultivo a una
concentracion demasiado elevada (2:3 mmol) provoca una inhibicion del
desarrollo del embrion. La concentracion ideal es 1 mmol. Con tal concentracion,
puede ver un aumento en el numero de células en la ICM y el trophectodermo.
(Coté, 2007)

2.2.6.3. Efecto de la suplementacion con suero sobre la cantidad y calidad

de los embriones producidos in vitro.

En el cultivo in vitro las condiciones afectan tanto la  expresion maternal
y embrionaria de genes y tienen probabilidad de alterar los ovocitos y su
competencia para el desarrollo embrionaria (Vireque, 2009).

Uno de los problemas que presenta la utilizacion de los sueros fetales en los
medios de cultivo de cualquier tipo celular, ademas de la falta de definicion es la
variabilidad encontrada entre diversos lotes del mismo producto que,
consiguientemente, ocasiona variabilidad en los resultados obtenidos segun
diferentes laboratorios o experimentos dentro del mismo laboratorio (Martinez B.
, 2002). Se ha observado que la adicion de suero a los medios de cultivo tiene
un efecto bifasico sobre el desarrollo embrionario, inhibiendo los primeros
estadios y estimulando el desarrollo de moérulas y blastocistos. Segun Coéte,
2007; inhibe la primera division, pero estimula la formacion de blastocisto,
produce el bloqueo de determinadas especies y la viabilidad reducida (baja
desarrollo) en los seres humanos y animales domésticos, dejando a entender

gue los medios de cultivo que actualmente se utilizan no son éptimas.

Al mismo tiempo, su empleo también se ha visto relacionado con una
aceleracion del desarrollo embrionario, asociado a un numero mayor de células
embrionarias y a una mejora en la tasa de produccion y eclosién. El suero es

considerado un compuesto variable e indefinido, lo cual genera variaciones en la
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composicion de los medios utilizados e interfiere con la repetitividad de los

resultados obtenidos (Mucci et al., 2006).

Segun Mucci et al., (2006), se han observado diferencias en cuanto a la tasa de
produccion entre distintos ensayos publicados en los cuales se utilizé suero

como suplemento proteico, y esto podria deberse a:

o Tipo de suero y momento de su inclusién: el suero mas utilizado es el
SFB. Con respecto a las proteinas, sus concentraciones son superiores en un
85% en el caso del suero adulto respecto del fetal, y aunque poco se conoce
acerca de la funcion de proteinas no especificas en el desarrollo embrionario, su
metabolismo podria producir amoniaco que puede dar diferencias en las tasas
de produccién total de embriones.

o Variaciones en la concentracion de factores embriotréficos: el factor
transformante de crecimiento a (TGF) y el factor de crecimiento similar a insulina
1 (IGF1) reducen la incidencia de apoptosis y aumentan el nimero de células
embrionarias, mientras que el factor de necrosis tumoral a (TNF) induce
apoptosis y fragmentacion de &cidos nucleicos. Todos estos elementos podrian
explicar la falta de consistencia en los resultados de los distintos autores que
utilizaron suero, el efecto embriotréfico del suero es complejo y que son
necesarios mas experimentos para clarificar los componentes especificos que lo

producen.

Algunos efectos negativos que han sido atribuidos al uso de suero en los medios

de cultivo son:

o alteraciones mitocondriales

o excesiva produccion de lactato,

o presencia de células oscuras y granuladas en la masa celular interna

o aumento de células apoptoticas

o menor sintesis proteica

o disminucién de la relacion células de la masa celular interna: células

trofoblasticas y del numero de complejos de union entre las células embrionarias
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o alteraciones durante la prefiez en hembras gestantes de embriones

producidos con suero, tales como alargamiento del periodo de gestacion y
nacimiento de crias con peso superior a lo normal (large off spring syndrome).

o alteraciones en la expresiébn de genes que desempefian un rol de
particular importancia durante el desarrollo embrionario temprano (Mucci et al.,
2006).

2.2.6.4. Efecto del suero sobre la viabilidad de los embriones

criopreservados.

o La suplementacion de los medios de cultivo con suero se ha relacionado
con la acumulacion anormal de gotas lipidicas (Mucci et al., 2006)
o Alta sensibilidad a los procesos de criopreservacion, esto se deberia a

una mayor relacion de lipidos: proteinas en el caso de los primeros (C6té, 2007).

2.2.6.5. Uso de sustitutos sintéticos del suero en los medios de

produccion in vitro de embriones.

Si bien no esta totalmente claro cual es el rol endocelular por el que actuarian
la albumina y el suero, algunas de sus propiedades fisicas podrian ser
reemplazadas mediante la utilizacion de sustancias definidas (Block, Bonilla,
y Hansen, 2010; Moreno et al., 2004; Mucci et al., 2006; Vireque AA, 2009;
Momozawa y Fukuda, 2011)

La tendencia actual es prescindir del uso de productos biolégicos en los
medios para evitar problemas sanitarios evitando riesgos sanitarios en la

produccion in vitro de embriones.

Las nuevas razones practicas por las que se usan medios definidos son
porque estos son reproducibles en diferentes momentos, en laboratorios

diferentes, que pueden variar de una manera controlada, y son libres de
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actividad biolégica desconocida, tales como enzimas y factores de

crecimiento que pueden afectar a las respuestas estudiadas (Co6té, 2007)

Es asi que algunos autores han realizado ensayos con diferentes sustitutos

del suero tanto en medios de maduracion, fertilizacién o cultivo; entre ellos:

2.2.6.5.1. Acido hialurénico (HA)

Segun Block et al, 2010; el uso de &acido hialurénico (HA) en los medios de cultivo
de embriones incremento el porcentaje de blastocistos y la tasa de re-expansion
a las 24 horas. Las receptoras que recibieron embriones en etapa de morula y
blastocisto tratados con acido hialurénico presentan una tasa de prefiez superior
a las receptoras que recibieron los embriones control de la misma etapa.

Block et al., concluye que la adicion de acido hialurénico mejora el rendimiento
del cultivo de embriones a estadio de blastocisto, mejora supervivencia después
de la vitrificacion, y mejora la supervivencia después de la transferencia de
embriones.

Martinez et al. (1998), en un estudio concluye que con 1 mg / ml HA mejora el
desarrollo de IVM / FIV de embriones de bovino a la etapa de blastocisto, sin

afectar la calidad del embrién y la supervivencia posterior a la congelacion.

2.2.6.5.2. Polivinilpirrolidona (PVP)

El uso de polimeros sintéticos, como el alcohol polivinilico y Ila
polivinilpirrolidona, es frecuente desde hace varios afios en la produccién in
vitro de embriones (Naitana et al, 1997; Gardner y Lane, 1998; Momozawa y
Fukuda, 2011).

Estos compuestos han demostrado proveer una buena actividad surfactante,
similar a la albumina, aunque se ha encontrado una menor tasa de produccion
de embriones y diferencias metabdlicas importantes entre embriones cultivados

con o sin estos componentes (Thompson, 2000; Orsi y Leese, 2004)
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Segun Mucci et al (2006), actualmente existen en el mercado compuestos
formulados con el fin de remplazar el suero en los medios de cultivo de distintas
lineas de células somaticas. Entre estos se encuentran el Ultroser
G® (Invitrogen), un sustituto del SFB, y CPSR - 3® (Controlled Process Serum
Replacement, SIGMA), el cual se obtiene por dializado del plasma bovino (Mucci
et al, 2006).

El empleo de medios de cultivo libres de suero podria ser beneficioso para
mejorar la calidad de los embriones producidos in vitro, permitiendo progresar en
el entendimiento de los requerimientos embrionarios durante los estadios de pre-
implantacion, ya que la eliminacibn de un compuesto altamente variable e
indefinido, como lo es el suero, posibilitaria comprender la funciéon que
desempefia cada componente incluido en los medios de cultivo; ademas,
permitiria evitar las alteraciones embrionarias (morfolégicas y fisioldgicas) y
durante la gestacion, atribuidas a la utilizacion de suero en los medios de cultivo
(Mucci et al, 2006; Momozawa y Fukuda, 2011)

2.2.7. Control sanitario sobre las biotecnologias de la reproduccién.

El dltimo informe del IETS muestra que, en 2008, se transfirieron 800.000
embriones de bovinos en todo el mundo (un tercio de como embriones PIV) en
casi todos los continentes y en todas las regiones. A pesar que han habido
epidemias importantes en muchas partes del mundo ninguna de ellas se han
asociado con la transferencia de embriones, indicando que no hay
contaminacion importante de patégenos asociado con los embriones que se
haya identificado. Sin embargo, algunos patégenos parece que se adhieren mas
facilmente a los embriones PIV. Tales interacciones pueden diferir de un
patdgeno a otro, un ejemplo de las diferencias entre IVD y Embriones PIV es en

su interaccion con el virus de la fiebre aftosa (Thibier, 2011).

Thibier y Guérin (1993), describen una serie de riesgos en el proceso de producir
embriones PIV y en los que podrian participar los agentes infecciosos. Estos

riesgos estan relacionados con:
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- La hembra donante y el modo de recogida (matadero coleccion u évulo
pick-up) el proceso de maduracion

- Fertilizacion (la introduccién de semen)
- Co-cultura en el desarrollo in vitro
* Criopreservacion

- El Gltimo paso, la descongelacion y la transferencia

Actualmente se estan asociando los riesgos con productos de origen animal,
tales como la albumina de suero bovino. En general todos los productos de
origen animal son gradualmente eliminados y reemplazados por moléculas por
lo general de origen vegetal. Estas técnicas, debido a sus caracteristicas y
utilizacion, estan muy cerca a las condiciones naturales de fertilizacion y
gestacion. Sus términos de implementacién, marco normativo que es asociada
en particular con respecto al control la salud se han centrado principalmente en

la salud de los animales objetivo (Thibier y Nibart, 1992).

2.2.8. Criopreservacion de embriones
La criopreservacion tiene como objetivo el mantenimiento de la viabilidad y

funcionabilidad celular a temperaturas bajas (Avila et al, 2006).

La criopreservacion de embriones presenta numerosas ventajas, desde el punto
de vista biol6gico como comercial (Cabodevila). Entre ellas cabe destacar (Diaz,
2010):

o Permite reducir costos.

o Evita la dependencia de la actividad reproductiva ciclica y del estado
fisiolégico de los animales.

o Limita la deriva genética (cambios en las caracteristicas de una poblacion
debido a variacién en la frecuencia de los genes).

o Elimina las patologias que se asocian al mantenimiento de animales vivos.
o Hace posible la conservacion de razas o especies en riesgo de extincion

mediante la creacion de bancos de embriones y/o gametos congelados.
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En 1953 Smith, intenta congelar embriones en animales domeésticos, luego del
descubrimiento de la accion protectora del glicerol, demostrando que la
exposicién de embriones de animales domésticos a bajas temperaturas (-79°Cy
-1 96-C) no afecto el desarrollo de éstos (Roa, 1998)

La criobiologia se refiere a entender los efectos de las temperaturas bajas sobre
los sistemas celulares y el frio prolonga el tiempo biolégico puesto que en lentece

estas reacciones bioquimicas (Avila et al, 2006; Cabrera, 2006).

Pero es un proceso que puede inducir variaciones extremas en las propiedades
quimicas, térmicas y eléctricas las cuales pueden alterar las membranas
celulares, los organelos y la delicada interaccién célula- célula inherente en las

células y tejidos a criopreservar (Avila et al, 2006)

Estas dos ultimas diferencias condicionan el efecto de la criopreservacion sobre

ambos tipos de embriones (Martinez A. , 2006).

Los periodos criticos para la sobre vida celular durante la criopreservacion son
la fase inicial del congelamiento y el periodo de retorno a condiciones fisioldgicas
(Avila et al, 2006). A pesar de esto Vitale et al.,, en 1994 demostraron que el
embrion de bovino de calidad excelente puede tolerar 3 ciclos de congelamiento

y descongelamiento, y todavia mantener desarrollo in vitro (Barcelo, 2011).

Cuando las células son congeladas, se encuentran sometidas a un estrés
resultante de la interaccion agua-soluto y a la elevacion de la cristalizacion del
hielo. La cristalizacién induce la formacion de cavidades descongeladas de
solucién hiperosmotica, mientras que el enfriamiento progresa aproximadamente
a -50 °C (Cabrera, 2006)

La obtencion de un protocolo ideal para criopreservar es dependiente del
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas de la célula y o el tejido, puesto
gue este proceso esta afectado por diferentes variables como especie, tipo y

estadio de la célula a congelar (Avila et al, 2006).
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El éxito de la criopreservacion es inversamente correlacionado con la
complejidad de los sistemas bioldgicos congelados; criopreservar células suele

ser mas facil a diferencia de hacerlo en ciertos tejidos (Avila et al, 2006).

Ademas se debe recordar que los embriones producidos in vitro son mas
sensibles y por lo tanto mucho menos viables, después del proceso de
congelacion y descongelacion (Palma, 2001; Baez et al, 2010; Stinshoff, 2011).

Este transporte a través de las membranas es el punto critico para la
supervivencia celular pos descongelacion (Avila et al, 2006).

Por lo tanto, las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor dafio
en los procesos de congelacion en general debido a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos, la transicion de lipidos fluidos a sdlidos se da a una
temperatura de 10°C - 16°C alterando de esta manera las funciones de la
membrana y dandole un alto grado de fragilidad, durante la deshidratacién
celular que tiene lugar en el proceso de congelacién se puede presentar una
pérdida de lipidos lo cual afectaria la integridad de la membrana plasmatica por
pérdida de su capacidad de expansion durante la rehidratacién al volver a
condiciones isotonicas (Cabrera, 2006).

2.2.8.1. Fundamentos de criobiologia

Sea cual fuere el método empleado la criopreservacion involucra la exposicion
inicial de cualquier tipo celular al crioprotector, el congelamiento a temperaturas
por debajo de cero, el almacenamiento, el descongelamiento, y finalmente, la
remocion del crioprotector, con el retorno al ambiente fisiologico, lo que permitird
el desarrollo posterior. La condicion fundamental es que las células mantengan

su integridad estructural a lo largo de todo el procedimiento (Martinez A., 2006).

2.2.8.1.1. Transporte a través de las membranas durante la congelaciéon y
descongelacion
La bajas temperaturas mas el aumento de la rigidez de la membrana vy la rapidez

con la que suceden los cambios osmoticos en los procesos de congelacion y
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descongelaciéon hacen muy dificil el movimiento de moléculas a través de la
membrana mediante procesos de transporte activo (dependientes de ATP), la
disminucién de temperatura desde 25°C a 10°C reduce en un 60% la actividad
de las bombas dependientes de ATP y la difusion facilitada o como transporte,
en consecuencia, los procesos de difusion y 6smosis son los que predominan en

los momentos de estrés osmatico (Cabrera, 2006)

2.2.8.1.2. Agentes crioprotectores (ACP)
La inclusion de crioprotectores en los medios de congelacion mejora
notablemente la integridad estructural de las células, a pesar de la ligera

toxicidad de algunos de ellos (Cabrera, 2006)

El rol de los crioprotectores es proteger a la célula de la formacion de cristales y

de la alta concentracion de solutos (Martinez A., 2006).

Tabla 1. Tipos de compuestos crioprotectores (Barcelo F M, 2011).

Tipos Caracteristicas Ejemplos
Intracelulares v Glicerol
v Son de bajo Vv DMSO
peso molecular 4 Etilenglicol
4 Propilenglicol
Extracelulares v Son de alto v Sucrosa
peso molecular (son v Seroalbumina bovina (BSA)
azlcares y proteinas) Vv Acido hialurénico
v Son v Polivinilpirrolidona(PVP)
impermeables al v Hidrosietilo de almidon (HES)
embrién v Dextranos
v

1,2 propanadiol (PROH)
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4 Glucoproteinas de peces del

antartico (congelan a -2.5°C)

TABLA 2. Peso molecular de los principales crioprotectores (Barcelo F M,
2011).

Crioprotector Peso molecular
(gramos)

Etilenglicol (EG) 62.07
Propilenglicol (PG) 76.10
Dimetilsulfoxido (DMSO) 78.13
Glicerol 92.10

A diferencia de los espermatozoides, los embriones u ovocitos deben ser lavados
para eliminar algunos crioprotectores (glicerol, DMSO) diluyéndolos en una
solucion, para evitar “shock” osmatico, esto es, que el agua entre mas rapido al
embrién que lo que sale de soluto de su interior, lo que provoca hinchazon y

rompimiento de las células del embrién.

La remocion del crioprotector no es necesaria cuando se utiliza el etilenglicol o
el propilenglicol, debido a que no se presenta este problema de “shock” osmético.
El menor peso molecular de estas sustancias posiblemente tiene efecto benéfico
en su alta permeabilidad, lo que permite una rehidratacion directa en el medio en

que se encuentren (Barcelo, 2011).
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2.2.8.2. Métodos de criopreservacion

Hoy en dia, se dispone de tres técnicas para la conservacion de embriones: la
congelacion lenta (o clasica), la vitrificacion tradicional (en pajuela) y la
vitrificacién ultrarrapida. Aunque la criopreservacion de embriones producidos in
vitro se puede abordar por técnicas de congelacion lenta, algunos autores
sugieren que la vitrificacion es la herramienta de eleccion para estos embriones
(Diaz, 2010) lo que es muy discutible.

Estabilizacisn Congelamiento gradual

Seeding
0,3 — 0,6 °C/min

<— 2.500 — 20.000 °C/min

o
e
]
[
=3
=
E
G
-

15 25 20
Tiempo (minutos)

Adaptado de: Palma, Biotecnologia de la Reproduccion, INTA (Argentina), 2001

FIGURA 2. Curva de descenso de temperaturas vitrificacion y congelacion
lenta (Palma,2001)

2.2.8.2.1. Congelacion clasica.

Los embriones pueden ser conservados a -196°C utilizando el método de
congelacion estandar, la vitrificacion o el método de congelacion rapida. La
principal diferencia que tiene el método de congelacion estandar con respecto a
los otros es que en él, el descenso de temperatura se efectia de manera
controlada utilizando equipos programables

2.2.8.2.2. Desventajas de criopreservar los embriones
Existen estudios que compararon el efecto de la congelacion lenta con la

vitrificacion, ambos métodos sobre la morfologia y metabolismo del blastocisto
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bovino producido in vitro, observando disminucién en el consumo de glucosa,
piruvato y oxigeno en la congelacion lenta, ademéas de un incremento en la

actividad glucolitica, indicando un efecto de estrés (Vasquez, 2011)

Segun Barcelo, (2011):

o Requiere de un técnico capacitado y la maquina congeladora es de alto
costo
o Solamente embriones de alta calidad son apropiados para congelacion y

el resto de los otros embriones transferibles se descartan o transfieren sin
congelar, y
o Cerca del 5% de los embriones congelados-descongelados son

severamente dafados.

Existen muchos procedimientos para el congelamiento-descongelamiento de

embriones.

El método mas comunmente utilizado para congelar embriones de bovino ha sido
utilizando glicerol como crioprotector, pero en la actualidad ha estado siendo
reemplazado por otros crioprotectores como el etilenglicol (EG) y propilenglicol
(PG), que son igualmente efectivos pero mas practicos que el glicerol (Barcelo,
2011). Para criopreservar embriones los mejores resultados se obtienen es
estado de desarrollo de moérula compacta y joven blastocisto es decir entre 6 y
medio y 7 y medio dias de edad, los cuales son colectados por procedimientos
estandar. Se deben utilizar solamente embriones de buena a excelente calidad.
Si son embriones producidos in vitro, se debe utilizar blastocistos de 7 dias de
edad. La criopreservacion se debe realizar preferentemente de 3 a 5 horas de
recuperados los embriones. Todos los pasos se deben realizar a la temperatura
del cuarto (37°C)
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CAPITULO lIl: MATERIALES Y METODOS.

3.1. Materiales

3.1.1. Materiales Bioldgicos:

e 200 ovarios de vacas recuperados de matadero de Cholet — Francia.

e Pajillas de semen seleccionado
3.1.2. Materiales Fisicos:

e agujas calibre 18

e Equipo de bafio maria

e Jeringuillas

e Cajas Petri de todos los tamafios

e Cajas Petri cuadriculadas

e Cajas Petri de cuatro compartimentos

e Tubos de ensayo con tapa y desechables

¢ Incubadora de 2 gases

e OsmoOmetro

e Cinta pH

e tubos Corning

e centrifugaron

e sistema CASA (Hamilton THORN Biosciences).
e placa térmica

e vortex

e pipeta graduada

e equipo de Congelacion por Bafio de Alcohol HUBER HS40
e pajillas de 0.25ml (IMV, L’aigle, France)

e Nitrégeno Liquido

e aceite mineral
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3.1.3. Materiales Quimicos:

e Solucion PBS

e Solucién de NaCl 0.9 normal

e Medio TCM - 199 Sigma.

e Medio Ferti— TALP 1,2,y 3.

e BoviPureTopLayer®

e BoviPureBottomLayer®,

e Medio de cultivo clasico (SOF + BSA) segun Neira et al., (2010).
e Solucién 0.4% de PVP (Polivinilpirrolidone ® Sigma)

e Solucién 0.5 mg/ml de HA (Acido hialurénico)

e Solucion 0.4% de BSA (Albumina sérica bovina ® Sigma)
e Solucién 1.5M de GLY (Glicerol ® Sigma)

e Solucién 1.5M de ETY (Etilenglicol)

e Solucién 0.1M de SAC (Sacarosa ® Sigma)

e Medio de cultivo SOF + 0.5% BSF

3.2. Método
3.2.1. Ubicacion del trabajo

El presente proyecto se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia y Patologia
de la Reproduccién de la Escuela Nacional Veterinaria de Nantes ONIRIS —
Francia. @ Todos los embriones fueron producidos siguiendo protocolos
tradicionales y medios preparados en este laboratorio de acuerdo con los
procedimientos publicados por los cientificos de ONIRIS y convenios con
empresas privadas, con algunos ajustes en la metodologia realizados

recientemente.
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3.2.2. Caracteristica de la unidad de anélisis

Se usaron 6 medios de congelacion, en 3 repeticiones y 2 grupos de blastocistos
jovenes (7 y 8 dias) de acuerdo a la produccion de embriones in vitro (Tabla 3 y
4). En total se congelaron 176 embriones producidos totalmente in vitro bajo las
mismas condiciones descritas en la metodologia, de los cuales 85 embriones
fueron de 7 dias y 91 embriones fueron de 8 dias, luego de descongelados se
colocaron en un medio de cultivo homogéneo y se evalud la reactivacion del

desarrollo hasta las 72 horas pos-descongelacion.

Tabla 3. Embriones congelados en dia 7 de desarrollo.

MEDIO DE | NUMERO DE EMBRIONES | TOTAL
CONGELACION CONGELADOS
Rep 1 Rep 2 Rep 3

BSA - GLY 6 4 4 14
BSA-ETY 6 5 3 14
PVP — GLY 5 6 3 14
PVP - ETY 4 5 4 13

HA — GLY 5 7 4 16
HA-ET 5 5 5 15

TABLA 4. Embriones congelados en el dia 8 de desarrollo.

MEDIO DE | NUMERO DE EMBRIONES | TOTAL
CONGELACION CONGELADOS
Rep 1 Rep 2 Rep 3

BSA - GLY 4 6 6 16
BSA - ETY 4 6 6 16
PVP — GLY 3 4 5 12
PVP — ETY 3 6 8 17

HA — GLY 3 5 5 13
HA-ET 5 4 8 17
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3.2.3. Metodologia
3.2.3.1. Produccioén in vitro de embriones

3.2.3.1.1. Colecta de ovarios en matadero y aspiracion folicular

Fueron seleccionados los ovarios que contenian foliculos de entre 3 a 10 mm de
diametro, excluyendo ovarios con estructuras anormales como quistes
foliculares, etc.; y fueron colocados en botellas de PBS a 39°C, manteniendo
esta temperatura hasta llevarlas al laboratorio; los ovarios fueron lavados 2 veces
con la solucién de NaCl a 38,5°C, y luego se los mantuvo sumergidos en la
misma solucién a bafio maria mientras se procede a la puncion folicular. Se
aspiraron los foliculos con una aguja calibre 18 y una jeringuilla de 20ml y fue
depositado el contenido en tubos calentados a bafio maria, se aspiraron
alrededor de 18 ovarios por cada tubo evitando aspirar liquido con sangre. El
sedimento fue colocado en una caja Petri cuadriculada con 10 ml de medio de

lavado preparado y atemperado con anterioridad.

3.2.3.1.2. Busqueda y maduracion de ovocitos

Fueron seleccionados los COC’S (complejo ovocitocumulus) oscuros, intactos,
rodeados de células y que no estén aglutinados. La calidad de las envolturas
celulares que rodean el ovocito y la apariencia del citoplasma son los mejores
indicadores del potencial que éste posee para la maduracion y fertilizacion in
vitro (Neira J., 2011).

Luego fueron colocados en cajas de 4 compartimentos que contenian 2,5 ml de
medio de lavado en cada compartimento; se pasaron los ovocitos por cada
compartimento de tal forma que se vayan perdiendo los detritus proveniente de
la busqueda. Se aspiré varias veces el sedimento para obtener el mayor nimero
de COC’S.

Antes de la maduracion se previno una caja de 4 pocillos con 500 ul de medio
de maduracion en la incubadora de 2 gases, es ahi donde se colocaron los

COC’S en grupos de entre 50 a 90, antes de la maduracion fueron lavados por
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altima vez en el primer pocillo y puestos a madurar en el segundo pocillo por 24
horas en la misma incubadora cuya concentracion de CO? fue de 5% y 20% de
02; la osmolaridad de los medios utilizados fue de alrededor de 290mOsm, el
pH de 7.4 y la temperatura tanto a la que se procesaron como a la que se

cultivaron fue de 39°C. El proceso de maduracién fue de 24 horas.

3.1.1.4. Fecundacion

Para la capacitacion del semen se colocaron en la incubadora de dos gases 2
tubos Corning de 15 ml conteniendo el primero (T) 1 ml de BoviPureTopLayer®
y el segundo (B) 1 ml de BoviPureBottomLayer®, controlando que la tapa no esté
asegurada, esto cuando faltaba 1 hora para terminar la maduracion de los
ovocitos. Luego se coloco con cuidado y sobre la pared del tubo (B) el contenido
del tubo (T) para crear dos gradientes de concentracion, y fueron colocados en
el bafio maria. Una vez que se han cumplido las 24 horas de maduracion, se
verifico la expansion de los ovocitos; fueron aspirados y colocados en el medio
de lavado y posteriormente en el pocillo de fecundacion (250 ul) y estas cajas en
la incubadora hasta ser fertilizadas. Luego se descongelo la pajilla a 38°C por
30 segundos y se depositd el semen sobre la primera fraccion (T) del tubo con
las gradientes. Se centrifugaron a 300G por 20 minutos a 22°C, inmediatamente
se quitd el sobrenadante dejando el pellet de espermatozoides en
aproximadamente 100 ul, volviéndolo a agitar para re diluir. El nimero total de
espermatozoides, el porcentaje de movilidad y el nimero de espermatozoides
moviles fueron determinados por medio del sistema CASA (Hamilton THORN

Biosciences).

La concentracion final de espermatozoides para la fertilizacion fue entre 3 a 4

millones y cuya dilucion fue calculada por la siguiente formula:

% Mov mmm=) Porcentaje de espermatozoides moviles.
(% Mov. / 4) =X
CANT. MEDIO FERTI POR ANADIR = ( X.* 100) — 100 ul

53
MVZ. Edgar Mauricio Barba Caceres



%;,,JE
UNIVERSIDAD DE CUENCA ke

Para la inseminacion se colocé 250 ul de la dilucion de espermatozoides en los
pocillos con los ovocitos madurados, registrando siempre la hora de
inseminacion asi como realizando una verificacion visual; estas cajas fertilizadas

fueron colocadas en la incubadora de dos gases por 18 horas.

3.1.1.4. Cultivo de embriones

Se uso el medio de cultivo clasico ( SOF + BSA) usados en la cadena de
produccion de embriones in vitro de la Escuela Veterinaria de Nantes (Neira et
al, 2010; Moreno et al, 2004). Con anterioridad fueron incubadas las cajas de
cultivo con gotas de 30 ul, un total de 16 gotas por caja, en filas de 4; cubiertas
luego con 8 ml de aceite mineral e identificadas, también 2 tubos con 2 ml de
medio de lavado cada uno en bafio maria asi como dos cajas pequefas
atemperadas sobre la placa térmica; la una con 2 ml de medio de lavado y la otra
vacia. Cuando se cumplieron las 18 horas de fertilizacidn, fueron colocados los
supuestos embriones en el tubo con 2ml de medio de lavado y pasados por el
vortex por 2 minutos para quitarles las células del cumulus. Este contenido fue
vertido en la caja atemperada, afadimos los 2 ml del segundo tubo en el primero
y pasamos nuevamente al vortex unos segundos para recoger posibles
embriones en las paredes del tubo; enseguida se realiz6 la busqueda y seleccion
de los posibles embriones, fueron seleccionados los oscuros, homogéneos y
libres de células.

Los embriones seleccionados fueron depositados en la segunda caja con medio
de lavado y luego colocados en las cajas de cultivo en grupos de entre 20 a 29
embriones en la primera columna de gotas con una pipeta graduada a 70 ul. Se
realiz6 pasajes por la segunda y tercer gota y finalmente cultivados en la cuarta

gota con la pipeta graduada en 40 ul.

Posteriormente fueron verificados, registrando el ndmero y la hora. Es
importante no tardar mas de 40 min desde que se los saca del medio de
fertilizacion hasta ponerlos en cultivo. Las cajas fueron colocadas en la
incubadora de 3 gases (5% de 02, 5% CO2 y 90% N2)
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3.1.2. Congelacién de embriones

3.1.2.1. Preparacién de medios de congelacién y descongelacion.

Se usaron 3 macromoléculas fuentes de proteina:

v 0.4% de PVP (Polivinilpirrolidone ® Sigma)
4 0.5 mg/ml de HA (Acido hialurénico)
v 0.4% de BSA (Albumina sérica bovina ® Sigma)

Y fueron combinadas con 2 crioprotectores:

v 1.5M de GLY (Glicerol ® Sigma)
v 1.5M de ETY (Etilenglicol) (Ver TABLA 3).

Todos los medios usaron una solucion 0.1M de SAC (Sacarosa ® Sigma) como
amortiguador del crioprotector. Como medios de descongelacién fueron
preparados 3 medios de descongelacion usando las 3 macromoléculas (PVP,
HA y BSA) y combinadas con una solucion 0.25M de SAC. Todos los medios
fueron guardados a 4°C hasta su uso.

TABLA 5. Esquema de la composicion de los medios utilizados.

MEDIO MOLECULA DE PRUEBA CRIOPROTECTOR
1 1.5M Glicerol
2 0.4% BSA 1.5M Etllenglicol
3 1.5M Glicerol
4 0.4% PVP (polivinilpirrolidone) 1.5M Etilenglicol
5 1.5M Glicerol
6 0,5mg/ml AcidoHialurénico 1.5M Etilenglicol

4.1.2.2. Proceso de congelacion de embriones
Se utilizé un equipo de Congelacion por Bafo de Alcohol HUBER HS40. Antes
del proceso se prepar6 varias cajas atemperadas de 4 pocillos con medio de

lavado, asi mismo se preparo una caja identificada con los medios SAC 0.25M
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que seran los que vayan en los extremos de las pajillas. En una caja Petri
pequefia identificada correctamente se colocé una gota del medio SAC 0.1M +

proteina + Crioprotector, y estas a su vez sobre la placa térmica a 39°C.

Una vez identificadas las pajillas de 0.25ml (IMV, L’aigle, France) y sus tapones,
fueron atemperadas; se procedi6 a la seleccién de los embriones congelables,
blastocistos jévenes y blastocistos no expandidos, que tengan estructura
homogénea, con membrana integra (no rotos ni deformes) colocandolos en el
medio de lavado y pasandolos 3 veces. Los embriones fueron colocados en la
gota de 50 ul que contiene el crioprotector por 10 minutos para lograr su
deshidratacion, luego se procedié a cargar la pajilla con solucion SAC 0.25M +
proteina, Aire, la gota conteniendo el embrién, Aire y solucion SAC 0.25M +

proteina como indica la Figura 3 y Tabla 6.

FIGURA 3. Esquema de las partes de una pajilla.

Tapdn algoddn Aire Aire Sellado

1 t 1

Soluciin extractora del Embndn en solucion  Solucidon extraciora del
crioprotector con crioprotectores crioprotector

TABLA 6. Esquema de las partes de una pajilla, medios y su composicion.

Medio de M. de congelacion + Medio de
descongelacion embrién descongelaciéon
SOF + 0.1M sacarosa + SOF + 0,25M
SOF + 0,25M sacarosa molécula+ 1,5M ETY 0 Sacarosa +
+ molécula 1.5M GLY molécula

*ETY=Etilenglicol / GLY=Glicerol
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Una vez tapadas las pajillas se verifico rapidamente que los embriones estén en
la pajilla, deberdn haber transcurrido alrededor de 20 minutos desde que el
embridn entro en contacto con el crioprotector.

Luego se coloco las pajillas en el equipo de congelacion por 5 a 10 minutos a —
7°C; inmediatamente se realiz6 el SEEDING para acelerar la congelacion, esto
con algodon sumergido en nitrogeno liquido, observando como avanza la
congelacion atravez de las pajillas; debieron pasar entre 5 a 10 min luego del
Seeding y para luego iniciar el descenso de temperatura hasta a —30 a —-35°C, a
una velocidad de 0.3 a 0.5°C/ min, tardaron alrededor de 75 a 80 minutos, y luego

las pajillas se colocaron directamente en Nitrégeno Liquido a —196°C.

3.1.2.3. Descongelacion, cultivo y evaluacién de embriones.

Previa a la descongelacion se atempero una caja con gotas de 50 ul de medio
de lavado, asi mismo se previno cajas de cultivo con microgotas de 30ul de
medio de cultivo SOF + 0.5% BSF sumergidas en aceite mineral. Las pajillas
fueron sacadas del nitrdgeno y se mantuvieron a temperatura ambiental (25 °C)
por 30 segundos, mientras debieron ser secadas y registradas para luego ser
sumergidas en bafio maria a 30 °C por 30 a 45 segundos, inmediatamente se
las seco y agito firmemente para lograr la mezcla de las partes internas de la
pajilla, se vacio el contenido en una caja Petri atemperada previamente y
esperamos 3 minutos para la estabilizacion de los embriones, una vez buscados
e identificados los embriones se los registro el numero de embriones
descongelados, deformes o rotos e intactos, luego se los coloco en la gota de
medio de lavado por unos segundos y finalmente se los paso a las cajas de
cultivo con Medio SOF + Suero Fetal Bovino (SFB) 5%, debieron ser lavados en

las primeras 3 gotas y puestos a cultivar en la cuarta gota.

La primera observacion se la realizo cuando se inicia el cultivo, se registraron
embriones con alteraciones en la membrana (rotos), ademas de manera
subjetiva se pudo comparar la velocidad de re-expansion de los embriones.
Luego fueron evaluados a las 24, 48 y 72 horas; se registraron embriones

expandidos y no expandidos asi como eclosionados y no eclosionados.
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3.2. Andlisis estadistico

Los resultados de la evaluacion se recogieron en hojas de campo y fueron
tabulados en una base de datos para luego ser analizados mediante el programa
estadistico SPSS 20 msi.

Los resultados fueron evaluados por comparacion de porcentajes de las

variables; ademas de un andlisis de Chi Cuadrado (Chi 2).

3.2.1. Variables Analizadas

Las variables son de caracter no paramétricas independientes, se analizan las

siguientes variables:

o Tasa de embriones con integridad de la membrana

o Tasa de sobrevida pos descongelacion y cultivo in vitro durante 24h, 48h
y 72h.

o Numero de embriones viables y transferibles después de 24h de cultivo in
vitro.

o 3.2.2. Disefio experimental y pruebas estadisticas.

Para esta investigacion se utilizé un Disefio Bloques al Azar (DBA) con arreglo
factorial 2x3. Se comprobaron diferencias significativas entre los tres grupos con
un Analisis de Chi cuadrado (Chi 2).
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CAPITULO VI: RESULTADOS
4.1. Integridad de la Membrana

Independientemente del tratamiento, el 90,6% de los embriones de 7 dias (n=85)
que fueron descongelados tuvieron la membrana plasmatica intacta y dicho
porcentaje no vario en las tres evaluaciones practicadas durante 72 horas luego
de la descongelacion. La integridad de la membrana plasmatica fue similar entre
crioprotectores suplementados con proteinas sintéticas, no obstante, la adicion
de albumina sérica bovina aumento el nUmero de embriones de 7 dias con la
membrana plasmatica intacta en ambos crioprotectores, pero esta diferencia
solo fue significativa con la combinacion de etilenglicol mas acido hialurénico (ver
tabla 7).

TABLA 7. Efecto de la suplementacion proteica en el crioprotector sobre la
integridad de la membrana plasmatica (porcentaje y recuento) de embriones
bovinos de 7 dias, evaluados a las 24, 48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacien OLY-  GLY-  GLY- ETY- ETY- ETY- (g5
PVP HA BSA PVP HA BSA
(n=14) (n=16) (n=14) (n=12) (n=15) (n=14)

24 horas

% 100,02 93,8ab 100,02 83,32P 66,7P 100,02 90,6
() (14) (15) (14) (10) (10) (14) (77)
48 horas

% 100,02 93,8ab 100,02 83,32P 66,7P 100,02 90,6
() (14) (15) (14) (10) (10) (14) (77)
72 horas

% 100,02 93,8ab 100,02 83,32P 66,7P 100,02 90,6
() (14) (15) (14) (10) (10) (14) (77)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado

En cuanto al analisis de la integridad de la membrana de los embriones de 8 dias
no se encuentran diferencias significativas entre los tratamientos con sustitutos

sintéticos y los que contienen albumina sérica bovina. (Ver Tabla 8)
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TABLA 8.Efecto de la suplementacién proteica en el crioprotector sobre la
integridad de la membrana plasmatica (porcentaje y recuento) de embriones
bovinos de 8 dias, evaluados a las 24, 48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacion ~ GLY- GLy- GLY- ETY e cen (n=91)
PVP HA BSA PVP HA BSA
(n=12) (n=13) (n=16) (n=17) (n=17) (n=16)
202 hOI’aS 91,7 a 84,6 a 93,8 a 94,1 a 88,2 a 93’8 a 91,2
o (11) (11) (15) (16) (15) (15) (83)
323 horas 917a 8462 9382 9412 882a 9382 91,2
o (11) (1) (5 (18 (15 (15  (83)
70/20 horas 9172 8462 9382 941a 8822 9382 91,2
0 (11) 11) (15  (16) (15  (15) (83)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado

4.2. Re-expansion

En cualquiera de los tratamientos el tiempo de incubacion no afecto la expansion
de los embriones de 7 dias luego de la descongelacion. La combinacion de
etilenglicol con acido hialurénico o con albumina sérica bovina tuvieron los
porcentajes de re-expansibn embrionaria mas bajos y mas altos
respectivamente, y solamente entre estos tratamientos la diferencia fue

significativa (ver tabla 9).

TABLA 9. Efecto de la suplementacion proteica en el crioprotector sobre la re-
expansién (porcentaje y recuento) de embriones de 7 dias, evaluados a las 24,
48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacion GLY-  GLY- GLY- ETY- ETY- ETY- (o gs
PVP HA BSA PVP HA BSA

(n=14) (n=16) (n=14) (n=12) (n=15) (n=14)

24horas ~ 28,62b 375ab 357ab 333ab 133b 50,02 329
% (4) (6) ©) (8) (13) (7)  (28/85)
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(n)

johoras  pggab 375ab 357ab 333a0 1330 5002 329
n) 4) (6) (9) (8) (13) (7)  (28/85)
72 horas

% 28,6ab 37,5ab 357ab 333ab 133b 500a 329
(n (4) (6) (9) (8) (13) (r)  (28/85)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado

En cuanto a la re-expansion de los embriones de 8 dias no se encuentran

diferencias significativas entre los tratamientos (ver tabla 10).

TABLA 10. Efecto de la suplementacion proteica en el crioprotector sobre la re-
expansion (porcentaje y recuento) de embriones bovinos de 8 dias, evaluados
alas 24, 48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacion  GLY- GLY- GLY- ETY- ETY- AN (n=91)
PVP HA BSA  PVP HA BSA
(n=12) (n=13) (n=16) (n=17) (n=17) (n=16)
20;:.) horas 4172 3082 563a 412a 294a 3752 39,6
. @m ©® O @) @12 (10 (3661
308 horas 4172 3082 56,32 4122 294a 375a 39,6
) 7) ©) % (10) (12) (10)  (36/91)
70/20 horas 4172 3082 56,32 4122 294a 375a 39,6
o (7) (9) (7) (10) (12) (10) (36/91)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado

4.3. Eclosién

El tiempo de cultivo tampoco afecto el nimero de embriones de 7 dias que
eclosionaron. Asimismo, el glicerol mas albumina sérica bovina fue el tratamiento
gque mayor numero de blastocistos eclosionados produjo, siendo la diferencia

significativa con 4 de los 5 tratamientos restantes (ver tabla 11 y 12).
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TABLA 11. Efecto de la suplementacion proteica en el crioprotector sobre la
eclosion (porcentaje y recuento) de embriones de 7 dias, evaluados a las 24,
48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacion GLY-  GLY- GLY- ETY- ETY- ETY- (nZgs)

PVP HA BSA PVP HA BSA
(n=14) (n=16) (n=14) (n=12) (n=15) (n=14)

24 horas

No

OEA)C'OS'O”O 92,92 81,3ab 500b 91,72 933a 9292 835
") (13) (13) (7 (11) (14) (13) (71)
Eclosiond

% 712 188ab 500b 832 672 718 165
(n) (1) 3) Q) (1) (1) 1) (14)
48 horas

No

OEA)C'OS'O”O 92,92 81,3ab 500b 91,72 933a 9292 835
") (13) (13) (7 (11) (14) (13) (71)
Eclosiond

% 712 188ab 500b 83a 672 71a 165
(n) (1) 3) (M (1) 1) 1) (14)
72 horas

No

OEA)C'OS'O”O 92,92 81,3ab 500b 91,72 933a 9292 835
") (13) (13) (7 (11) (14) (13) (71)
Eclosiond

% 712 188ab 500b 83a 672 71a 165
(n) 1) (3) (7) 1) (1) (1) (14)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado
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TABLA 12. Efecto de la suplementacion proteica en el crioprotector sobre la
eclosion (porcentaje y recuento) de embriones bovinos de 8 dias, evaluados a
las 24, 48 y 72 horas de la descongelacion.

Tiempo de Tratamientos Total
evaluacion GLY-  GLY- GLY- ETY- ETY- ETY- (nZgs)

PVP HA BSA PVP HA BSA
(n=14) (n=16) (n=14) (n=12) (n=15) (n=14)

24 horas

No

OEA)C'OS'O”O 7502 8462 8132 941a 941a 8132 857
") 9) (11) (13) (16) (16) (13) (78)
Eclosioné

% 2502 1542 1882 59a  59a 1882 143
(n) (3) (2) (3) (1) (1) (3) (13)
48 horas

No

OE/C'OS'O”O 7502 8462 81,32 9412 8242 6882 813
(r(:) 9) (11) (13) (16) (14) (11) (74)
Eclosioné

% 2502 1542 1882 59a 1762 3132 187
(n) (3) (2) (3) (1) (3) (5) 17
72 horas

No

OE/C'OS'O”O 7502 769a 7502 941a 824a 6882 791
(r(:) 9) (10) (12) (16) (14) (11) (72)
Eclosioné

% 2502 2312 2502 59a 1762 3132 209
(n) (3) (3) (4) (1) (3) (5) (19)

Letras diferentes en cada linea indican diferencias significativas (P < 0.05) segun
la prueba de Chi-cuadrado
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CAPITULO V: DISCUCION

5.1. Discusion

Actualmente se busca producir embriones in vitro remplazando los medios
primitivos (suplementados frecuentemente con suero) (Neira et al, 2010) por
medios de cultivo quimicamente definidos (sintéticos) y libres de suero (Mucci N,
2003; Mucci et al, 2006; Moreno et al, 2004; Inaba, 2010; Palomares N, 2004,
Nowshari y Brem, 2000; Momozawa y Fukuda, 2011) en los cuales cada uno de
sus componentes pudiera ser estudiado en funcion del efecto que genera sobre
el desarrollo embrionario, su sobrevivencia pos-criopreservacion, la tasa de
gestacion y el porcentaje de crias viables. (Mucci et al, 2006). Las razones
practicas por las que se usan medios definidos son porque estos son
reproducibles en diferentes momentos, en laboratorios diferentes, que pueden
variar de una manera controlada, y estdn libres de actividad biologica
desconocida tales como enzimas y factores de crecimiento que pueden afectar
a las respuestas estudiadas (Coté, 2007; Block et al, 2010; Mucci et al, 2006;
Martinez et al, 1998).

Entre los estudios de medios de cultivo Stojkovic et al (1992) logra 31% de
embriones viables de 7 dias (n=2012) luego de cultivados en medio clasico de
SOF + BSA,; 35.6% de embriones viables y 38.2 % de embriones viables de 7 y
8 dias respectivamente para embriones cultivados en medio SOF + HA
(Thompson et al, 1998). Block et al (2009) realizo vitrificacion de embriones con
un medio con diferentes cantidades de HA obteniendo 38.9% de re expansion y
8.4% de eclosion a las 24 h de cultivo cuando se utiliza 0.5 mg/ml de HA (Block,
2010). Otros estudios por lo contrario reportan aumentos significativos en el
rendimiento del blastocisto cuando al medio de cultivo se reemplaza el BSA por
1 mg/ml de &cido hialurénico (Furnus y Martinez, 1998)

El uso de polimeros sintéticos, como el alcohol polivinilico y la polivinilpirrolidona,
es frecuente desde hace varios afios en la produccion in vitro de embriones
(Naitana et al, 1997;Gardner y Lane, 1998; Momozawa y Fukuda, 2011).Estos
compuestos han demostrado proveer una buena actividad surfactante, similar a
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la albumina, aunque se ha encontrado una menor tasa de produccion de
embriones y diferencias metabdlicas importantes entre embriones cultivados con
0 sin estos componentes (Thompson, 2000; Orsi y Leese, 2004)

Existen estudios anteriores en los cuales el medio de cultivo clasico es
comparado con medios sin BSA y que en su lugar utilizan sustitutos sintéticos
tales como acido hialurénico (Block et al, 2010; Furnus y Martinez, 1998;
Martinez et al, 1998) o polivinilpirrolidone (Moreno et al, 2004) y cuyos embriones
son evaluados en su desarrollo y viabilidad; sin embargo las tasas de blastocistos
y eclosionados aun no han podido asemejarse a los producidos en medios
clasicos con BSA, incluso algunos autores aseguran que la omision del suero en
el medio de cultivo puede significar problemas en la crio tolerancia de los

embriones (Rizos et al, 2003).

Pero las investigaciones no solo se centran en los medios de cultivo, también los
medios de maduracion (Restrepo y Vasquez, 2009) son estudiados
constantemente buscando reemplazar la BSA de uso convencional por
moléculas sintéticas teniendo resultados muy alentadores (Momozawa Yy
Fukuda, 2011; Restrepo y Vasquez, 2009). Estudios como el de Joly et al, (1992)
reportaron diferencias no significativas entre embriones ovinos y de ratones;
congelados con medio con BSA 'y con 1 mg / ml de HA obteniendo 75% de

sobrevivencia.

Por otra parte existen estudios que analizaron el efecto de la congelacién lenta
sobre la morfologia y metabolismo del blastocisto bovino producido in vitro, se
observé un efecto de estrés (Vasquez, 2011) por lo que al sustituir el BSA por
PVP o HA y al no tener investigaciones previas de referencia que utilicen
congelacion lenta y al mismo tiempo omitan del uso de BSA usando mas bien un
sustituto sintético se podria esperar tasas de supervivencia minimas, sin
embargo las tasas de viabilidad logradas en esta investigacion (n=177) de 66.7%
en embriones de 8 dias congelados con medio con glicerol + PVP; 56.3% en
embriones de 7 dias congelados con glicerol + HA resultan muy alentadoras,

tomando en cuenta la fragilidad de los embriones al ser sometidos a
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criopreservacion. Asi mismo se obtuvo tasas de eclosion con diferencias
estadisticamente no significativas (P>0,05) para embriones congelados a los 7
dias. A pesar de los lograr sobrevivencia de los embriones congelados en medios
totalmente sintéticos no se logré alcanzar la eficiencia de los medios de
congelacion que usan BSA, cuya causa principalmente se debe a la gran
actividad surfactante que posee asi como la composicion aun desconocida la
cual podria estar afectando el desarrollo de los embriones por lo que resulta
importante mejorar el medio de congelacion hasta niveles aceptables
comparados con los resultados de los medios de congelacion clasicos.
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CAPITULO VI: CONCLUCIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

o Es posible sustituir los productos biolégicos animales en los medios de
congelacién por moléculas sintéticas (en el caso de Acido Hialurénico y
Polivinilpirrolidone), convirtiéendose en una manera eficaz de garantizar mayor

control sanitario en todos los procesos.

° Con la excepcion de algunas comparaciones concretas entre
tratamientos, en general la adicion de proteinas de origen animal a los
crioprotectores usados no represent6 una ventaja sobre la combinaciéon de estos
con proteinas sintéticas.

o El uso de proteinas sintéticas en los medios de congelacion puede ser
una alternativa efectiva para mantener los medios de congelacion quimicamente
definidos y de evitar los riesgos sanitarios que implica el uso de productos de

origen animal.

4.2. Recomendaciones

o Los nuevos estudios abren la posibilidad de conseguir medios totalmente
sintéticos, libres de moléculas biolégicas y riesgos sanitarios; sin embargo
resulta importante determinar la viabilidad de estos embriones al ser transferidos
de manera directa.

o Resultaria importante investigar los mismos medios sintéticos con
diferentes cantidades, ademas de usar nuevos métodos de evaluacion de los
embriones, menos subjetivos al criterio personal.

o Cada uno de los procesos de produccion in vitro de embriones es
importante y esencial; descuidar cualquiera de ellos repercute en la tasa final de
produccion. Es por esto que, el técnico o investigador debe estar en constante

entrenamiento permitiendo incluso tener criterios sobre el proceso y mejorarlo.
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ANEXO 1. Tabla de resultados de embriones de 7 dias evaluados a las 24,48 y 72 horas.

TOTAL
Total Emb. | Perdidas 24 h 48 h 72 h EMBRIONES
NO NO NO
MEDIO DE CONGELACION | Congelados | pos-des Expandidos | Expandidos | Eclosionados | Expandidos | Expandidos | Eclosionados | Expandidos | Expandidos | Eclosionados VIABLES
(n) Congelacién | (n) (%) | () (%) | (n) (%) n %) | ) (B | () (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Glicerol + PVP 14 0 9 64,3 4 28,6 1 71 9 64,3 4 28,6 1 71 9 64,3 4 28,6 1 71 5 357
Glicerol + Ac. Hyaluronico 16 1 6 37,5 6 375 3 18,8 6 37,5 5 313 4 25,0 6 37,5 5 313 4 25,0 9 56,3
Glicerol + BSA 14 0 2 14,3 5 357 7 50,0 2 143 5 357 7 50,0 2 143 5 357 7 50,0 12 85,7
Etilenglicol + PVP 13 2 7 53,8 3 231 1 7,6923 7 53,8 3 231 1 77 7 53,8 3 231 1 77 4 30,8
Etilenglicol + Ac.
Hyaluronico 15 5 7 46,7 2 13,3 1 6,7 7 46,7 2 13,3 1 6,7 7 46,7 2 13,3 1 6,7 3 20,0
Etilenglicol + BSA 14 0 6 429 7 50,0 1 71 6 429 7 50 1 71 6 429 7 50,0 1 71 8 57,1
TOTAL 86 8
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ANEXO 2. Tabla de resultados de embriones de 8 dias evaluados a las 24,48 y 72 horas.

TOTAL
Total Emb. | Perdidas 24 h 48 h 72 h EMBRIONES
NO Expandido NO NO
MEDIO DE CONGELACION | Congelados | pos-des Expandidos s Eclosionados Expandidos | Expandidos | Eclosionados | Expandidos | Expandidos | Eclosionados VIABLES

(n) Congelacion | (n) (%) | () (%) | (n) (%) m % | % [0 @ [0 %) [0 % |0 (%) (n) (%)

Glicerol + PVP 12 1 3 250 5 417 3 25,0 3 250 5 417 3 250 | 3 250 5 417 3 250 8 66,7

Glicerol + Ac. Hyaluronico 13 2 5 38,5 4 308 2 15,4 4 30,8 5 38,5 2 15,4 4 30,8 4 30,8 3 23,1 7 53,8

Glicerol + BSA 16 1 3 188 9 53 3 18,8 3 188 9 563 3 188 | 3 188 8 500 4 250 12 75,0

Etilenglicol + PVP 17 1 8 471 7 412 1 5,8824 8 471 7 412 1 59 8 471 7 42 1 5,9 8 47,1

Etilenglicol + Ac. Hyaluronico 17 2 9 529 5 24 1 59 7 42 5 294 3 176 | 7 412 5 294 3 17,6 8 47,1

Etilenglicol + BSA 16 1 6 375 6 375 3 18,8 6 375 4 25 5 3136 335 4 250 5 313 9 56,3
TOTAL 91 8
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