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RESUMEN

La produccion de embriones bovinos se practica en todo el mundo para fines comerciales y de
investigacion. Una de las principales preocupaciones es el impacto de los sistemas de produccion
in vitro (PIV) sobre la calidad del embrion y su criotolerancia. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de diferentes sistemas de cultivo sobre la produccién y calidad antes y después de
la vitrificacion de blastocistos bovinos PIV, utilizando el medio de fluido oviductal sintético
modificado (mSOFaaci) suplementado con alcohol-polivinilico (PVA), albdmina sérica bovina
(BSA) libre de acidos grasos y suero fetal bovino (FCS). En el primer experimento se valoré el
desarrollo, indice de apoptosis, contenido lipidico y ultraestructura de blastocistos bovinos. Para
ello, se colectaron ovarios de hembras sacrificadas en matadero, los complejos cumulus-ovocito
(COC’s) fueron madurados, fecundados y luego los embriones se cultivaron in vitro en los
diferentes sistemas: mSOFaaci + PVA (0,1mg/mL) desde el dia 1 (D1) al dia (D8), mSOFaaci +
BSA (6mg/mL) desde el D1 al D8, mSOFaaci + BSA + 5% FCS desde el dia 6 (D6) al D8 y
mSOFaaci + BSA (6mg/mL) + 1% FCS desde el D1 al D8. Los porcentajes de blastocistos de D8,
fueron més altos (P<0,05) en el grupo de BSA (23,4%) BSA + 5% FCS (20,6%) y PVA (20%),
que en BSA + 1% FCS (13,9%). El contenido lipidico, nimero de blastomeras e indice de
apoptosis aumenta con la presencia de suero en el medio de cultivo. Los cortes semifinos y
ultrafinos de los blastocistos frescos no mostraron alteraciones ultraestructurales. En el segundo
experimento, los blastocistos y blastocistos expandidos PIV del grupo PVA y BSA, fueron
vitrificados en fibreplug. No se observaron diferencias significativas en las tasas de re-expansion a
las 2, 24 y 48 h post-vitrificacion, mientras que el indice de apoptosis mas bajo (14,7%; P<0,05)
correspondio al grupo de blastocistos expandidos cultivados con PVA, valorado a las 2 h después
del calentamiento. A nivel ultraestructural, independientemente del estadio y sistema de cultivo
(PVA o BSA), se evidencio alteracion de las mitocondrias, ausencia de microvellosidades (MV) y
aparicion de restos celulares en el citoplasma. En el tercer experimento, se evalud la adicion de 50
ng del factor de crecimiento epidermal (EGF) en el protocolo de calentamiento, lo que no produjo
ningun efecto sobre la re-expansion y calidad de los blastocistos y blastocistos expandidos del
grupo PVA, durante las primeras 24 h post-cultivo. En conclusion, el sistema de cultivo con PVA
es capaz de soportar el desarrollo de los embriones bovinos mestizos. El sistema libre de suero que
se empled para producir embriones bovinos in vitro debe seguir perfeccionandose para ser
empleado en la criopreservacion y cubrir los requerimientos y la demanda a gran escala.

Palabras clave: blastocistos, bovino, PIV, vitrificacion, ultraestructura.
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ABSTRACT

Bovine embryo production is practice worldwide for research and commercial purposes. A major
concern of embryo suppliers is the impact of in vitro production (IVP) systems on embryo quality
and its cryotolerance. The aim of the current study was to evaluate the effect of different culture
systems on production and quality before and after vitrification of bovine blastocysts IVP, using
the modified synthetic oviduct fluid medium (mSOFaaci) supplemented with polyvinyl-alcohol
(PVA), fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) and fetal calf serum (FCS). Experiment 1
assessed the development, apoptosis index, lipid content and ultrastructure of bovine blastocysts.
Ovaries were obtained from commercial abattoir. Bovine cumulus-oocyte complexes (COC’s)
were matured, fertilized and were cultured in in vitro culture medium in different systems:
mSOFaaci + PVA (0.1 mg/mL) from day 1 (D1) to day 8 (D8), mSOFaa + BSA (6 mg/mL) from
D1 to D8 and mSOFaa + BSA (6mg/mL) + 5% FBS from D6 to D8. The blastocysts yield at D8
was higher (P<0,05) in the BSA (23,4%) BSA + 5% FCS (20,6%) and PVA (20%), than in BSA
+ 1% FCS (13,9%). The lipid content, total number of cells and apoptotic index increased in the
presence of serum in in vitro culture medium. The semithin and ultrathin sections of fresh
blastocysts showed normal morphology. In experiment 2, PIV early and expanded blastocyst of
PVA and BSA group were vitrified in fibreplug. No significant differences in the re-expansion
rates at 2, 24 y 48 hours post-culture, whereas the lowest apoptotic index (14.7%, P <0.05)
corresponDE to the group of expanded blastocysts cultured with PVA, at 2 hours after thawing.
The ultrastructural lesions found, independently of stage of development and system of culture
(PVA and BSA) for fibreplug-vitrified blastocysts were similar, that affect the mitochondria
structure, absence of microvilli (MV) and the appearance of cell debris at cytoplasm. In
experiment 3, we evaluated the addition of 50 ng of epidermal growth factor (EGF) in the
warming protocol, which no effect on the re-expansion rate and quality of early and expanded
blastocysts in PVA group, during the first 24 hours post-culture. In conclusion, the culture system
with PVA is capable of supporting of the crossbred embryos development. The serum-free
system used in this work to produce in vitro bovine embryos should be further improved for use
in cryopreservation and meet the requirements and demand at a large-scale.

Keywords: blastocysts, bovine, IVP, vitrification, ultrastructure.
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INTRODUCCION




La industria ganadera moderna es el resultado del esfuerzo pionero de dos grupos: los
cientificos, quienes inicialmente desarrollaron los procedimientos y técnicas de PIV,
manipulacion y transferencia embrionaria, y por el otro lado, las casa comerciales, quienes
modificaron estas tecnologias para hacerlas practicas y disponibles a la industria bovina y
luego a otras especies de interés zootécnico (Hasler, 2014). La produccion de embriones
bovinos in vitro se aplica hoy en dia, no sélo en investigacion y como modelo para otras
especies (humana), sino para obtener descendencia a partir de vacas de alto valor genético;
también es util para un ultimo aprovechamiento de hembras sacrificadas por motivos

sanitarios, accidentes o reposicion (Van Langendonckt et al., 1997).

Desde el nacimiento del primer ternero producto de la transferencia embrionaria de origen
in vitro (Brackett et al., 1982), se han obtenido grandes avances en el desarrollo de los
sistemas de PIV, con nuevos conocimientos relacionados con el metabolismo vy
ultraestructura (zona pellcida y organelos citoplasmaticos) en el embrién preimplantacional
(Rizos et al., 2003; Urribarri-Rodriguez et al., 2012) que han permitido la introduccién de
notables mejoras en los métodos de cultivo. Tras superarse las dificultades iniciales en el
desarrollo de la técnica, hoy en dia muchos laboratorios producen embriones in vitro
(Machaty et al., 2012), aunque estos presentan una calidad mas baja que los obtenidos in

vivo (Lonergan et al., 2003).

Hasta la fecha, el mayor obstaculo asociado a la difusion de la tecnologia reproductiva in
vitro, es la falta de métodos eficaces para el conservacion de los embriones (Abdalla et al.,
2010; Sudano et al., 2011; Sudano et al., 2012). Los conocimientos actuales hacen posible
criopreservar con éxito el semen de numerosas especies domésticas de interés; sin embargo,
los ovocitos y embriones presentan mas problemas que los espermatozoides para sobrevivir
a estos procesos. En el caso de los ovocitos, la principal razén de este hecho es el tamafio
de la célula y su ratio superficie/volumen, mientras que en el caso de los embriones, los
porcentajes de supervivencia son enormemente variables, dependiendo de una gran
cantidad de factores como son el estadio de desarrollo, la especie, su origen (in vivo 0 in

vitro) o el sistema de criopreservacion seleccionado (Vajta y Kuwayama, 2006).



A pesar del progreso significativo en la criopreservacion de embriones mamiferos, muchos
de los eventos moleculares y bioquimicos en los que se basan estas tecnologias no son del
todo conocidos (Rizos et al., 2003). Las investigaciones mas recientes se centran en la
consecucion de embriones con mayor calidad. Sin embargo, ain en las condiciones mas
favorables, cuando se comparan las tasas de prefiez de transferencias de embriones frescos
contra los vitrificados/calentados se han obtenido solo éxitos limitados. Los indices de
gestacion tras la transferencia de embriones frescos PIV oscilan en torno al 50%, mientras
que estas cifras se reducen de forma brusca cuando los embriones han sido criopreservados
(Lonergan et al., 2003; Rizos et al., 2003).

En el caso del ganado bovino, la baja resistencia a la criopreservacion de los embriones
producidos in vitro (EPIV) (y practicamente nula de las moérulas), condiciona la difusion de
esta técnica. Los EPIV, son més susceptibles a los dafios causados por la criopreservacion
(Rizos et al., 2003). De acuerdo con Massip (2003), Lonergan et al. (2003), Mucci et al.
(2006), Pryor et al. (2011), la criopreservacion representa un desafio para los EPIV, capaz
de detectar diferencias en la calidad embrionaria a través de evaluaciones previas a la

transferencia embrionaria.

La causa de baja resistencia de los embriones a la criopreservacion viene dada por varios
factores, que incluyen la calidad, el estadio de desarrollo y la edad del embrién (Abdalla et
al., 2010) o bien, la acumulacién de lipidos en el citoplasma (Mucci et al., 2006b;
Takahashi et al., 2013). Aunque el papel de dichos lipidos no ha sido completamente
dilucidado, su retirada parcial o su desplazamiento mejoran la supervivencia de los EPIV a
los procesos de congelacidn/descongelacion (Diez et al., 2001). Se cree que su acumulacion
ocurre como resultado de la adicion de FCS en los medios de cultivo (Rizos et al., 2003;
Mucci et al.,, 2006; Barcelo-Fimbres y Seidel, 2007), o bien por anormalidades del

metabolismo energético del embrion (Barceld-Fimbres y Seidel, 2007).

Una via de reduccion de los lipidos embrionarios es la utilizacion de medios de cultivo que

no incluyen suero. Asi, su sustitucion por BSA o PVA da lugar a la obtencion de embriones



con menor cantidad de inclusiones lipidicas y de menor tamafio; los embriones asi

producidos sobreviven mejor a la criopreservacion (Abe et al., 2002; Gomez et al., 2008).

Rall y Fahy (1985) fueron los primeros en describir el protocolo de vitrificacion para
embriones mamiferos. La vitrificacion ha sido el método de eleccion en el caso de los
EPIV, puesto que es un método con buenos resultados de supervivencia, simple y ademés

no requiere equipamiento de congelacion controlada (Vajta et al., 1998, 2000).

Aunque hoy en dia, la criopreservacion de EPIV se aborda por técnicas de congelacion
lenta y por técnicas de vitrificacion, permitiendo esta Gltima mejorar la supervivencia
embrionaria tras el calentamiento (Martino et al., 1995; Vajta et al., 1998b; 2000; Yu et al.,
2010), ademéas de producir menor estrés metabolico en los embriones, dando lugar a
mejores tasas de desarrollo y mayores porcentajes de gestacion tras su transferencia a

hembras receptoras (Vieira et al., 2002).

No obstante, el dafio producido por la criopreservacion depende de factores como el tamafio
y la forma de las células, la permeabilidad de las membranas asi como de la calidad y
sensibilidad especificas de las blastomeras (Vajta y Kuwayama, 2006). Hasta ahora, son
pocos los trabajos publicados que determinen los efectos y las relaciones que puedan
establecerse entre los sistemas de cultivo, el nimero de células de los embriones (Leivas et
al., 2011) y su supervivencia a la criopreservacion en el caso de los EPIV en animales

mestizos.

Las estrategias actuales en el campo de la criopreservacion de EPIV, se orientan a: (1)
mejora de la calidad embrionaria mediante la utilizacién de aditivos durante el cultivo de
los embriones, o en las soluciones de vitrificacion; (2) optimizacion de los protocolos de
vitrificacion mediante el disefio de nuevos soportes que permitan la modificacion de la
relacion superficie de la célula/volumen de la solucion de vitrificacion, y con el fin de
lograr un incremento de las velocidades de enfriamiento y calentamiento (gradiente
térmico; Seidel, 2006), y (3) adicion de factores de crecimiento en el medio de cultivo

durante el periodo de calentamiento, por ejemplo, EGF, hormona de crecimiento (GH),



insulina, activina (Mtango et al., 2003), factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-I;
Makarevich et al., 2011) o péptidos de origen vegetal que van desde 4 a 10 aminoécidos,

Ilamados peptonas vegetales (George et al., 2006).

Surgen de esta forma métodos como el cryotip (Conaghan y Fischer, 2010), dispositivo de
vitrificacién por microfiltracion de membrana (MFMV; Matsunari et al. 2010), cryotop
(Kuwayama et al., 2005; Gutnisky et al., 2013), fibreplug (Dinnyés et al., 2000; Wang et
al., 2009; Beebe et al., 2011; Asgari et al., 2012; Trigal et al.,, 2012), o bien, la
modificacion de las pajuelas abiertas estiradas (open pulled straws, OPS) con el empleo de
un blogue de hielo sintético (De Leon et al., 2012), las microgotas envueltas en papel
aluminio y transferidas a tubos criogénicos (Ghanem et al., 2014), y més recientemente, el
uso del VitTrans, dispositivo disefiado para la transferencia directa de embriones bajo

condiciones de campo (Morat6 y Mogas, 2014).

El fibreplug, presenta dos ventajas comparado con el sistema tradicional de congelacion
lenta u OPS. Primero, no requiere de equipamientos o reactivos especiales, y es un método
considerado facil y de rapido manejo; segundo, el volumen de vitrificacion es muy bajo,
incrementando la velocidad de enfriamiento/calentamiento. Este método de vitrificacion ha
sido probado de forma exitosa con la prefiez de vacas a las que se les han transferido
embriones PIV (Trigal et al., 2012).

El desarrollo de estrategias para reducir el estrés asociado con la criopreservacion no sélo
se centra en la posibilidad de mejorar las condiciones de cultivo asociados a la calidad
embrionaria, sino en ofrecer sistemas de crioalmacenamiento que garanticen el desarrollo

embrionario post-calentamiento (Elnahas et al., 2010).

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, el objetivo general de este trabajo fue
evaluar el efecto de diferentes sistemas de cultivo sobre la producciéon, ultraestructura y
criotolerancia de blastocistos bovinos mestizos producidos in vitro. Para ello se plantearon

los siguientes objetivos especificos:



Comparar el efecto de diferentes sistemas de cultivo (mSOFaa + PVA, mSOFaa +
BSA y mSOFaa + BSA + FCS) sobre el desarrollo, indice de apoptosis, contenido
lipidico y ultraestructura de blastocistos bovinos producidos in vitro.

Valorar el efecto del proceso de vitrificacion sobre la tasa de supervivencia y
calidad de embriones bovinos vitrificados producidos in vitro.

. Analizar los efectos del proceso de vitrificacion sobre la ultraestructura de
blastocistos bovinos producidos in vitro.

Determinar el efecto de la adicion del EGF al medio de cultivo sobre la
supervivencia post-vitrificacion, e indice de apoptosis de blastocistos bovinos

producidos in vitro.
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1. PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES BOVINOS

La PIV de embriones bovinos permite la obtencion en el laboratorio de un gran nimero de
embriones en el mismo estadio de desarrollo que pueden utilizarse tanto para estudios
cientificos, como para fines comerciales (Pereira et al., 2005; Sagirkaya et al., 2007; Jeong
et al., 2009). La optimizacion de esta técnica ha requerido una profundizacion en los
conocimientos sobre los procesos de maduracion, fecundacion y cultivo in vitro (MIV-FIV-
ClV; Sirard et al., 2006). En la actualidad, la recuperacion de ovocitos de ovarios
reuperados en matadero o de hembras vivas por puncidn transvaginal guiada
ecograficamente (Ovum Pick-up) y su posterior CIV, permiten la produccién de embriones
que pueden ser criopreservados o bien transferidos a hembras receptoras (Pieterse et al.,
1991; Looney et al., 1994; Hasler et al., 1995; Donnay et al., 1996; Lazar et al., 2000;
Moore et al., 2007; Block et al., 2010).

Hoy en dia, son numerosos los equipos que trabajan en la PIV de embriones bovinos en el
mundo, estimando que existe una produccion anual que supera los 500 mil embriones que
van dirigidos a la trasferencia de embriones (Machaty et al., 2012). Como consecuencia,
existe una gran cantidad de trabajos de investigacién que van desde la evaluacion de
distintas condiciones y sistemas de cultivo hasta estudios ultraestructurales, tasas de
gestacion y porcentajes de nacimientos (Crosier et al., 2000; Vanroose et al., 2000; Rizos et
al., 2002; Bilby et al., 2006; Barceld-Fimbres y Seidel, 2007; Poehland et al., 2008; Neira
et al., 2010; Uhm et al., 2010; Rynkowska et al., 2011; Leivas et al., 2011; Urribarri-
Rodriguez et al., 2012).

El proceso comprende tres pasos fundamentales: maduracion in vitro de los ovocitos,
capacitacién de los espermatozoides y fecundacion in vitro de los ovocitos y el cultivo in

vitro de los cigotos obtenidos.

1.1. Maduracion in vitro

El objetivo de los sistemas de maduracion in vitro es conseguir en el laboratorio que el

ovocito siga los mismos cambios que sufre in vivo durante el periodo preovulatorio. En



1965, EdwarDE, demostro la capacidad de los ovocitos humanos para madurar in vitro
cuando eran aislados de los foliculos y cultivados en un medio apropiado. Los ovocitos
utilizados para la MIV pueden ser obtenidos a partir de hembras vivas o a partir de ovarios

de hembras sacrificadas en mataderos.

Las principales técnicas utilizadas para la obtencion de ovocitos son:

a) Diseccion de los foliculos (Staigmiller y Moor, 1984), esta técnica permite identificar los
foliculos no atrésicos. Diversos estudios han demostrado que el diametro folicular esta
relacionado con la capacidad del ovocito de madurar, ser fecundado y desarrollarse in vitro.
Yang et al. (1998), en su estudio sobre el control de la maduracion de ovocitos de vaca,
sugieren que la tasa de maduracion, division y desarrollo embrionario son
significativamente menores en los ovocitos provenientes de foliculos pequefios (<2 mm)

que los provenientes de foliculos medianos (2-5 mm) y grandes (5-8 mm).

b) Aspiracion de los foliculos, es el método mas utilizado por la rapidez del procedimiento,
ademas de permitir seleccionar los foliculos de tamafio concreto (Gordon, 1994).

¢) “Slicing” o tasajeo, permite obtener un gran nimero de ovocitos por ovario, pero al
provenir de foliculos de diversos tamafios y grados de atresia pueden tener una calidad muy

variable (Martino et al., 1995), por lo que se requiere una seleccion estricta de los ovocitos.

d) Técnica de puncién ovarica guiada por ultrasonografia u Ovum Pick-Up (siglas en
Inglés, OPU), es una técnica ampliamente utilizada como herramienta para estudiar la
dindmica folicular y registrar la capacidad de repeticion y la previsibilidad de ondas
foliculares. Ademas de su uso practico, la OPU ofrece un sistema excelente para estudiar la
maduracion del ovocito in vivo o0 in vitro recuperados bajo varias condiciones fisioldgicas
(Yang et al., 1998b).

Los ovarios recuperados en matadero contienen foliculos de diferente didmetro que
presentan en su interior ovocitos en diferentes fases de crecimiento. En la practica, se
utilizan ovocitos provenientes de foliculos de 3- 8 mm de diametro para la produccién

rutinaria de embriones (Yang et al., 1998b). La apariencia de los foliculos también puede



ser Gtil a la h de seleccionar los ovocitos mas viables para la MIV. Entre las caracteristicas
a tomar en cuenta estan el aspecto transltcido uniforme y una evidente vascularizacion. Los
foliculos atrésicos serdn los que presenten una apariencia opaca, grisicea y poca

vascularizacion (Gordon, 1994).

La seleccion de los ovocitos que se pondran a madurar es fundamental para la eficacia del
proceso. Dicha seleccidn se basa normalmente en criterios morfolégicos, en funcion del
tamanio y color del ovocito, el aspecto compacto, el nimero de capas de células del cumulus

y homogeneidad del citoplasma (Otoi et al., 1995).

Por otra parte, es importante considerar los medios y las condiciones en los que se llevan a
cabo la MIV. Por lo general, los medios de MIV comprenden desde soluciones fisioldgicas
simples, hasta medios complejos que contienen vitaminas, aminoacidos, purinas, entre
otros. Los medios mas ampliamente utilizados son medios complejos como Hams F10 y el
TCM199 (Hawk y Wall, 1994). La calidad del agua empleada en la preparacion de los
medios de cultivo es de suma importancia, resaltando el uso insustituible de agua de 18,2
megaohms (Palma, 2001).

En cuanto a las condiciones del cultivo, se debe tomar en cuenta varios aspectos:

-pH y osmolaridad

El pH debe oscilar entre 7,2 y 7,4, y el medio debe ser isoténico con relacion a
los fluidos naturales de los tejidos (Gordon, 1994). El rango 6ptimo de la osmolaridad debe
oscilar entre 285 y 320 mOsm/kg (Urdaneta, 2005). La medida de la osmolaridad es uno de
los controles de calidad imprescindibles en los laboratorios que producen sus propios

medios, a fin de evitar los errores de pesado y dilucion de los reactivos.
- Atmosfera

La atmosfera es importante para el funcionamiento fisiolégico normal de las células

y para mantener constante el pH del medio. Un 5% CO, en aire saturado de humedad,
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proporciona optimas condiciones para que los procesos de MIV y FIV tengan lugar en

condiciones adecuadas (Bavister y Rose-Hellenkant, 1992).

- Temperatura
Se debe mantener igual o aproximada a la temperatura corporal fisiologica de la

especie a la que pertenecen los ovocitos, 38,5 °C para los bovinos (Gordon, 1994).

- Suplementacion del medio

El FCS es la fuente proteica mas importante en los estudios sobre MIV en bovinos.
La adicion de suero al medio de maduracion previene el endurecimiento de la zona pelucida
y aumenta la capacidad de los ovocitos para ser fecundados y desarrollarse. El suero en la
MIV puede actuar via celulas del cumulus o directamente en el ovocito. Ademas de fuente
de proteinas, el suero también puede contener gonadotropinas: hormona foliculo
estimulante (FSH), hormona luteinizante (LH) y hormonas esteroideas (17 estradiol), asi
como un gran ndmero de factores de crecimiento, los cuales pueden tener un papel

importante en la regulacion de la maduracion ovocitaria (Eppig y Schroeder, 1986).

La presencia de FSH/LH en el medio de MIV, es necesaria como intermediaria de
esteroides y factores de crecimiento (Trounson, 1992). Aungue no incrementa la capacidad
de los ovocitos para alcanzar el estadio de metafase Il, si parece aumentar la capacidad del
complejo cumulus- ovocito para producir progesterona y testosterona en el cultivo. Por su
parte, el estradiol juega un papel importante en el desarrollo folicular, al sensibilizar las
células de la granulosa y estimular la proliferacion y diferenciacién. EI consenso general es
el de incluir el estradiol a 1pg/mL (Wiemer et al., 1991).

La suplementacion de los medios de maduracion con el EGF mejora las tasas de
maduracion nuclear y de division embrionaria (Rieger et al.,, 1998), asi como la
suplementacion con IGF-I promueve la maduracién in vitro e incrementa las tasas de
formacion de blastocistos (Palma et al., 1997) junto con el nimero de blastémeras (Byrne
et al., 2002). El medio de maduracion en presencia de EGF en combinacion con bajas
concentraciones de FSH o LH es capaz de reproducir el efecto inducido por altas
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concentraciones de gonadotropinas sobre el desarrollo embrionario, superando el efecto

inducido por cada una de las gonadotropinas (Harper y Brackett, 1993).

Por otro lado, Sakaguchi et al. (2002), observaron que la suplementacion del medio con
EGF e IGF-I durante la maduracién ovocitaria provoca la disminucion del periodo de
tiempo en el que ocurre la extrusion del primer corpdsculo polar en ovocitos provenientes
de foliculos pequefios. Sin embargo, el EGF es mucho mas eficiente en la reanudacion de la
meiosis en comparacion con el IGF-1. Por otro lado, existe evidencia de que el uso de EGF
y TGF (del Inglés, Transforming Growth Factor) aumenta las tasas de eclosion y de

blastocistos (Kobayashi y col., 1994).

Sirisathien et al. (2003b), observaron que la suplementacién del medio definido con EGF o
IGF-I incrementa el nidmero de embriones de 4 células que alcanzan el estadio de
blastocistos. En este estudio, el tratamiento con IGF-1 produjo un aumento del nimero de
células en la masa celular interna (MCI). De acuerdo a esto, el IGF-1 se comporta como un
factor de supervivencia embrionaria mediante el incremento celular en la MCI, lo que

contribuye a la resistencia embrionaria al estrés calérico (Jousan y Hansen, 2004).

Por otro lado, la incorporacion del factor de crecimiento de fibroblastos (siglas en Inglés,
FGF) al medio de cultivo incrementa la expresion de transcritos que codifican al interferon
tau en blastocistos, molécula responsable del mantenimiento de la prefiez por inhibicion de
la liberacién de prostaglandina en el endometrio (Cooke et al., 2009).

- Presencia de las células del cumulus

La presencia de estas células es quizas el principal factor para poder completar
satisfactoriamente tanto la maduracion nuclear como la citoplasmatica (Trounson, 1992;
Dey et al., 2012). Su importancia radica en la conocida impermeabilidad de la membrana
del ovocito a varios metabolitos de bajo peso molecular (colina, inositol). La cooperacion
metabolica entre el ovocito y las células del cumulus cumple un papel importante durante la
maduracion. La maduracion del ovocito es evaluada a grandes rasgos a través del grado de

expansion y la mucificacién de las células del cumulus, los cambios en las dimensiones del
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espacio perivitelino (EP), donde se muestra la extrusion del primer cuerpo polar (CP) y la

presencia de la segunda placa metafasica (Gordon, 1994).

La expansion y la mucificacion de las células del cumulus no implican una adecuada
maduracion, lo que implicaria que el ovocito no estaria listo para sobrellevar la fecundacion
de manera correcta (Osborn y Moor, 1985, citado por Gordon 1994). Ademas, estos autores
apuntan que la expansion de las células del cumulus puede ocurrir independientemente de
la maduracion del ovocito. La técnica usada normalmente para evaluar la maduracion
nuclear incluye la fijacion del ovocito denudado en etanol: acido acético (3:1) por lo menos
24 h y luego la tincion con lacmoid 1% en una solucion de &cido acético al 45%
(Villamediana, 1998).

La maduracién in vivo de ovocitos da como resultado un mayor porcentaje de blastocistos
tras la FIV si se compara con la MIV, lo que sugiere que las condiciones in vitro no son lo
suficientemente adecuadas para un desarrollo 6ptimo (lzadyar et al., 1998). Existen autores
que sugieren que estos porcentajes de blastocistos aumentarian considerablemente si se
pone especial atencion al periodo inicial, la MIV (Guler et al., 2000; Nagai, 2001; Men et
al., 2002; Dode y Adona, 2001; Park et al., 2005; Schoevers et al., 2005; Sagirkaya et al.,
2007; Balasubramanian y Rho, 2007). Nagai (2001) y Sutton-MacDowall et al., (2005),
proponen que se debe iniciar el disefio de medios nuevos, pero sin descuidar la atencion en

el animal donador, la morfologia del ovocito y las condiciones de maduracion.

La suplementacién del medio de MIV con inhibidores de fosfodiesterasas (PDE),
responsables del incremento de los niveles de adenosin monofasfato ciclico (AMP),
importante en la regulacion de la maduracion, pueden llegar a aumentar los porcentajes de
blastocistos hasta un 53%, en ovocitos bovinos. Mejor adn, la incorporacion al medio de
MIV de factores secretados por el ovocito (OSFs), de los cuales el factor de diferenciacion
de crecimiento 9 (GDF9) y la proteina morfogénica de tejido 6seo 15 (BMP15), mejoran su
potencial de desarrollo, aumentado hasta un 50 y 58%, respectivamente, la produccién de

blastocistos PIV e incluso la calidad de los mismos (Gilchrist y Thompson, 2007).
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Esto sugiere que los estudios deben estar enfocados al entendimiento del factor detonante
de la capacidad de desarrollo del ovocito, que hace referencia a los cambios bioquimicos y
moleculares, que lo capacitan para madurar, ser fecundado y llegar exitosamente hasta el
estadio de blastocisto (Gilchrist y Thompson, 2007).

1.2. Fecundacion in vitro

La fecundacion es la etapa que asegura la formacién de un nuevo individuo a partir de dos
gametos, uno masculino y otro femenino. Tras la fusién de los gametos, los dos sets de
cromosomas haploides se asocian en el huso mitético y se produce la primera division
mitdtica embrionaria. Para que este proceso ocurra satisfactoriamente, varios eventos deben
producirse: (i) penetracién del espermatozoide a través de las envolturas ovocitarias, (ii)
interaccion del espermatozoide con la ZP, (iii) fusién ovocito-espermatozoide, (iv)
activacion del ovocito, (v) descondensacion del nucleo espermatico y formacion de los
pronucleos (PN), (vi) desarrollo de los PN masculino y femenino y su migracion al centro
del ovocito, (vii) asociacion de los cromosomas paternos al huso mitético de la primera
division celular (Plachot, 2000).

El macho, donante de los espermatozoides, es un componente importante, ya que se ha
observado que los espermatozoides de distintos machos no difieren tan sélo en la capacidad
de fecundar ovocitos in vitro, sino que también ejercen una influencia sobre el desarrollo
embrionario. Estas diferencias podrian deberse a variaciones tanto en la edad de los
machos, a la composicion del plasma seminal, como a la relacion entre el volumen y
concentracion del eyaculado (Fukui et al., 1998). Las diferencias en los resultados de FIV
entre distintos machos pueden acentuarse debido a condiciones subdptimas durante la

capacitacion y la fecundacion in vitro (Ambrosini et al., 2006).

Una vez obtenido el eyaculado, tanto de semen fresco como del congelado, deben lavarse
los espermatozoides, en el primer caso para eliminar el plasma seminal que contiene
sustancias que estabilizan la membrana plasmatica del espermatozoide e impiden su

capacitacion y posterior reaccion acrosomica (Bavister, 2002) y en el caso del semen
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congelado, para eliminar los crioprotectores y restos del diluyente utilizado. En la
bibliografia, numerosas técnicas se han propuesto para lavar el semen y concentrar la
fraccion de espermatozoides moviles. La mas convencional y utilizada es la técnica del
swim-up o “nado hacia arriba”, pero también han sido utilizados otros métodos como la
centrifugacion en gradientes de BSA o Percoll®, 0 la separacion mediante columnas de lana

de vidrio o de sephadex (Cesari et al., 2006).

El método més cominmente utilizado para la capacitacion de los espermatozoides es la
incubacion con heparina. La heparina parece ser un agente capacitante fisioldgico, ya que
se encuentra en las vias genitales femeninas después de la ovulacién y la membrana
plasmatica de los espermatozoides de rumiantes presentan receptores para ella (Millar y
Ax, 1990; citado por lzquierdo, 1996). Bavister (2002), demostrd que en el bovino, la
heparina es un potente activador de los cambios que se producen durante la capacitacion
espermatica a nivel de la membrana plasmatica, estableciendo una correlacion entre los

niveles de penetracion y la concentracién de heparina utilizada en el medio de capacitacion.

La heparina actua sobre los espermatozoides durante la capacitacion y antes de la reaccion
acrosOmica. Esta sustancia, tras unirse a los espermatozoides, estimularia la pérdida de
antigenos de la membrana plasmatica y facilitaria tanto la reorganizacion de la membrana
como la alcanilizacién del pH intracelular y la entrada de Ca?* hacia el interior de la célula,
permitiendo al espermatozoide responder a la lisofosfatidilcolina, a las glucoproteinas de la

zona pellcida y a otros activadores de la reaccion acrosémica (Izquierdo, 1996).

Después de seleccionar los espermatozoides mas moviles mediante algunas de las técnicas
mencionadas anteriormente, muchos laboratorios utilizan algin agente quimico para
estimular y mantener dicha motilidad. La cafeina (Nedambale et al., 2006) y la mezcla de
penicilamina, hipotaurina y epinefrina (PHE) son los mas empleados (Gordon, 1994).En la
etapa de fecundacion in vitro, las concentraciones de espermatozoides utilizadas varian
entre 0,50x10° y 5x10° esp/mL (Horvath y Seidel, 2006) o de 1x10" (Nedambale et al.,

2006a). El uso de estas concentraciones de espermatozoides tiene una influencia
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significativa en la proporcion de ovocitos que se unen con los espermatozoides, se

segmentan y alcanzan el estado de blastocisto (Ward et al., 2002).

En condiciones in vivo, la fecundacion del ovocito ocurre cuando la relacion
espermatozoide:ovocito es cercana a 1:1 (Frei, 2004), en contraste con la situacién in vitro,
donde la concentracion de espermatozoides utilizada permite obtener una relacién de
10.000:1 (Ward et al., 2002). Los ovocitos incubados con una alta concentracion de
espermatozoides en un volumen relativamente reducido de medio de fecundacion, estan
expuestos a la accion de las enzimas hidroliticas liberadas por los espermatozoides muertos,
lo que puede tener un efecto perjudicial en su potencial desarrollo, por lo que la duracion de
co-cultivo de los gametos no deberia de sobrepasar el tiempo necesario para que se

produzca la méxima penetracion (Gordon, 1994).

En bovinos, a medida que aumentan las h de co-cultivo de los gametos también aumenta la
poliespermia ya que a las 16 h hay una poliespermia del 3% versus los expuestos por 1 h
(Frei, 2004). Se ha establecido que la reduccion del tiempo de co-cultivo de los gametos

favorece la obtencion de embriones de mejor calidad (Kochhar et al., 2003).

Al reducir el tiempo de co-cultivo de 20 a 5 h se lograria una disminucion en los
porcentajes de segmentacién de un 85% a un 20% respectivamente (Sumantri et al., 1997).
En bovinos, al reducir el tiempo de co-cultivo de los gametos disminuyen las tasas de
desarrollo, pero se obtienen embriones de mejor calidad (Kochhar et al., 2003). El co-
cultivo de los gametos bovinos durante 10 h genera una mayor efectividad en las tasas de
segmentacion comparado con tiempos de 5 y 1 h, ademas mejora la eficiencia en la

produccion de blastocistos (Ward et al., 2002).

El medio y los protocolos utilizados para la produccion de embriones son diferentes de un
laboratorio a otro y son la principal fuente de la variacion de los programas de FIV
(Nedambale et al., 2006a). Los medios de fecundacion in vitro han sido formulados con el
propdsito de favorecer las condiciones para la capacitacion espermatica y la fecundacion de

los ovocitos madurados (Nedambale et al., 2006). Los medios empleados en esta etapa

16



suelen basarse en la composicion del plasma sanguineo (Hank’s, TCM 199) o simplemente

son variantes de medios salinos (TALP, DM, krebs-Ringer).

En los rumiantes los medios de capacitacion y fecundacion mas utilizados son el medio
Tyrodes suplementado con albumina, lactato, piruvato (TALP; Vieira et al., 2002; Pereira
et al., 2005; Lima et al., 2006; Sagirkaya et al., 2007) y el medio Bracket y Oliphant (BO;
Nedambale et al., 2006), descrito para la capacitacion de espermatozoides de conejo y
modificado por diversos autores para adecuarlo a las condiciones de distintas especies, en
bovino: Nedambale et al. (2006), Hernandez-Fonseca et al. (2002), denominado medio
definido modificado (mDM).

1.2.1. Valoracion de la Fecundacion

La gestacion y el nacimiento de un individuo es el parametro ideal para establecer la
eficacia del sistema de fecundacion empleado. No obstante, llevar a cabo este sistema de
evaluacion es costoso, ya que es necesario mantener en perfectas condiciones a las hembras
receptoras y dependiendo de la especie utilizada, se ha de esperar demasiado tiempo para
obtener resultados. Por estas razones, también suelen utilizarse parametros indirectos de
evaluacion de la eficacia del proceso, como la observacion de dos corplsculos polares, la
segmentacion normal y desarrollo del ovocito inseminado y del estado del material nuclear

mediante tinciones especificas (Vandaele et al., 2006).

A diferencia de lo observado en ovocitos de otras especies (raton, humano) en rumiantes,
debido a la presencia de gotas lipidicas y otros pigmentos, los pronucleos no son visibles en
microscopio optico de contraste de fases, a menos que se utilicen tinciones especiales, lo
que requiere periodos de fijacién prolongados (por lo menos 24 h) y el analisis en detalle,

del estatus nuclear y otras caracteristicas del ovocito (Asada y Fukui, 2000).
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1.2.2. Anomalias de la Fecundacion in vitro

Las anomalias mas comunes para la FIV son la asincronia en el desarrollo de los
prondcleos y la penetracion del ovocito por mas de un espermatozoide, es decir, la
poliespermia (Hyttel et al., 2000). La asincronia en el desarrollo de los pronucleos
normalmente suele ser debida a un error en la formacion o crecimiento del pronuicleo
masculino. La incapacidad del ovocito para formar el pronicleo masculino puede ser
causada por la ausencia del factor de crecimiento del prontcleo masculino (siglas en Inglés,
MPGF), debido a una maduracion citoplasmatica deficiente, o la omision de LH del medio

utilizado para la fecundacion (ljaz y Hunter, 1989; citado por lzquierdo, 1996),.

La penetracion poliespermatica durante la fecundacion in vitro de ovocitos madurados tanto
in vivo como in vitro, parece ser debida a una falla en la exocitosis de los granulos
corticales. La poliespermia se ha asociado con la fecundacion de ovocitos tanto inmaduros,
debido a la incorrecta exocitosis del contenido de dicho granulos, como sobremadurados,
por una disminucion de la efectividad de los enzimas corticales sobre la zona pellcida
(Izquierdo, 1996). En ovocitos bovinos madurados y fecundados in vitro el porcentaje de

polispermia no supera el 10% (Kawarsky et al., 1996).

Por otra parte, la partenogénesis se define como la produccién de un embrién, con o sin
desarrollo final de un individuo adulto, a partir de un gameto femenino y sin ninguna
contribucion del gameto masculino. Los estados tempranos de partenogénesis pueden ser
inducidos artificialmente o pueden ocurrir espontaneamente en una amplia variedad de
mamiferos. En bovinos, aparece cerca de un 9% de ovocitos partenogenéticos, sin previo

tratamiento de activacion (Wang et al., 2008).

La poliginia es una anomalia producida por la falla en la extrusién del primer o segundo
corpusculo polar o por la fragmentacion del pronucleo femenino que da como resultado un
cigoto con un grupo extra de cromosomas femeninos (Gordon y Lu, 1990). Esta anomalia,
parece estar relacionada con la fecundacion de ovocitos tanto inmaduros como
sobremadurados (lzquierdo, 1996). Analisis citogenéticos han demostrado que cerca del

50% de los casos, los ovocitos son haploides, sugiriendo un origen partenogenético. Los
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ovocitos con un solo prondcleo pueden ser también el resultado del desarrollo asincrénico
del pronucleo (con un segundo pronicleo apareciendo pocas h después), en casos muy raros
se da la fusién de prondcleos (Plachot, 2000).

Por otro lado, la aparicion de cigotos trinucleares puede tener su origen digénico o
diandrico. En el caso digénico, el set de cromosomas extra es de origen materno y es el
resultado de la fecundacion de un ovocito diploide (no hubo reduccion de su carga
cromosomica) por un espermatozoide normal (haploide). Contrariamente, el set de
cromosomas extra, en el caso del diandrico, es de origen paterno, resultado de la
fecundacion polispérmica (Plachot, 2000).

1.3. Cultivo de in vitro de embriones

El CIV constituye la dltima y mas larga etapa en el proceso de produccién de embriones.
En el caso del ganado bovino, los embriones son mantenidos entre 7 y 8 d, en un medio que
debe proporcionarles las mejores condiciones para su crecimiento, favoreciendo la divisién
celular y el normal desarrollo hasta la formacion del blastocele (BC), durante la
blastulacién. La utilizacion de diversos medios de cultivo tiene un efecto significativo sobre
la calidad del embrién (Lonergan et al., 2003). Estas condiciones de cultivo se traducen en
la produccion de embriones sustancialmente diferentes a los que obtenemos tras la

superovulacién y lavado de hembras donantes (Corréa et al., 2008).

El estudio, durante las ultimas dos décadas, de la concentracion idonea de iones, cationes y
sustratos metabolicos necesarios para el desarrollo de embriones preimplantacionales, ha
dado lugar a la formulacién de medios de cultivo que incorporan suplementos o factores
que mejoran el desarrollo embrionario (Wang y Sun, 2006; Gilchrist y Thompson, 2007).
No obstante, la capacidad de los embriones para desarrollarse en un medio concreto no es
necesariamente un indicativo de una preferencia por un ambiente determinado, sino que
puede ser también reflejo de su capacidad adaptativa ante unas condiciones artificiales sub-
optimas (Ward et al., 2000; Wang y Sun, 2006).
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En muchas situaciones, una reduccion en la competencia para el desarrollo y condiciones
subdptimas de cultivo se combinan para producir un retraso en los embriones,
anormalidades en el desarrollo y una reduccion de la viabilidad (Feugang et al., 2009). Los
factores criticos para la supervivencia de los embriones bovinos son varios y entre ellos se

encuentran:

-Temperatura y luminosidad

La temperatura de incubacion de los embriones esta determinada por la temperatura
fisiologica del animal. En bovinos se ha observado un mayor nimero de blastocistos en un
intervalo de 37 y 39 °C y un aumento de la temperatura por encima de 39 °C, compromete
el desarrollo de los embriones (Sugimaya et al., 2003). La exposicion de los embriones a la
luz en forma repetida o durante varios espacios de tiempo y mas aun a la luz ultravioleta,
afecta negativamente a todas las etapas de desarrollo de los embriones debido a la
produccion de radicales de superoxido (Nakayama et al., 1994).

-Atmosfera

La atmdsfera mas utilizada en los laboratorios de FIV para el cultivo de embriones
de bovinos es: 5% de CO, en aire saturado de humedad (Balasubramanian y Rho, 2007) y
5% de CO,, 5% O, 90% N, (Lim et al., 2007). EI metabolismo embrionario también
parece estar influido por la tension de O,. Este puede generar la formacidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS) durante el cultivo de embriones, manifestando sus efectos
dafiinos directamente sobre el DNA, la peroxidacion de lipidos y la modificacion oxidativa
de proteinas (Van Soon et al., 2002).

-pH y la presién osmética

Son muchos los laboratorios que emplean el hidroxietilpiperazine acido N-2-
etaestlfico (HEPES) como solucion tampén en los medios de cultivo (Sagirkaya et al.,
2007). La incorporacion de este compuesto mejora la calidad tamponadora en varios
medios, como en el medio sintético de fluido oviductal (SOF) y en ocasiones, el HEPES
puede ser sustituido por el bicarbonato sodico. EI SOF es una solucién salina relativamente

simple que contiene ademds piruvato, lactato, glucosa y antibidtico. Este medio fue
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formulado por Tervit et al. (1972), aunque posteriormente, su composicion fue modificada
por Takahashi y First (1992). Actualmente, este medio es utilizado para el cultivo de
embriones bovinos (Feugang et al., 2009; Sudano et al., 2011). Los embriones sufren
rapida contraccion y expansion como resultado de ligeros cambios en la concentracion de
sales de los medios. Si la osmolaridad del medio es menor a la del ambiente uterino, el
embrion absorbera agua y se hinchard hasta explotar, y al contrario, si la osmolaridad es
mayor, el tamafio del embrion se encogera lo cual también es detrimental para la
supervivencia del mismo. De acuerdo a las secreciones uterinas, se asume que el rango
optimo se encuentra entre 285 y 320 mOsm/kg (Urdaneta, 2005). Aunque existe evidencia

que valores de 245 mOsm/Kg favorecerian el desarrollo embrionario (Duque et al., 2003).

-Suplementacién del medio:

Aunque los embriones bovinos pueden ser cultivados in vitro en un medio simple
bajo condiciones definidas, la suplementacion con suero o BSA ha demostrado ejercer un
efecto beneficioso sobre el desarrollo embrionario. Embriones en ausencia de proteinas
exhiben diferencias en su actividad metabolica, una baja capacidad de desarrollo y bajo
namero de células, comparada con los embriones cultivados en presencia de proteina
(Duque et al., 2003; Lim et al., 2007).

Cada vez es més frecuente la utilizacién de medios quimicamente definidos para la PIV de
embriones bovinos. Quizas la mayor ventaja de la adopcion de estos medios es que permite
obtener resultados de mayor repetibilidad, ademéas de garantizar un mayor control de los
agentes infecciosos en los componentes de origen biolégico (BSA y suero) que son
empleados de manera rutinaria en los laboratorios de FIV (Hernandez-Fonseca et al.,
2002), razon por la que se reduce el uso de albimina a favor de macromoléculas sintéticas
como el PVA (Orsi y Leese, 2004).

La sustitucion de BSA por PVA, en la etapa de cultivo en los embriones bovinos PIV,
muestra diferencias relativamente bajas en la tasa de desarrollo, eclosion, nimero de
blastomeras (Lonergan et al., 1999) y la viabilidad después de la vitrificacion (Krisher et

al., 1999). Estos resultados estan asociados con un incremento en el consumo de piruvato y
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un descenso en el consumo de oxigeno (Eckert et al., 1998). Las tasas de produccion de
embriones bovinos podrian mostrar un incremento, en presencia de PVA, si el medio esta

suplementado con myo-inositol y citrato (Carney y Foote, 1991).

La funcion del PVA se extiende mas alla de proporcionar nutrientes pero se sabe muy poco
acerca de sus efectos bioldgicos, sin embargo con soluciones crioprotectoras ofrece mayor
estabilidad a la membrana plasmaética de ovocitos congelados. En embriones, es posible que
este sea absorbido por endocitosis y puede tener un efecto directo en el embrién pero puede
no ser apreciable hasta después de la transferencia, aunque es bien conocido que ofrece
condiciones ideales de osmolaridad y pH al medio (Orsi y col., 2004).

Uno de los mayores papeles bioldgicos de la BSA es la captacidn de iones y de pequefias
moléculas, protegiendo a los embriones de ciertos toxicos existentes en el medio, ademéas
sirve como reservorio de muchos componentes, como esteroides, vitaminas, acidos grasos y
colesterol. El hecho de que la albimina forme complejos con iones metalicos, proporciona
a esta macromolécula un efecto protector de los embriones a los efectos toxicos de los
superoxidos. Por otro lado, también es necesaria la presencia de macromoléculas para el
cultivo de los embriones. Esto suele ser solucionado con la adicion de BSA, ya que la
presencia de macromoléculas en el medio de cultivo parece proporcionar mejores
resultados de desarrollo de los embriones hasta blastocisto que otras macromoléculas como

la polivinilpirrolidona (PVP; Mucci et al., 2006).

El FCS, otro suplemento sérico, es empleado de manera rutinaria en el cultivo de embriones
bovinos. Este suero contiene proteinas, aminoacidos, carbohidratos, elementos traza,
hormonas, factores de crecimiento y vitaminas; asi como, componentes indefinidos
promotores del crecimiento, como la fetuina, que estan ausentes del suero procedente de
animales adultos. La composicion y concentracion de sus componentes varia en funcion del
animal donante y del momento de su recoleccion, por lo que su adicion al medio de cultivo,
ademés de alterar su composicion original, es una fuente de variacion muy importante
(Mucci et al., 2006).
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El uso del suero en los medios de cultivo de embriones se ha asociado con la aparicion del
sindrome del becerro gigante (Lazzari et al., 2002) y otras anormalidades como la
modificacion de organelos celulares, degeneracion de mitocondrias (Abe et al., 2002),
formacion prematura de BC y modificacion en la expresion de genes (Rizos et al., 2002;
2003). También es fuente de algunos virus patdgenos, provoca excesiva acumulacion de
lipidos (Barcel6-Fimbres y Seidel., 2007) y de la baja supervivencia de los embriones
después de la criopreservacion (Mucci et al., 2006).

El suero actua de manera bifasica en el desarrollo embrionario, ya que causa la inhibicion
del desarrollo cuando se afiade antes de la primera division embrionaria, mientras que
estimula la compactacion de la mérula y la formacion de blastocistos cuando se afiade en
etapas mas tard (Bavister y Rose-Hellekant, 1992). Al mismo tiempo, su empleo se ha
relacionado con una aceleracion del desarrollo embrionario (Gémez y Diez, 2000), que
podria ser debido a las vitaminas, &cidos grasos y factores de crecimiento existentes en el
suero y que pueden ser esenciales en las Ultimas etapas del desarrollo (Bavister, 2000;
Lazzari et al., 2002; Feugang et al., 2009).

Se han publicado varios estudios en los que ambos suplementos séricos (BSA 6 FCS)
producen porcentajes similares de desarrollo hasta blastocisto, sin embargo, la calidad de
los embriones y el nimero de blastomeras fue superior en el medio con suero (Thompson,
2000; Orsi y Leese, 2004; Lim et al., 2007; Gomez et al. 2008; Leivas et al., 2011). El
suero es considerado un compuesto variable e indefinido (Gardner y Lane, 1998), lo cual
genera variaciones en la composicion de los medios utilizados e interfiere con la

repetibilidad de los resultados obtenidos (Mucci et al., 2006).

2. CARACTERISTICA DE LOS EMBRIONES BOVINOS PIV

Es dificil determinar si el bajo rendimiento de la técnica de PIV (30-40% de blastocistos,
con relacion al niamero de ovocitos MIV) es debido directamente a condiciones suboptimas
de cultivo o si es el resultado de una reduccion de la competencia en el desarrollo de los

ovocitos madurados y fecundados in vitro, ya que parece ser que existen factores
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moleculares, celulares o genéticos, intrinsecos al ovocito y al embrion, determinantes del
potencial de desarrollo (Lonergan et al., 2006), que se traducen en el detenimiento de la
division embrionaria y el blogque del cuarto o quinto ciclo celular (Warzych et al., 2007) o

bien, fallas de la gestacion temprana en hembras sometidas a TE (Chenoweth, 2007).

2.1. Morfologia

Los EPIV tienen una velocidad de desarrollo diferente y poseen un citoplasma mas oscuro
y una densidad menor como consecuencia del alto contenido de lipidos, aspecto muy
relacionado con el medio de cultivo (Lim et al., 2007), asi mismo, presentan menor numero
de células, proporcionalmente una menor MCI, un incremento de la cantidad de vacuolas
en el citoplasma, menor cantidad de uniones intercelulares entre blastomeras (lwasaki et
al., 1990) y una ZP mas fragil (Dubby et al., 1997). Se han detectado anomalias
cromosomicas (principalmente aneuploid) en varios estadios celulares de los embriones
obtenidos in vitro, desde el ovocito hasta el blastocisto, las cuales son responsables de la
fecundacion, la division mitdtica anormal, y de la mortalidad embrionaria (lwasaki et al.,
1990).

Por otra parte, en un estudio reciente, se ha mostrado que los embriones de equinos,
porcinos, ovinos, caprinos y bovinos obtenidos in vitro, presentaron una mayor incidencia
en la tasa de apoptosis en comparaciéon con su homoélogos obtenidos in vivo (Pomar et al.,
2005; Lonergan, 2006; Wang et al., 2008), asi como una mayor sensibilidad de la ZP a la
accion de la pronasa. El desarrollo de técnicas de tincion diferencial ha permitido
determinar la calidad de los blastocistos en funcion del ndmero de células y de su
distribucién en la MCl y el TE (Lim et al., 2007).

Aunque el nimero de células totales de los EPIV es comparable al de los obtenidos in vivo,
su distribucion y patrén de diferenciacion presenta diferencias, con un nimero de células en
la MCI significativamente mas bajo en el caso de los EPIV (lwasaki et al., 1990). La

suplementacion de los medios de cultivo con suero se ha relacionado con la acumulacién
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anormal de gotas lipidicas intracitoplasmaticas (Abe et al., 1999; Mucci et al., 2006;
Sudano et al., 2011).

2.1.1. Gotas lipidicas

La presencia de estas estructuras en los embriones bovinos PIV se ha asociado a su alta
sensibilidad a los procesos de criopreservacion en general, y en los desarrollados en medios
de cultivo suplementados con suero (Mucci et al., 2006). La estructura de las gotas lipidicas
consiste en una monocapa de fosfolipidos que separa la fase acuosa e hidrofobica de la
célula. En su interior alberga lipidos neutros, siendo los principales los triacilglicéroles
(TAG) y estéres de esterol. Los TAG son la principal reserva energética celular, y en
conjunto con los estéres de esterol son reservorio de componente de la membrana lipidica
(Walther y Farese, 2009; Suzuki et al., 2011).

Entre las proteinas identificadas, asociadas a las gotas lipidicas, se encuentran: la familia
PAT (del Inglés, Perilipin Amino-terminal) (Suzuki et al., 2011), Acil CoA diacilglicerol
aciltransferasa 2 (DGAT2), una enzima encargada de catalizar la sintesis de TAG a partir
de diacilglicerol (DG) (Kuerschner et al., 2008); y caveolina, una proteina que podria estar
relacionada con la lip6lisis de los TAG (Olofsson et al., 2009). Se ha determinado que el
contenido de gotas lipidicas citoplasmaticas esta regulada por la funcion de dos proteinas,
de la familia PAT, denominadas Perilipin Cola-Alipofilica 2 y 3 (PLIN2 y PLIN3) (Skinner
et al., 2009).

Los resultados del estudio de Sastre et al. (2014), indican que PLIN2 podria estar implicada
en la mantenimiento de las reservas de lipidos necesarios para apoyar el desarrollo del
embrion después de la fecundacion de ovocitos bovinos MIV, mientras que PLIN3, es la
proteina responsable de la estabilizacion y secuestro de gotas lipidicas recién sintetizadas

en el citoplasma de los blastocistos bovinos PIV.

Varios autores redujeron la extracciéon de lipidos en embriones bovinos PIV mediante la

incubacion con citocalasina (estabilizador del citoesqueleto por inhibicion de la
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polimerizacion de filamentos de actina), centrifugacion y remocion por microcirugia,
observando un mayor porcentaje de supervivencia pos-criopreservacion en los embriones
libres de gotas lipidicas (Murakami et al., 1998; Ushijima et al., 1999; Diez et al., 2001).

Se ha demostrado que la acumulacion de lipidos intracelulares comienza a disminuir a
partir del estadio de mérula, coincidiendo con la aparicién de mitocondrias maduras (Abe et
al., 1999), pudiendo cumplir de este modo, la funcidn de reserva para los momentos de
gran demanda energética, como lo es la formacion del BC. Por el contrario, en presencia de

suero, la acumulacion lipidica aumenta a partir de este estadio (Fergunson y Leese, 1999).

El origen de la acumulacion de las gotas lipidicas intracitoplasmaticas en los embriones
bovinos PIV parece tener respuesta en alguna de estas tres teorias: 1) la presencia de suero
genera un defecto deletéreo sobre la estructura mitocondrial, lo cual al producir alteraciones
morfolégicas y funcionales en esta organela, provocaria una acumulacion anormal de gotas
lipidicas producto de alteraciones en su metabolismo (Dorland et al., 1994). Plante y King
(1994), reportaron que las mitocondrias fueron las organelas que mostraron las mayores
modificaciones durante el desarrollo in vitro de embriones bovinos, al encontrar una
asociacion entre estos cambios y el incremento del metabolismo en estos embriones, el cual
se refleja en un aumento en las tasas de consumo de O, y de produccion de CO,. 2) La
acumulacién podria estar mediada por las blastomeras (y su gran capacidad de captacion de
acidos grasos, fosfolipidos y triglicéridos) al incorporar lipoproteinas presentes en el suero
(Abe et al., 1999). 3) La acumulacion de lipidos se debe a una alteracion en el metabolismo
energeético, ocasionado por un exceso del metabolismo de la glucosa via glucolisis, con

inhibicidn de la fosforilacidn oxidativa (Bavister y Rose-Hellekant, 1992).

Recientemente, Camargo et al. (2008), propone que en embriones bovinos P1V, al igual que
lo reportado para celulas somaticas, es posible que exista un nexo entre el nivel de glucosa
metabolizada a través de la via pentosa fosfato (PF) y el nivel de expresion de ciertos genes
lipogénicos y en consecuencia la acumulacion de lipidos. Adicionalmente, en algunos
embriones hembra PIV, se registra un retardo en la normal inactivacion de uno de sus

cromosomas X, lo cual se traduciria en una doble actividad de los genes alli ubicados, entre
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ellos el de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). En consecuencia, la
sobreregulacion de la via PF, a consecuencia de la doble dosis de su enzima limitante
(G6PD) y en presencia de elevados niveles de glucosa, estaria conduciendo a una mayor

acumulacién de lipidos en los embriones hembra (Camargo et al., 2008).

Esta Gltima propuesta toma mas fuerza al revisar la hipotesis de Camargo et al. (2008), que
postula que en presencia de glucosa, la abundancia relativa de RNAm de los genes
lipogénicos acetil-CoA carboxilasa (ACACA) y sintetasa de acidos grasos (FASN) de los
embriones bovinos PIV, es mayor en hembras que en machos, lo cual afecta su contenido
lipidico. En resumen, la presencia de carbohidratos incrementaria la concentracion de
xilulosa-5fosfato (Xu-5P), a su vez esta activaria la proteina fosfatasa 2A (PP2A), la cual
actuaria sobre la proteina de union al elemento que responde a los carbohidratos (chREBP),
quien finalmente induciria en el nacleo la expresion de genes que codifican para enzimas
lipogénicas promoviendo, por lo tanto, la conversion de carbohidratos en grasa
(lipogénesis).

Los argumentos que sustentan esta hipotesis son los siguientes: el gen de la G6PD, la
enzima que se encuentra a la entrada de la via de la PF y que controla el flujo y el
rendimiento a través de esta via, se ubica en el cromosoma X. Los embriones hembra, por
lo tanto, tienen el potencial para producir una cantidad doble de esta enzima (y de otras
ubicadas en el mismo cromosoma), en comparaciéon con los embriones macho, los cuales

tienen solo un cromosoma X (revisado por Gutiérrez-Adan et al., 2006).
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Figura 1. Modelo de la produccion de gotas lipidicas en una blastomera
de embrion bovino. Tomado de Camargo et al. (2008).

Otro grupo de investigadores sefialan que ocurre un desbalance en los procesos de 6xido-
reduccion celular, afectando el metabolismo de las mitocondrias e impidiendo el
metabolismo de los complejos lipidicos a través de la B-oxidacion (Barcel6-Fimbres y
Seidel, 2007). Barceld-Fimbres y Seidel (2007a), proponen el uso del etosulfato de fenazina
(PES) en los medios de cultivo de embriones bovinos, por ser un regulador metabdlico que
inhibe la sintesis de éacidos grasos y favorece la via de la pentosa-fosfato, que oxida el

NADPH a NADP",

Sudano et al. (2011), afirman que la adicién de PES a los medios de cultivo reduce
efectivamente el incremento de lipidos intracitoplasméticos en los EPIV. Barcel6-Fimbres
y Seidel (2007a), reportan que la adicién de PES en el medio de cultivo el dia 2,5 post-
inseminacidn, produce un efecto beneficioso sobre la supervivencia embrionaria después de
la congelacion lenta y la vitrificacion. Del mismo modo, la L-carnitina (LC), otra sustancia
quimica moduladora de lipidos, ademas de mejorar el desarrollo embrionario temprano
(Takahashi et al., 2013), mediante utilizacion de lipidos, principalmente a través de la -

oxidacion (Sutton-McDowall et al., 2012). Hasta ahora es posible contar con estos dos
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productos por sus beneficios sobre la calidad y criotolerancia en el embrion, e incluso por

sus efectos sobre los genes que regulan el metabolismo de lipidos (Ghanem et al., 2014).

2.2. Metabolismo de los embriones preimplantacionales PIV

El metabolismo cumple dos funciones, la primera para proporcionar energia requerida por
las células para mantener su homeostasis intracelular y apoya funciones especializadas, y la
segunda, el suministro de metabolitos para biosintesis de constituyentes celulares. En
cuanto a los embriones preimplantacionales, mas atencién se ha dedicado a la primera que a
la segunda funcién, dado a los sustratos principales que son afiadidos a los medios de
cultivo de los embriones: piruvato, glucosa, lactato y aminoacidos (Leese, 2012).

Durante los primeros estadios, antes de la activacion del genoma embrionario, los
embriones utilizan preferiblemente piruvato, lactato y glutamina como fuente de energia,
aumentando considerablemente la utilizacion de la glucosa en estadios méas avanzados de
desarrollo (Rieger et al., 1992; Gardner y Lane, 1998; Thompson, 2000). La falta de
utilizacion de la glucosa durante los primeros estadios estaria dada por la falta de actividad
de la enzima fosfofructoquinasa. Esta enzima acelera la glucélisis catalizando la formacion
de fructosa 1-6 bifosfato a partir de glucosa 6-fosfato, y se encuentra controlada
alostéricamente por el cociente adenosin trifosfato — adenosin difosfato (ATP-ADP),

particularmente alto en este periodo (Gardner et al., 1994).

En esta etapa, la adicion de la glucosa a los medios de cultivo no solamente no seria
aprovechada, sino que, a su vez, generaria un efecto inhibitorio sobre el desarrollo
embrionario (Takahaschi y First, 1992). Sin embargo, en embriones bovinos a partir del
estadio de 8-16 células y en respuesta a una alta demanda de energia necesaria para la
compactacion, y la formacion y expansion del BC, el cociente de ATP-ADP podria
disminuir, y con ello, la inhibicion ejercida sobre la enzima mencionada con lo cual
aumentaria el consumo de glucosa. Este metabolito también participa en la sintesis de
precursores de acidos nucleicos y de lipidos (Gardner y Lane, 1998) y su disponibilidad

seria importante durante la eclosion fuera de la ZP (Menezo y Khatchadourian, 1991).
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En el bovino, se ha comprobado que el metabolismo del piruvato y la glutamina
permanecen elevados en los embriones de 2-4 células y va disminuyendo hasta la
formacion del BC, momento a partir del cual la oxidacion de la glutamina, mediante el
ciclo de Krebs, incrementa muy marcadamente mientras que el metabolismo del piruvato se
ve aumentado ligeramente. La disminucién del metabolismo de la glutamina se traduce en
un descenso de la concentracion intracelular de ATP que reduciria el efecto inhibitorio de la
fosfofructoquinasa y, consecuentemente, permitiria el incremento del metabolismo

anaerobio de la glucosa (Rieger et al., 1992).

Los aminoacidos, ademas de ser imprescindibles para la sintesis proteica, también pueden
actuar como precursores para la sintesis de novo de acidos nucléicos, como precursores de
los fosfolipidos y como substrato energético, ya que se ha observado que el uso de un
medio simple guimicamente definido que contenga aminoacidos, pero no glucosa ni

fosfato, permite el desarrollo embrionario preimplantacional (Trounson et al., 1994).

Con respecto a los lipidos, poco se sabe acerca de la importancia que tendrian en su uso
como fuente energética durante el desarrollo embrionario temprano (Thompson, 2000). Sin
embargo en los Gltimos afios se ha debatido la posibilidad de mejorar la viabilidad de los
embriones criopreservados a través de la adicién de ciertos componentes lipidicos a los
medios de cultivo, especificamente acido linoléico no como fuente de energia sino como

fluidificador de la membrana plasmatica (Hochi et al., 2001).

2.3. Expresion del genoma embrionario

Durante los primeros estadios de desarrollo embrionario, ocurren eventos cruciales para el
desarrollo normal. Estos incluyen la combinacion de los genomas paternos, alteracion de
las vias generadoras de energia, la activacion de mecanismos homeostaticos intracelulares y

la reorganizacion del citoplasma y organelas (Bavister, 2000).

El control de la expresiéon de genes durante la fase preimplantacional es particularmente

importante. Los eventos que se desarrollan durante este periodo, incluyen: a) la primera
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division celular, b) activacion del genoma embrionario, c) la compactacion de la morula,
momento en que se establece el primer contacto intimo célula-célula en el embrion
temprano y d) la blastulacion, que supone la diferenciaciéon de dos tipos celulares, la masa

celular interna (MCI) y el trofoectodermo (TE) (Lonergan et al., 2006).

El desarrollo embrionario in vitro experimenta un bloqueo que en el caso del ganado
bovino se manifiesta en el cuarto ciclo celular (Warzych et al., 2007). Este blogueo
coincide con el inicio de la activacion del genoma embrionario y la transcripcion de nuevo
RNAm (Sagirkaya et al., 2007). La razon de esta alteracion del desarrollo puede ser debida
a un agotamiento o ausencia de factores de transcripciébn o a dafios causados por
inadecuadas condiciones ambientes (Meirelles et al., 2004). La sintesis proteica y la
acumulacién de transcriptos de RNAm durante el desarrollo del ovocito son determinantes

para la activacion y posterior desarrollo embrionario (Figura 2) (Lonergan et al., 2003).

Recientemente, existe la tendencia de usar el patron de expresion de RNAm como un
criterio para predecir el potencial de desarrollo de embriones producidos in vivo e in vitro
(Sirard et al., 2006). Existen estudios que han demostrado que la abundancia relativa de
varios transcriptos de RNAm son afectados por la seleccion del medio y la fuente proteica
que se usa como suplemento (Lonergan et al., 2003; Stinshoff et al., 2011) e incluso la

criopreservacion (Dhali et al., 2009).

Otra de las condiciones de cultivo, como la alta tensién de oxigeno, responsable del estrés
oxidativo, ha recibido especial atencion (Van Soom et al., 2002; Corréa et al., 2008). La
alta tension de oxigeno puede ser perjudicial para el desarrollo embrionario, haciéndolo
responsable de la pobre calidad de los embriones PI1V, probablemente por la acumulacion
de ROS, llegando a alterar funciones celulares importantes en la que se incluye la expresion

de varios genes (Lonergan et al., 2003).
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Figura 2. Representacion esquematica de la cantidad de RNAm
correspondiente a ovocitos de baja (linea de arriba) y moderada (linea
abajo) calidad, mostrando el decaimiento de la cantidad de RNAm a
medida que el embridon avanza hasta el estadio de blastocisto. La equis al
final de la linea de arriba representa el bloqueo de desarrollo embrionario
(tomado de Meirelles et al., 2004).

Especificamente, los genes relacionados con el estrés oxidativo son las enzimas superoxido
dismutasa (SDO2), catalasa y glutation peroxidasa (GPX). En el trabajo realizado por
Corréa et al. (2008), encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles
de expresion de los transcriptos del gen SDO2, en embriones cultivados in vitro en alta y
baja tension de oxigeno, siendo mayor en la primera. Los autores manifiestan que la
expresion de este gen estd asociada con una buena calidad embrionaria y a una reduccion

del nimero de células apoptoticas.

La expresion de los genes: interferon tau (If-t), factor de crecimiento dependiente de la
insulina 2 (IgF2), transporte de glucosa 1 (glut-1) y gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), estan asociados a la presencia de FCS y BSA en la
suplementacion de los medios de cultivo (Lim et al., 2007). Se sugiere que el origen
proteico, utilizado en los medios, es determinante para el desarrollo embrionario, nimero
de blastomeras, porcentaje de células apoptéticas y la expresién de otros genes, ademas de
los ya mencionados, como proteina de estrés caldrico (Hsp70), DNA metil-transferasa 3a
(Dnmt3a), glicoprotein desmocolin Il (Dclll) (Sagirkaya et al., 2007).
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En el trabajo de Dhali et al. (2009), muestran especial atencion en la expresion de genes
relacionados con la apoptosis. Estudios bioquimicos y morfologicos clasicos asocian la
apoptosis con la fragmentacion del &cido desoxirriboncleico (DNA), activacion de
caspasas, cambios en la funcidon mitocondrial, condensacion de la cromatina, fragmentacion

citoplasmatica y bloqueo del desarrollo (Wang et al., 2008).

Una familia de genes estd caracterizada para la apoptosis, y son clasificadas Bcl-2,
subdividida en pro-apoptdticos, en la que se encuentran: Bax, Bclxs, Bad, Bid. Bak. Bik
entre otros y los genes anti-apoptoticos, destacan: Bcl-2, BclXI, Bcl-W y otros. Las
proteinas de estos genes se encuentran en la membrana mitocondrial interna, manteniendo
una relacion muy estrecha con el funcionamiento del citocromo b (Meirelles et al., 2004).
La presencia de estos genes Yy transcriptos han sido observados en ovocitos y embriones,
pero los resultados obtenidos especificamente en embriones sobre la expresion de los genes

Bax y Bcl-2 no son concluyentes (Meirelles et al., 2004; Dhali et al., 2009).

Durante el periodo preimplantacional, los embriones pueden mostrar una habilidad para
adaptarse a las condiciones sub-Optimas de cultivo in vitro, pero no dejan de ser sensibles al
ambiente en el que se desarrollan, lo que puede ocasionar alteraciones en estadios
posteriores. De esta forma, en muchas ocasiones se combinan una reduccién en la
competencia para el desarrollo y condiciones subdptimas de cultivo para producir un
retraso en los embriones, anomalias en el desarrollo y una reduccién de la viabilidad
(Lonergan et al., 2006).

A pesar de que la suplementacién del medio con suero permite la obtencién de una alta tasa
de desarrollo hasta el estadio de blastocisto, las variaciones de este compuesto podrian
causar alteraciones en la ultrastructura del embridn, blastulacién anormal, muerte fetal,
sindrome del becerro gigante y aberracion en el patron de expresion de acido ribonucleico
mensajero (RNAm) (Sagirkaya et al., 2007). Todas las caracteristicas citadas hasta el
momento tienen importantes repercusiones en la viabilidad de los EPIV. Las mas
importantes son la mayor sensibilidad a los efectos de las bajas temperaturas y menores

indices de gestacion tras la transferencia a receptoras. Ambos aspectos son de importancia
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capital para rentabilizar el costo que supone la aplicacion de estas tecnologias en las

explotaciones pecuarias.

3. CRIOPRESERVACION

El objetivo esencial de la criobiologia es el mantenimiento a largo plazo de la viabilidad y
funcionalidad celular, de forma que pueda ser recuperada después de un periodo de tiempo
para continuar su desarrollo normal. La supervivencia celular a la congelacion depende de

numerosos factores fisicos que interaccionan entre si (Vila, 1984).

La criopreservacion reduce los costos asociados a la aplicacién de las biotecnologias
reproductivas lo que evita la dependencia de la actividad reproductiva ciclica y el estado
fisiolégico del animal (por ejemplo, el mantenimiento de un rebafio de hembras receptoras).
Permite también la conservacion del patrimonio genético integro de los progenitores, a la
vez que reduce las patologias asociadas con el mantenimiento de animales vivos o lineas
celulares. Finalmente posibilita la conservacién de animales en peligro de extincion y la

creacion de bancos de recursos geneéticos.

3.1. Principios basicos de criobiologia

Al conservar células a temperaturas extremadamente bajas (-196 °C) es posible detener por
completo la actividad enzimatica, la respiracion celular, el metabolismo, el crecimiento, la
multiplicacién, sin afectar su viabilidad (Schneider y Mazur, 1984). No obstante, la
mayoria de las células mamiferas mueren cuando se exponen a bajas temperaturas, a menos
que previamente hayan sido expuestas a una solucion que las proteja de rangos de
enfriamiento y calentamiento especificos (Shaw et al., 2000).

La criopreservacién de material bioldgico tiene lugar en soluciones acuosas, con diferentes
solutos presentes. Las propiedades fisicoquimicas que rigen los eventos a los cuales esta
sometida la solucion durante la congelacion deriva de la concentracion de soluto disuelto en

ella (Rall, 1992). Segun Macferlane (1987), cuando los liquidos de una solucién acuosa son
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sometidos a la congelacion, uno de sus componentes presenta la formacion de una fase
cristalina, mientras que el resto permanece en forma solida con apariencia de vidrio, sin la

formacion de cristales de hielo.

La formacion de este vidrio puede ser vista como una de las propiedades intrinsecas de
todos los liquidos incluyendo el agua y las soluciones acuosas, que al ser sometidas a un
alto grado de congelacion, evitan fuertemente la formacion de la fase cristalina. En
soluciones acuosas de algunos liquidos moleculares, como el etilenglicol (EG), la
formacion de vidrio es usualmente observada a concentraciones superiores a 40% v/v. Esta
composicion corresponde a aquellos compuestos, en los cuales el punto de congelacion de
la solucién ha sido lo suficientemente disminuida (Macferlane, 1987).

Cuando el EG alcanza una cierta concentracion a bajas temperaturas, la viscosidad es
suficientemente alta para impedir la cristalizacion (en funcion de la velocidad de
enfriamiento; Rall, 1987). La formacion de hielo aparece solamente cuando las
concentraciones de los compuestos que conforman la solucion son lo suficientemente bajas
(Macfarlane, 1987) o cuando son sometidas a temperaturas de congelacion que oscilan

alrededor de —150°C como sucede con EG (Bronshteyn y Steponkus, 1995).

Las soluciones acuosas se mantienen en estado liquido mientras no se descienda de 0°C,
temperatura de fusion del hielo. Este estado es constante hasta el momento en que aparece
en el seno del liquido una reorganizacion molecular que va a provocar la solidificacion de
todo el sistema. Este cambio de estado (de liquido a solido), permite al sistema de
moléculas de agua alcanzar un nivel minimo de energia, fendmeno que no se produce de
forma instantanea y que depende de la velocidad de enfriamiento. Si la velocidad de
enfriamiento no es muy elevada, la reorganizacion que aparece en un punto del sistema
toma la forma de una red cristalina, en la que cada molécula de agua se dispone en el centro
de un tetraedro cuyos Vértices estan ocupados por otras moléculas de agua (Fabbri et al.,
2000).
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El agua liquida se transforma asi en hielo cristalino formado por cristales hexagonales. Si,
por el contrario, la velocidad de enfriamiento es muy alta las moléculas de agua se tornan
inmoviles y permanecen fijadas sin organizacion aparente. Se produce entonces un
fendmeno conocido como vitrificacion, es decir, la formacion de un estado solido, amorfo,
sin una red cristalina aparente. En este estado, la viscosidad del medio es tan elevada que
las moléculas no pueden sino oscilar sobre si mismas, sin producirse desplazamientos

laterales (Yavin y Arav, 2007).

El dafio en las células sometidas a temperaturas bajo cero es debido principalmente a dos
factores fisicoquimicos: la concentracion de solutos que acompafia la formacion del hielo
(efecto osmotico) y la aparicion de los cristales de hielo en el interior celular (cristalizacion
intracelular). La incidencia de la lesion en estos casos depende de diversos parametros, y
especialmente de la permeabilidad de la membrana celular, que determina notablemente la
probabilidad de nucleacion intracelular, pero también de la relacién superficie/volumen
celular (Massip, 2003).

Después de varias experiencias preliminares dirigidas por Isachenko et al. (1998),
concluyen que después de la congelacion y posterior calentamiento los lipidos sufren una
polimerizacion irreversible, sugiriendo que el proceso de congelacion/calentamiento puede
alterar las propiedades fisicoquimicas de los lipidos intracelulares. La interaccion entre las
gotas lipidicas de las células y los elementos del citoesqueleto es compleja y el
endurecimiento de estos lipidos puede ocasionar la deformacién y destruccion del

citoesqueleto.

3.2. Crioprotectores

Los agentes crioprotectores (CPA’s) son esenciales para la criopreservacion de casi todos
los sistemas biologicos. Estos aditivos aungque no permiten 100% de supervivencia después
de la congelacién y descongelacion, pueden prevenir algunos de los dafios causados por la
congelacion (Fahy, 1986); alterando el comportamiento fisico-quimico de las soluciones

acuosas en las cuales tiene lugar la criopreservacién. Para los procedimientos de
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criopreservacion embrionaria, la concentracion del CPA es muy importante y varia en
funcion del sistema de criopreservacion empleado, de las caracteristicas de permeabilidad
y composicion de la membrana, el volumen de la célula, la temperatura y la diferencia de la
presion osmotica entre los dos lados de la membrana (Agca, 2000). Los CPA’s pueden
clasificarse en dos grupos de acuerdo a la permeabilidad a través de la membrana celular:

agentes penetrantes y no penetrantes.

3.2.1. Penetrantes

Los agentes penetrantes son sustancias de bajo peso molecular y por ello permeables a
través de la membrana, que protegen a la célula de las lesiones producidas por la
congelacion a velocidad lenta. Ellos reducen el punto de congelacion de la solucién,
previenen la exposicién del ovocito a concentraciones altas de electrolitos extra e

intracelulares debido a su sustitucidn parcial por el agua (Rall, 1992).

Los maés utilizados en la congelacion de embriones son: propilenglicol, dimetilsulféxido
(DMSO), EG, glicerol entre otros. De todos, el EG es el crioprotector mas ampliamente
usado para la vitrificacién de ovocitos y embriones debido a su baja toxicidad y su rapida

capacidad de difusion a través de la membrana plasmatica (Emiliani et al., 2000)

3.2.2. No Penetrantes

Los CPA’s no penetrantes son sustancias de alto peso molecular, que son efectivas cuando
se utilizan velocidades altas de congelacion. A pesar de que no penetran en la célula,
ejercen su accion crioprotectora promoviendo una rapida deshidratacion celular y suelen
usarse asociados a los agentes penetrantes; ellos incrementan la concentracién de los
solutos extracelulares generando un gradiente osmético a través de la membrana celular,
con la que atraen agua fuera de la célula deshidratandola. Los més utilizados son: sacarosa,

glucosa, dextrosa, polietilenglicol (PEG), Ficoll y lipoproteinas (Fabbri et al., 2000).

En general, los crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles que ademas de contribuir

a la deshidratacion celular por efectos osméticos, actian modificando el comportamiento
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fisico-quimico de las soluciones acuosas. Modifican la estructura de las moléculas de agua,
por una parte rompiendo uniones de hidrdgeno y por otra, ligandose a ellas. Al actuar, en
esta Ultima caracteristica, se impide la formacion de hielo contribuyendo a favorecer la

vitrificacion, especialmente, a partir de ciertas temperaturas (Massip, 2003).

3.2.3. Mezclas de crioprotectores

La seleccion de los crioprotectores juega parte fundamental en el éxito de la
criopreservacion y al combinar varios agentes crioprotectores penetrantes y no penetrantes,
se obtienen mejores resultados en lugar de emplear un solo agente en las soluciones de
trabajo (Elnahas et al., 2010). Los agentes crioprotectores son tipicamente preparados en un
medio buffer (TCM-199) entre pH 7,2 y 7,4 (Palasz y Mapletoft, 1996).

Diferentes estudios han demostrado que el EG junto con la glucosa, la fructosa, la trealosa
o la lactosa son capaces de encapsular al ovocito o embrién previniendo la cristalizacion
intracelular durante el calentamiento y actuando como tampén al reducir el choque
osmotico que podria resultar de la dilucion del crioprotector. También se ha observado que
la adicion de azlcares a los medios de criopreservacion favorece la estabilidad de la
membrana plasmética durante el proceso de vitrificacion y calentamiento (Liebermann y
Tucker, 2002). Otra de las estrategias para reducir la toxicidad de las soluciones
crioprotectoras es el disefio de diferentes protocolos donde se combinan uno o varios
crioprotectores que se suplementan con azucares (Orief et al., 2005) o macromoléculas
(Checura y Seidel, 2007).

En la actualidad, es mas frecuente el uso de soluciones de equilibrio (paso previo con la
solucion vitrificadora), que pueden estar compuestas por 7,5% de EG y 7,5% de DMSO en
medio TCM-199 suplementado con 20% de suero fetal bovino (Arav et al., 2002; Trigal et
al., 2011; Gutnisky et al., 2013; Ha et al., 2014), mientras que la solucién vitrificadora
contiene un 15% de EG, 15% de DMSO, sacarosa a 0,5M y suplementada con 20% de
suero fetal bovino en TCM-199 (Trigal et al., 2011; Asgari et al., 2012).
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Todo parece indicar que el éxito de la seleccion de uno o varios crioprotectores para la
congelacion de embriones permanecerd sujeta a dos criterios fundamentales: la
concentracion y tiempo de exposicion, sin dejar de tener en cuenta, el tipo de protocolo de

criopreservacion puesto en practica para cada especie.

3.3. Técnicas

El primer protocolo efectivo para la criopreservacion de células de mamiferos fue
establecido hace 60 afios y desde entonces se han hecho progresos considerables (Shaw et
al., 2000). Se han realizado varios estudios comparando diversos meétodos de
criopreservacion, los cuales se han clasificado de acuerdo a la velocidad de enfriamiento y
calentamiento, entre estos tenemos: congelacion lenta convencional (Rall, 1992),
congelacion lenta-descongelacion rapida, congelacion ultrarrapida y la vitrificacion, la cual
fue propuesta por Luyet en 1937 y aplicado en la actualidad exitosamente (Al-Hasani et al.,
1987).

3.3.1. Congelacion

Los protocolos de congelacion clasica (congelacién lenta) tienen la ventaja de utilizar bajas
concentraciones de CPA’s, lo que reduce la toxicidad quimica y el shock osmotico. Estos
protocolos, llamados también “métodos de equilibrio” conducen a que, en una primera fase,
el agua salga de la célula al encontrarse inmersa en un medio extracelular en el que hay
mayor concentracion de solutos. Esta salida de agua que se produce como respuesta a una
diferencia de presiones osméticas en los dos medios, conduce a la penetracion del

crioprotector en el interior de la célula.

En una segunda fase, y con el fin de que se igualen las presiones osmoticas del medio intra
y extracelular, el agua vuelve a penetrar en la célula para alcanzar la llamada “fase de
equilibrio”, que depende del tipo de célula, el estadio de desarrollo, el radio
superficie/volumen, el crioprotector utilizado y la temperatura a la que tiene lugar el

tratamiento.
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Las fases del proceso de congelacién son: a) adicion del agente crioprotector, b)
enfriamiento del embridn, induccion de la formacion de hielo (seeding), congelacion y
almacenamiento en nitrégeno liquido (N,L), c¢) calentamiento, y d) retirada del
crioprotector. Los procesos de congelacion clasica, conocidos por su utilidad en el caso de
los EPIV, inducen importantes cambios celulares tanto en el caso de estos embriones, como

en el de los ovocitos, comprometiendo su desarrollo posterior (Massip, 2003).

La primera referencia de la congelacion de embriones data de 1972, cuando Whittingham et
al., anunciaron el nacimiento de una camada de ratones a partir de embriones congelados.
En el ganado vacuno, el primer ternero nacido tras la transferencia de embriones
congelados/calentados fue anunciado en 1973 (Wilmut y Rowson, 1973); mientras que en
1974 y 1976 se obtuvieron crias en ovejas (WillaDEen et al., 1974) y cabras (Bilton y
Moore, 1976), respectivamente. Mas tarde, en 1989, Hayashi et al., anunciaron el primer

nacimiento de un lechén empleando la misma técnica.

3.3.2. Vitrificaciéon

La vitrificacion reduce los dafios producidos por el frio utilizando altas concentraciones de
CPA’s y elevadas velocidades de enfriamiento y calentamiento, evitando la formacion de
cristales de hielo (Rall y Fahy 1985; Vajta et al., 1998, Dinnyes et al., 2000, Vieira et al.,
2002). Durante la vitrificacion, y tras un enfriamiento ultrarrapido, aumenta la viscosidad
del medio que contiene al embridn/ovocito, alcanzandose un estado sélido sin cristalizacion
(estado vitreo). En estas soluciones muy concentradas de crioprotectores (>6M), las células

sufren una deshidratacion osmotica previa al enfriamiento (Yavin y Arav, 2007).

La deshidratacion determina cambios en el volumen osmotico de los embriones durante el
proceso de crioconservacion, sin que se formen cristales de hielo durante el enfriamiento,
almacenamiento o calentamiento. La mayor velocidad de los cambios de temperatura ofrece
dos ventajas: permite reducir el tiempo de contacto entre el embrion y los CPA’s,
disminuyendo asi los efectos toxicos y osmoticos, y limitando el riesgo de lesiones por la

exposicion a bajas temperaturas debido a la répida transicion por la zona de “temperatura
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critica” (Yavin y Arav, 2007), frente a la que los embriones presentan una elevada

fragilidad.

Hasta ahora, la criobiologia ha sido desarrollada, permitiendo el nacimiento de cientos de
“crias” de distintas especies, incluyendo la humana. Hoy en dia, la criobiologia puede ser
considerada como una ciencia que progresa de forma paralela al avance de la biologia de la
reproduccion y a las técnicas de reproduccion asistida.

3.3.3. Vitrificacion ultrarrapida

Varias estrategias se han propuesto para minimizar el dafio ocasionado por la vitrificacion
como la reduccion tanto del volumen de crioprotector como del tamafio del contenedor y la
suplementacion con macromoléculas como la albimina (Seidel, 2006; Horvath y Seidel,
2006) o polimeros sintéticos como ficoll (Hou et al., 2005), PVA (Asada et al., 2002),
PVP, PEG y dextrano (Orief et al., 2005).

Los protocolos clésicos de vitrificacion en pajuela, han sido sustituidos por los
recientemente desarrollados métodos de vitrificacion ultrarrapida, en los que se ha reducido
el radio superficie/volumen de la soluciéon de CPA’s, con el consiguiente incremento de las
velocidades de enfriamiento y calentamiento, al favorecerse el intercambio de temperaturas
entre la muestra y la fuente de temperatura (frio/calor). Para que la vitrificacion sea eficaz,
se precisa una exposicion de minima duracién a la solucién crioprotectora (Gardner et al.,
2007) y la disposicion del embrion en voliumenes muy reducidos de medio (0,5 pL de

medio).

Todas estas aproximaciones se basan en que los embriones van a experimentar el proceso
de enfriamiento en menos de 5 min, lo que contrasta con los métodos clasicos de
congelacién, cuyos tiempos de equilibracion oscilan en torno a los 10-20 min. Asi, técnicas
como OPS (Vajta et al., 1998), vitrificacién sobre superficie sélida (SSV; Dinnyés et al.,
2000), cryotips (Conaghan y Fischer, 2010), dispositivo de vitrificacion por microfiltracion
de membrana (MFMV, Matsunari et al., 2010), cryotops (Kuwayama et al., 2005), tamafio
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minimo de la gota (MDE, Arav et al., 1996) y fibreplug (Wang et al., 2009) se usan de
forma rutinaria en muchos laboratorios de fecundacion in vitro, con mejores resultados que

los obtenidos tras la vitrificacion clésica en pajuelas.

Sin embargo, la técnica de vitrificacion presenta dos limitaciones importantes:

1. el calentamiento requiere dilucion y retirada del crioprotector previo a la
transferencia embrionaria. Las condiciones de manipulacion (temperatura ambiental
39°C), temperatura de las soluciones de calentamiento 41°C, dilucion en soluciones
con concentraciones decrecientes de sacarosa) son dificiles de establecer en las

fincas, muy importante en el caso del ganado vacuno.

2. la técnica no es sanitariamente segura. Sélo la utilizacion de N,L filtrado, y el
almacenamiento de los embriones/ovocitos en recipientes cerrados puede asegurar
la esterilidad de la técnica. Debe tenerse en cuenta el potencial riesgo de
contaminaciones cruzadas, especialmente si se almacenan de forma conjunta
embriones y gametos de diferentes especies (Wrathall et al., 2006). Este aspecto
cobra especial importancia también, en el caso de los Bancos de Recursos
Zoogenéticos. Sin embargo, en la actualidad se han modificado algunos de los
protocolos, utilizando N,L estéril, o recipientes capaces de albergar y aislar

perfectamente al embridon/ovocito.

3.4. Alteraciones causadas por la criopreservacion

Durante el proceso de congelacion, las células embrionarias experimentan modificaciones
en su volumen, debido a las diferentes presiones osméticas existentes entre las soluciones
intracelulares y extracelulares. El procedimiento de criopreservacion comprende una
exposicion inicial del embrion a los agentes crioprotectores, congelacion, almacenamiento,
calentamiento, y finalmente la dilucién y retirada de los agentes crioprotectores, volviendo

a un ambiente fisiologico que le permita continuar su desarrollo.
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Estos cambios afectan varios parametros de importancia para la supervivencia del embrion,
incluyendo la integridad de la membrana plasmatica (Arav et al., 1996; Horvath y Seidel,
2006; Elnahas et al., 2010) y la de sus organelos celulares (Agca, 2000) o alteraciones
fisicas en la ZP, que muestra sefiales claras del dafio ocasionado por las técnicas de

criopreservacion (Da Silva y Metelo, 2005).

La supervivencia del embrion bovino a los protocolos de criopreservacion depende de
varios factores como son la técnica empleada, la duracion de exposicion del crioprotector y
su concentracion, asi como la forma de eliminarlo tras el calentamiento (Fabbri et al., 2000;
Shirazi et al., 2009). Otros factores relacionados son las condiciones de cultivo (Saragusty
y Arav, 2011), la calidad, el estadio y edad del embrion (Abdalla et al., 2010), ademas de la

composicion y estructura celulares (Saragusty y Arav, 2011).

La exposicion de la membrana plasmaética a las bajas temperaturas durante la congelacion
determina una alteracion de la fase de transicion, de forma que su estructura y funcion se
ven alteradas (Zeron et al., 2002; Hou et al., 2005; Gardner et al., 2007). La primera
consecuencia negativa para la membrana es una modificacion en su permeabilidad, lo que
determina cambios en el flujo del agua y de los crioprotectores a través de la misma (Shaw
et al.,, 2000). Los resultados de supervivencia in vitro de los EPIV tras la
vitrificacién/calentamiento presentan una elevada heterogeneidad. Aunque varios autores
presentan datos que oscilan entre el 70% y el 80% (Gdémez et al., 2008; Shirazi et al., 2009;
Siqueira et al., 2011), otros grupos citan resultados menos optimistas, al reportar un 35% de
supervivencia valorada a las 72 h después del calentamiento (Yu et al., 2010).

Entre los dafios ocasionados por la criopreservacion esta la reduccion de la habilidad de los
blastocistos vitrificados/calentados de continuar la division mitética (Kaidi et al., 1999) o
inducir la necrosis o apoptosis en las células embrionarias. EI nimero de blastomeras
mostr6 un descenso en ambos grupos de blastocistos vitrificados/calentados,
probablemente, debido a la alta sensibilidad de la MCI a la degeneracion celular durante los
procesos de criopreservacion. En el estudio realizado por Shirazi et al. (2009), también se

muestra una disminucion en el numero de blastdmeras, la cual fue mas marcada en los
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blastocistos expandidos que en los blastocistos de otros estadios. Los resultados referidos a
porcentajes de gestacion tras la transferencia de estos embriones criopreservados a hembras
receptoras son igualmente dispares, y frecuentemente realizados sobre un numero de

receptoras relativamente bajo (Tabla 1).

Asi, los indices de gestacion oscilan entre el 6,5% obtenido por Al-Katanani et al. (2002)
hasta el 63% de Agca et al. (1998), en cualquier caso, resultados inferiores a los obtenidos
tras la transferencia de EPIV frescos. Coincidiendo con estos resultados, datos
recientemente publicados, presentan indices de gestacion del 44% tras la transferencia de
embriones vitrificados (en soportes fibreplug) a hembras receptoras, frente a un 60% de
gestaciones observadas tras la transferencia de embriones frescos que actuaron como
controles (Trigal et al., 2011).

Tabla 1. indices de gestacion y nacimientos, tras la transferencia de embriones
bovinos producidos in vitro y criopreservados.

Método de Soporte/crioprotectores Embriones Gestacion Nacidos Referencia
Criopreservacion transferidos (%)
Pajuelas 250 pL/Glicerol 10 42% NI Hasler et al.
Congelacion (1995)
lenta
Pajuelas 250 pL/1,4 M Glicerol 17 41% 7 (77) Agca et al.
(1998)
Pajuelas 250 pL 418 44,7% NI Dochi et al.
(1998)
Pajuelas 250 pL/Glicerol 22 4,8% NI Ambrose et
al. (1999)
Merton et
Pajuelas 250 uL/10% Glicerol 213 44% NI al., (2013)
Vitrificacion Pajuelas 250uL 20 35% 6 (30) Vajta et al.
(25% EG +25%DMSO0) (1997)
Pajuelas 250 pL 16 63% 8 (67) Agca etal.
(20% Glicerol + “0% EG) (1998)
OPS 20 6,5% NI Al-Katanani
et al. (2002)
OPS 7 27,7% NI Block et al.
(16,5% EG + 16,5% DMSO) (2010)
Cryotop (EG + DMSO) 96 46,8% 34,3%  Gutnisky et
al. (2013)

NI: No indican.
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3.5. Estrategias para la criopreservacion de embriones bovinos PI1V

A pesar del progreso significativo experimentado durante los Ultimos afios en la
criopreservacion de embriones de mamifero, muchos de los eventos moleculares y
bioquimicos en los que se basan estas tecnologias no estan del todo aclarados. Hoy la
vitrificacién parece sustituir a los antiguos protocolos de congelacion lenta, al mostrar
alentadores porcentajes de supervivencia. La vitrificacion debe ser aceptada como una

alternativa real, viable, segura y eficiente para el abordaje de la criopreservacion de EPIV.

No obstante, no debemos dejar de lado recientes revisiones del problema que abordan
nuevos protocolos de congelacién lenta en bovinos (Yu et al., 2010; Akiyama et al., 2010;
Pryor et al., 2011). Las estrategias actuales se orientan a: primero, logara la optimizacién de
los protocolos de vitrificacion mediante el disefio de nuevos soportes que permitan la
modificacion de la relacién superficie de la célula/volumen de la solucion de vitrificacion, y
con el fin de lograr un incremento de las velocidades de enfriamiento y calentamiento
(gradiente térmico); segundo, la mejora de la calidad embrionaria mediante la utilizacion de

aditivos durante el cultivo de los embriones, o en las soluciones de vitrificacion.

La mejora de la calidad de los embriones a criopreservar pasa por el establecimiento de
condiciones de cultivo que den lugar a embriones con caracteristicas 1o mas similares
posibles a las de sus homdélogos obtenidos in vivo. Por ejemplo, la eliminacion del FCS y su
sustitucion por BSA incrementa la supervivencia embrionaria a la vitrificacion (Gomez et
al., 2008). Otros procedimientos, como la retirada de los lipidos citoplasmaticos (Diez et
al., 2001), el uso de citocalasina B (CB) (Dobrinsky et al., 2000), y mas recientemente la
aplicacion del método de eclosién asistida por laser (lasser assisted hatching, LAH) en
combinacion con la CB y delipidacion (Pryor et al., 2011), han demostrado mejorar la

supervivencia de los EPIV a la criopreservacion.
Ultimamente, se ha propuesto el empleo de IGF-1 6 EGF, en el periodo de cultivo posterior

al calentamiento (Makarevich et al., 2011). EI EGF es un polipéptido con una potente

actividad mitogénica en embriones bovinos PIV (Sirisathien et al., 2003a). Actua sobre el
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embrion via paracrina, ya que es Unicamente sintetizado por la madre. Estudios realizados
en el bovino, han demostrado que no existe transcripcién del gene que codifica el EGF en
los embriones preimplantacionales, pero si se detectan copias del receptor del EGF, los
cuales se encuentran en el TE y actGan activando el intercambio iénico Na*/H™ que
producen aumento en la entrada de agua al BC y, por tanto, promueven la expansion del

blastocisto (revisado por lzquierdo, 1996).

Contrariamente el IGF-1, es un polipéptido de una sola cadena con una estructura homologa
a la proinsulina y regula la proliferacién, diferenciacion y actividad anti-apoptotica en
embriones preimplantacionales (Makarevich y Markkula, 2002). Segin, Makarevich et al.
(2011), el uso de IGF-1 mejora la supervivencia y calidad de los embriones
congelados/calentados, mediante la inhibicidn de la apoptosis. Esta caracteristica ya ha sido
reportada por otros autores (Byrne et al., 1999, 2002; Makarevich y Markkula, 2002;
Sirisathien y Brackett, 2003). Se cree que el aporte del EGF, al mejoramiento de la calidad
embrionaria estd asociado a la alta expresion del gen IGF2 y muy baja expresion del gen

Bax (un gen pro-apoptético; Uhm et al., 2010).

Con el avance de la biotecnologia, se desarrollan nuevos métodos para el estudio y
entendimiento de los problemas derivados de la criopreservacion El desarrollo de
estrategias para reducir el estrés asociado con la criopreservacion es fundamental para
comprender mejor, las causas de bajos indices de supervivencia tras el calentamiento de los
embriones. La aplicacién de una presion hidrostatica subletal (High Hydrostatic Pressure;
HHP) ha surgido durante los Gltimos cinco afios como una alternativa para intentar
disminuir la sensibilidad de ovocitos, espermatozoides y embriones a la criopreservacion
(Pribenszky et al. 2010).

El efecto de la exposicion de la celula a la presion le generaria un estrés responsable de una
serie de cambios que inducirian a la adaptacién e incremento de la supervivencia a la
criopreservacion (Pribenszky et al. 2010). Este mecanismo adaptativo podria ser debido a la
produccion de proteinas chaperonas de la familia de las proteinas de choque térmico
(Pribenszky et al., 2005; Du et al., 2008). El nivel de presion aplicada y su duracion
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dependen de la especie y del tipo de gameto, o del estadio de desarrollo del embrion. Por
ejemplo, los ovocitos porcinos MIV pueden soportar la presion de s6lo 20 MPa, mientras
que los blastocistos de raton pueden sobrevivir a una presion de hasta 90 MPa durante 30
min (Pribenszky et al., 2005, Du et al., 2008). Los indices de supervivencia post-
criopreservacion mejoraron en ovocitos porcinos y bovinos (Du et al., 2008, Pribenszky et
al., 2008), en blastocistos de raton y espermatozoides de cerdo tras el tratamiento de
presion (Pribenszky et al., 2005).

El tratamiento de embriones bovinos producidos in vitro a 80 MPa durante 45 min, mejoro
su supervivencia tras congelacion/calentamiento (Pribenszky et al., 2005). Resultados
similares fueron obtenidos en embriones bovinos tras vitrificacion, y tras un tratamiento de
60 MPa durante 1 h. El tratamiento de presion también incrementd la calidad de embriones
ovinos, al disminuir el nimero de nudcleos picnoticos en los embriones vitrificados
(Bogliolo et al., 2007). El empleo con HHP puede inducir cambios en la transcripcion de
genes de varias familias en diversas especies. Existen datos que indican que determinados
genes relacionados con rutas y eventos metabdlicos particulares como el estrés oxidativo
(superdxido dismutasa, SOD y catalasa-glutation peroxidasa, GPX4), el estrés caldrico
(HSPA1A) o el metabolismo de lipidos (SC4MOL) son inducibles por la elevada presion
hidrostatica y también pueden promover proteccion al embrion frente a la criopreservacion
(Kuzmany et al., 2011; Siqueira et al., 2011).

Estos autores detectaron un incremento significativo (P<0,05) de la tasa de re-expansion y
eclosion post-calentamiento en EPIV sometidos a un tratamiento HHP (60MPa, 1h), con 1
0 2 h de equilibrio antes de la vitrificacion. El periodo de equilibrio tras el tratamiento es
crucial y parece beneficiar al embrion tras el tratamiento con HHP, al incrementar su
tolerancia a nuevos episodios estresantes, como los relacionados con la
congelacion/calentamiento (Siqueira et al., 2011). Asi, la expresion de los genes analizados
mostré una tendencia general a incrementarse después de 1 h del periodo de equilibrio
previa a la vitrificacion. La HHP es entonces, una técnica que promete seguir

proporcionando datos interesantes sobre el comportamiento de gametos y embriones ante
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las bajas temperaturas, aunque todavia es necesario profundizar en cuéles pueden ser sus

mecanismos de actuacion.

La decision sobre cual es el método de eleccion para una muestra concreta (un embrion
bovino PIV en nuestro caso) debera descansar sobre los indices de desarrollo in vitro, pero
sobre todo in vivo, obtenidos en la fase de experimentacion, asi como en la posibilidad de

aplicar la técnica en condiciones de “campo”.

3.6. Valoracién del desarrollo y cambios ultraestructurales de los
embriones PIV frescos y vitrificados

La literatura concerniente a la calidad de los embriones bovinos cada vez es mas abundante.
Generalmente se suele utilizar una combinacién de valoraciones indirectas de la viabilidad
embrionaria. Las principales valoraciones son morfoldgicas, pruebas metabdlicas, analisis
de expresion genética, tinciones nucleares especificas y ultraestructurales (Sirard et al.,
2006). Muy frecuentemente, el éxito del sistema de cultivo suele ser medido en funcién de
la tasa de division (Shoukir et al., 1997; Sakkas et al., 1998), del nimero de embriones que
alcanzan el estadio de blastocistos (Mucci et al., 2006), ya que esta fase representa el
primer indicador visible de la divergencia en el desarrollo de dos lineas celulares distintas,
el TE y la MCI (Cesari et al., 2006).

Técnicamente, la evaluacion morfolégica de los blastocistos mediante un microscopio
estereoscopico, es un criterio utilizado para valorar el desarrollo de los embriones de
cultivo. Las caracteristicas observadas son diversas: el color/oscuridad del embrion, la
homogeneidad del tamafio de las blastomeras, la granulacion citoplasmética y la
fragmentacion de las células (Lonergan et al., 2006).

Otro indicador no invasivo utilizado para la valoracion del potencial de desarrollo de los
embriones es la cinética de desarrollo, ya que los embriones que se desarrollan mas
rapidamente tienen mas posibilidad de llegar al estadio de blastocisto y escapar de la ZP,
también llamada tasa de eclosion, que los que evolucionan mas lentamente (Duque et al.,

2003; Lim et al., 2007; Trigal et al., 2011a). Especificamente, en los embriones
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vitrificados/calentados, la tasa de supervivencia es determinada al evaluar la proporcion de
blastocistos que muestran re-expansion y eclosion. Para los blastocistos, las tasas de re-
expansion in vitro se establecen entre las 2 y 48 h de cultivo después del calentamiento. La
viabilidad después del calentamiento de los blastocistos se establece de acuerdo al
protocolo utilizado durante el proceso de PIV, ya que puede variar, segun la incidencia de

los factores a lo largo del proceso de criopreservacion (Yu et al., 2010).

Al finalizar la fase de re-expansion, se producen contracciones periodicas en el blastocisto,
la ZP muy debilitada, se fisura y permite en ese momento la salida del embrion (Pereira y
Marques, 2008). En esta etapa se puede observar la salida del embridn por la ruptura de la
ZP, la alta calidad del embrion para sobrevivir y eclosionar por lo que seria indicador de

que su criopreservacién ha sido satisfactoria (Elnahas et al., 2010).

La habilidad de los EPIV para sobrevivir a los procesos de criopreservacion es un indicador
de la calidad embrionaria (Lonergan et al., 2003; Pereira et al., 2005). Abdalla et al. (2010),
afirman que las mayores tasas de eclosion y supervivencia se observaron en los blastocistos
expandidos. La diferencia morfol6gica entre los blastocistos y blastocistos expandidos, que
se hace evidente, es el tamafio del BC (Vanderzwalmen et al., 2002). La relacion entre el
tamafio del blastocisto y su criotolerancia han sido tema de investigacion; mientras el
blastocisto aumenta en tamafio mejora su respuesta a la criopreservacion, al compararlo con

blastocistos de menor tamafio (Keskintepe y Brackett, 2000; George et al., 2008).

Saha et al. (1996), afirman que la edad de los embriones puede influir sobre sus
caracteristicas criobiologicas. Los blastocistos bovinos derivados de la FIV mas jovenes o
de siete d de cultivo, se consideran mas viables y capaces de sobrevivir a la
criopreservacion que los que alcanzan este estadio a los ocho o nueve d de cultivo
(Mahmoudzadeh et al., 1995), considerando a estos ultimos blastocistos retrasados o bien,
poco viables (Dinnyés et al., 1999).

Es posible que la alta tasa de supervivencia de los blastocistos y blastocistos expandidos de

7 d, sea porque son embriones mas vigorosos y probablemente sobrevivan mejor a la
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criopreservacion (Han et al., 1994). Asimismo, entre los blastocistos que se desarrollan el
mismo dia, los embriones que llegan a expandirse o alcanzar un mayor diametro son mas

criotolerantes (Mucci et al., 2006).

La apoptosis, otro indicador de la calidad embrionaria, que puede ser detectado durante el
periodo preimplantacional (Vandaele et al., 2006) con especial atencion a los EPIV
(Warzych et al., 2007). Este evento hace referencia a una forma de muerte celular y que
estd regulada genéeticamente, con un papel importante en el desarrollo y homeostasis del
embrion; actuando eficazmente como un mecanismo de control celular mediante la
eliminacién de células dafiadas, alteradas, no funcionales e incluso aquellas que muestran

un nimero excesivo (Jacobson et al., 1997).

El estudio e identificacion de células apoptoticas se ha logrado realizar con el empleo de
tinciones especificas como la Terminal deoxynucleotidil transferase dUTP Nick end
labeling (TUNEL), que detecta la incorporacion de desoxiuridina trifosfato (16-dUTP)
teflida con biotina o biotinilada, en una reaccién catalizada por la enzima transferasa
desoxinucleotidil terminal (TdT), la cual afiade bases a los extremos 3"-OH del DNA en
una secuencia y cantidad no especifica, creando una sefial que aumenta en funcién de la
proporcion de rupturas de DNA. Esta técnica fue inicialmente desarrollada para células
somaticas y posteriormente modificada para su aplicacion en ovocitos, espermatozoides y
embriones. La observacion se realiza en un microscopio de fluorescencia (Evenson y
Wixon, 2006).

Existen otras técnicas muy poderosas, como la microscopia electronica, que evidencian los
cambios ultraestructurales que manifiesta el embrion preimplantacional durante las
diferentes etapas de desarrollo o procesos de criopreservacion. En mamiferos, cuando la ZP
es evaluada empleando la Microscopia Electronica de Barrido (MEB) se puede observar
que esta estructura estd compuesta por una malla dispersa por numerosos poros y con una
morfologia superficial interna y externa diferente. La morfologia externa muestra una
superficie a manera de enrejado (malla) y la interna una apariencia aspera (Keefe et al.,
1997).
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Los reportes referidos a la apariencia de la ZP en embriones bovinos PIV es limitada. Los
cigotos muestran una superficie compacta y lisa. Tres d después de la FIV, sélo dos
patrones principales de apariencia son hallados en la ZP de embriones bovinos de 8 células.
La primera sefial son los depositos granulares en la superficie de la ZP y la segunda, la
aparicion de capas estratificadas. A los seis dias post-inseminacién, la superficie rugosa es

determinante en la ZP de las mérulas valoradas (Verini et al., 1996).

Vanroose et al. (2000), afirman que el aspecto rugoso de embriones bovinos de 8 células y
morulas, podrian ser el resultado del deposito del material bioldgico secretado por las
células del oviducto empleadas en sus sistemas de cultivo. Para los embriones de 7 d de
cultivo, la forma de los poros es en general circular o eliptica y estan arbitrariamente
distribuidos (Da Silva y Metelo, 2005). Estas observaciones claramente demuestran que la
ZP es una estructura dindmica que puede cambiar constantemente e incluso capaz de

reparar dafos (Vanroose et al., 2000).

La ZP que rodea al embrion también puede actuar como una barrera natural durante los
procedimientos de criopreservacion, impidiendo el libre movimiento de agua Yy
crioprotectores entre los compartimientos intra y extracelulares (Saragusty y Arav, 2011).
Los blastocistos bovinos PIV y criopreservados sufren alteraciones en la ZP y pérdida en la
capacidad de desarrollo luego del calentamiento. Aparentemente, la ZP en estos
blastocistos muestra un menor nimero de poros y mas pequefios comparados con el grupo
de blastocistos frescos. Los resultados de este estudio demuestran que los pasos
involucrados en la criopreservacion lenta o vitrificacion, causan alteraciones en la ZP, con
dafos irreversibles sobre el desarrollo de la competencia embrionaria (Da Silva y Metelo,
2005).

Al emplear la Microscopia Electronica de Transmision (MET) se fortalece el diagndstico
correspondiente a la distribucién y aparicion de organelos e inclusiones citoplasmaticas
(Crosier et al., 2000). Abe et al. (2002), empleando la TEM, reveld que la distribucion y
numero de gotas lipidicas citoplasmaticas y mitocondrias en los embriones bovinos PIV

cambia durante el periodo de desarrollo. En embriones de 8 células, pequefias gotas
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lipidicas y mitocondrias inmaduras estaban distribuidas al azar en el citoplasma de las
blastomeras. Gran nimero de gotas lipidicas y mitocondrias elongadas fueron observadas
en el citoplasma de TE y MCI. Por su parte, Crosier et al. (2001), reporta que los
blastocistos bovinos cultivados en presencia de suero, poseen gran numero de vesiculas
citoplasmaticas, gotas lipidicas, cuerpos apoptoticos, figuras mitéticas, material degenerado

y mitocondrias inmaduras, maduras y vacuoladas.

En cuanto a los blastocistos criopreservados, Cocero et al. (2002), observaron diferencias
en el grado de integridad incluso entre blastdmeras de un mismo embrion después del
calentamiento. Algunos de ellos presentan citoplasmas con numerosas mitocondrias,
ribosomas, vesiculas, microfilamentos y microtdbulos, mientras que otras mostraron claras
sefiales de alteracion (bajo nimero de mitocondrias, abundantes vesiculas con varios tipos
de contenidos y areas vacias). En algunas células, fueron evidentes algunos sintomas de
lisis en los diferentes componentes celulares, tales como, interrupciones en la envoltura

nuclear, cavidades nucleares y mitocondrias rotas.

En bovinos, Mohr y Trouson (1981), concluyeron que la regiones de union entre
blastdmeras resultaron ser muy resistentes a las lesiones provocadas por la congelacion; y
mas adn, una gran proporcion de componentes celulares como el reticulo endoplasmatico
rugoso, microfilamentos y las membranas mitocondriales y nucleares eran estructuralmente
inalteradas por la congelacion/descongelacion. Vajta et al. (1997), afirman que los
blastocistos bovinos sometidos a vitrificacion y posterior calentamiento, sufren un grado de
regeneracion celular que es observado entre las primeras h de re-expansion, y que la
morfologia embrionaria es normalizada a las 24 de iniciado el calentamiento, concluyendo
que la vitrificacion de embriones bovinos PIV, esta caracterizado por un marcado dafio

celular que progresivamente puede ser regenerado.

La criopreservacion mediante la técnica de vitrificacion permite mejorar la supervivencia
embrionaria una vez ocurrido el calentamiento (Vajta et al., 1999); ademas de producir
menos estrés metabdlico en los embriones, da lugar a mejores tasas de desarrollo y a

mayores porcentajes de gestacion tras su transferencia en hembras receptoras (Vieira et al.,
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2002). Sin embargo el grado de dafio producido por la criopreservacion depende de factores
como el tamafio y la forma de las células, la permeabilidad de las membranas asi como de

la calidad y sensibilidad especifica de las blastomeras (Vajta y Kuwayama, 2006).

En resumen, se tiene que la manipulacion de los sistemas de cultivo, mediante la
suplementacion de los medios o el empleo de sustitutos de las fuentes proteicas
convencionales, pueden mejorar la calidad de los embriones, y con ella, la supervivencia in
vitro después de la vitrificacion, contribuyendo a una mejora notable en los resultados de

TE, mediante el empleo de blastocistos vitrificados/calentados.
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MATERIALES Y METODOS




1. Obtencion y maduracion in vitro de ovocitos bovinos
Los ovarios fueron obtenidos después del sacrificio de hembras bovinas mestizas en un
matadero comercial y transportados al laboratorio en un tiempo inferior a 90 min a ~35 °C
en solucion de NaCl al 0,9% suplementada con 1000 UI/mL penicilina G (G1397, Sigma) y

50 mg/mL de sulfato de estreptomicina (S9137, Sigma) en recipientes isotérmicos.

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados tres veces con la misma solucion y a
la misma temperatura anteriormente descrita. Los COC’s, se recuperaron mediante la
aspiracion de los foliculos, con ayuda de una jeringa de 10 mL y una aguja de 18G, y
fueron depositados en un tubo conico de 50 mL (Axigen®, California, EUA) con medio de
lavado TCM-199 Hepes (11150-030, Gibco) y suplementado con 22 mg/L de piruvato
sodico (P4562, Sigma), 50 mg/L de gentamicina (G1397, Sigma), 0,4 g/L de BSA (A6003,
Sigma) y 10% de FCS (F4135, Sigma).

Transcurridos 5 min para permitir la sedimentacion del contenido, se descartd el
sobrenadante y el pellet se depositdé en una placa de Petri de 100 x 15 mm (Falcon®,
Franklin Lakes, EUA), para proceder a la busqueda de los COC’s. Fueron seleccionados
bajo un microscopio estereoscépico (SZX12, Olympus, Japon), aquellos que mostraron
mayor tamafio, al menos tres capas completas de células del cumulus compacto, citoplasma

homogéneo y sin signos de picnosis.

El medio de maduracion empleado fue el TCM-199 (11150-059, Gibco), suplementado con
22 mg/L de piruvato sédico (P4562, Sigma), 50 mg/L de gentamicina (G1397, Sigma), 10
ng/mL de la FSH (Folltropin-V®, Bioniche), 2 pg/mL de 17-B-estradiol (E-2758, Sigma) y
10% de FCS (F4135, Sigma). Los COC’s fueron cultivados en grupos de 20 en microgotas
de 100 pL y cubiertas con aceite mineral (M3516, Sigma) en placas de Petri de 35 x 10 mm
(Falcon®, Franklin Lakes, EUA) e incubadas durante 24 h a 38,5 °C en una atmdsfera con

5% de CO, Yy aire saturado de humedad.
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2. Fecundacion in vitro
Los espermatozoides fueron recuperados mediante la técnica de swim-up (Parrish et al.,
1986). Una vez descongeladas las pajuelas (a 37°C x 30 seg), fueron depositadas en tubos
conicos (Axigen®, California, EUA) con 5 mL de medio TL-Semen y centrifugado (Thermo
Scientific IEC CL10, EUA) a 1000 xg durante 5 min. Se descarto el sobrenanante y al pellet
de 200 pL fue depositado en el fondo de un tubo eppendorf con 1 mL de medio de

capacitacién (Tabla 2) incubandose durante 1 h.

Se recuperaron 800 pL del sobrenadante y se lavaron con 5 mL del medio TL-FIV,
suplementado con 30 pg/mL de heparina (H3149, Sigma), 20 uM de penicilamina (P4875,
Sigma), 10 uM de hipotaurina (H1384, Sima) y 2 uM/mL de epinefrina (E4250, Sigma).
Los tubos fueron centrifugados a 1000 xg durante 5 min. Se descarto el sobrenadante y al
pellet de 100 pL aproximadamente se determinard la concentracion espermatica mediante
una camara de Neubauer o hemocitometro. Los COC’s madurados fueron lavados dos veces
en el medio TL- Semen (Tabla 3) y dos veces en medio TL-FIV (Tabla 4), para luego ser
trasladados a placas de Petri de 35 x 10mm (Falcon®, Franklin Lakes, EUA), en grupos de
20 en gotas de 100 uL de medio TL-FIV y fecundados con una concentracion final de 1 x
10° esperm/mL. Los gametos fueron cultivados durante 17 h, a 38,5°C en una atmésfera con

5% de CO», en aire saturado de humedad.

Tabla 2. Composicion del Medio de Capacitacion Espermatica

Componente Producto, Compaiiia Concentracion
NacCl S 5886, Sigma 100,0 mM
KClI P 5405, Sigma 3,0 mM
NaH,PO,4 S 5011, Sigma 0,3 mM
NaHCO; S 5761, Sigma 25,0 mM
CaCl,.2H,0 C 7902, Sigma 2,00 mM
MgCl, M 8266, Sigma 3,08 mM
Acido lactico (60%) L 4263, Sigma 26,0 mM
Hepes H 6147, Sigma 10,0 mM
Rojo fenol P 0290, Sigma 10 uM
Piruvato sodico P 4562, Sigma 1,05 mM
Gentamicina G 1397, Sigma 50,0 pg/mL
BSA - FAF A 6003, Sigma 6,34 mg/mL
Agua W1503, Sigma

56



Tabla 3. Composicion del Medio TL-Semen

Componente Producto, Compaiiia Concentracion
NaCl S 5886, Sigma 100,0 mM
KCI P 5405, Sigma 3,0 mM
MgCl, 6H,0 M 2393, Sigma 0,4 mM
NaH,PO, S 5011, Sigma 0,3 mM
NaHCO; S 5761, Sigma 25,0 mM
CaCl, H,0 C 7902, Sigma 2,0 mM
Acido lactico (60%) L 4263, Sigma 26,0 mM
Rojo fenol P 0290, Sigma 30 uM
Hepes H 6147, Sigma 10,0 mM
Piruvato sddico P 4562, Sigma 2,0 mM
Gentamicina G 1397, Sigma 50,0 pg/mL
Agua W1503, Sigma

Tabla 4. Composicion del Medio TL-FIV

Componente Producto, Compaiiia Concentracion
NaCl S 5886, Sigma 114,0 mM
KClI P 5405, Sigma 3,0 mM
MgCl, 6H,0 M 2393, Sigma 0,5 mM
NaH,PO, S 5011, Sigma 0,3 mM
NaHCO; S 5761, Sigma 25,0 mM
CaCl, H,0 C 7902, Sigma 2,0 mM
Acido lactico (60%) L 4263, Sigma 12,0 mM
Rojo fenol P 0290, Sigma 30 uM
Piruvato sddico P 4562, Sigma 0,2 mM
Gentamicina G 1397, Sigma 50,0 pug/mL
BSA - FAF A 6003, Sigma 6,0 mg/mL
Agua W1503, Sigma

3. Cultivo in vitro de embriones
La separacion de las células del cumulus y los espermatozoides adheridos a la superficie de
los presuntos cigotos se realizd mediante agitacion mecénica en medio TCM-199 Hepes
(11150-030, Gibco), empleado para la recuperacion de los COC’s aspirados. Los presuntos
cigotos fueron lavados dos veces en el mismo medio y depositados, en grupo de 25-30, en
microgotas de 50 uL de medio mSOFaaci, suplementado con aminoécidos (BME 50x,
MEM 100X, Sigma), citrato (106448, Merck), myo-inositol (17508, Sigma) descrito por
Holm et al. (1999; Tabla 5). Las microgotas fueron cubiertas con aceite mineral (M3516,
Sigma) e incubadas a 38,5 °C en una atmosfera con 5% de CO,, 5% de O, y aire saturado
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de humedad durante 8 d. El medio de cultivo se recambid los d 3 y 6 pos-FIV, empleando

para ello placas nuevas con 50 uL de medio mSOFaaci recién suplementado.

Tabla 5. Composicion del Medio mSOFaaci

Componente Producto, Compaiiia Concentracion
NaCl S 5886, Sigma 110,0 mM
KCI P 5405, Sigma 7,16 mM
KH,PO,4 P5655, Sigma 1.2 mM
MgSO, .7H,0 M 1880, Sigma 0,72 mM
Acido Lactico (60%) L 4263, Sigma 5,0 mM
NaHCO; S 5761, Sigma 25,0 mM
CaCl, .2H,0 C 7902, Sigma 1,78 mM
L-Glutamina G 8540, Sigma 0,2 mM
BME Aminoacidos B 6766, Sigma 10,0 pL/mL
MEM Aminoacidos M 7145; Sigma 10,0 pL/mL
Myo-inositol I 7508, Sigma 2,77 mM
Tri-Sodio citrato dihidratado S 4641, Sigma 0,34 mM
Piruvato sddico P 4562, Sigma 0,727 mM
Gentamicina G 1397, Sigma 50,0 pg/mL
Rojo fenol P 0290, Sigma 30 uM
Agua W1503, Sigma

4. Vitrificacion de blastocistos en fibreplug

Los blastocistos y blastocistos expandidos de dia 7 y 8 de cultivo fueron vitrificados por el
método reportado por Vajta et al. (1998) con ligeras modificaciones. Rapidamente los
embriones fueron transferidos a un medio de mantenimiento (MM), que consiste en TCM
199-Hepes + 20% de FCS. Todos los procedimientos se realizaron a una temperatura
ambiente de 30°C y en una superficie caliente de 41°C. Grupos de 3 a 4 blastocistos fueron
expuestos al MM con 7,5% de etilenglicol (EG; 24204, Riedel-de Haén) + 7,5% DMSO
(D2438, Sigma; solucion de vitrificacion 1, VS1) durante 3 miny luego se pasaron a una
solucion que contiene MM con un 16,5% EG + 16,5% DMSO + 0,5 M de sacarosa (601,
HiMedia) (solucion vitrificadora 2; VS2) durante 30 seg.

Los blastocistos se cargaron en los contenedores fibreplug, a los que, rapidamente, se
pusieron en contacto por varios seg en una superficie de aluminio previamente enfriada,
antes de sumergirlos en N,L. El calentamiento se realiz6, sumergiendo directamente el

fibreplug en un MM con 0,5 M de sacarosa durante 5 min. Posteriormente fueron pasados a
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una solucion menos concentrada de sacarosa 0,25M durante 5 min. Por altimo, fueron
lavados dos veces en MM por 5 min cada uno Yy transferidos a las gotas 50 pL de
mSOFaaci recién suplementado (BSA, 6 mg/mL+ 10% de FCS).

5. Valoracion de los Resultados

5.1. Progresion meidtica de los ovocitos
Para evaluar la progresion meidtica, los ovocitos fueron denudados de sus células del
cumulus mediante agitacion mecanica y fijados en una mezcla de metanol (32213, Riedel-
de Haén)-4cido acético (9507-03, Baker Analyzed) en proporcion 3:1 durante al menos 48
h a 4°C. Luego se procedié a tefiirlos con aceto-orceina (OR00200025, Scharlau) al 1,1%,
evaluando la maduracién nuclear bajo un microscopio de contraste de fases (400X,
Olympus CX31, Japon), clasificandolos segun el estadio meidtico alcanzado en: maduros
(Metafase Il + corplsculo polar) o inmaduros (anafase |, metafase I, condensacion
cromosémica y VG). Aquellos ovocitos que no pudieron ser incluidos en ninguno de los

grupos anteriormente nombrados fueron clasificados como degenerados.

5.2. Evaluacién de la fecundacion in vitro:
La penetracion de los ovocitos, tras 17 h de cultivo con los espermatozoides, fue valorada
mediante la toma de una muestra de ovocitos de las placas de fecundacion, fijandose del
mismo modo que la muestra correspondiente a la maduracion. Los ovocitos tras ser tefiidos
con aceto-orceina, fueron considerados penetrados cuando al menos se observo una cola de
espermatozoide en su citoplasma, y fueron clasificados como:

a.- Normalmente Fecundados (2PN+C): cuando en el citoplasma de los cigotos se
observen 2 prondcleos, uno femenino y otro masculino, y una cola de espermatozoide, o
bien, una cabeza de espermatozoide descondensdndose acompafiada de su cola y de un
prondcleo femenino.

b.- Asincrdnicos: en este grupo, los ovocitos son penetrados solamente por un
espermatozoide, pero se observa alguna alteracion o retraso marcado en la formacion de los

prondcleos, como cabeza del espermatozoide no descondensada o una telofase I1.
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c.- Poliespérmicos (>2PN): cigotos en los que se observen mas de 2 pronucleos en
su citoplasma. Dentro de este grupo se consideraron: cuando en su citoplasma se
observaron méas de dos ponucleos y los dos corpusculos polares, mas de dos cabezas de

espermatozoides descondensandose 0 mas de dos colas.

5.3.Evaluacion de la division y desarrollo embrionario
Todos los embriones fueron observados bajo microscopio estereoscopico (Olympus,
SZX12, Japon). La tasa de divisién embrionaria se evaluo el dia 3 (48 h después de iniciado
el cultivo), tomandose en cuenta para ello el total de embriones de 2 o mas células
obtenidos en relacion al total de ovocitos puestos a fecundar. Tras 7 y 8 d de cultivo, los
blastocistos se separaron del resto de los embriones, para evitar confusion durante el

proceso de vitrificacion.

5.4. Supervivencia embrionaria post-calentamiento
Después de la descongelacion, los embriones fueron lavados dos veces en medio mSOF (6
mg/mL) y cultivados en microgotas de 50 pL de medio mSOFaa (BSA, 6 mg/mL)
suplementado con 10% de FCS, cubiertas con aceite mineral (M3516, Sigma). La

supervivencia embrionaria fue valorada por la re-expansion a las 2, 24 y 48 h.

5.5. Contenido lipidico

Los embriones fueron fijados en 10% de formaldehido en PBS, pH 7,4, durante 2 h a
temperatura ambiente. Después de la fijacion, se lavaron en agua destilada con 0,05% de
PVA (P8136, Sigma) y luego transferidos a gotas de etanol (32221, Sigma) al 50% en agua
destilada. Después de 2 min, los embriones fueron tefiidos en gotas de 1% de Sudan Black
B (S-668, Fisher) (m/v) en etanol (32221, Sigma) al 70% por 1-2 min. Posteriormente,
fueron lavados tres veces en etanol (32221, Sigma) al 50% durante 5 min en cada lavado,
seguido por un lavado de 5 min en 0,05% de PVA en agua destilada. Los embriones tefiidos
fueron colocados en 10 uL de glicerol (G 9012, Sigma) sobre portaobjetos y se observaron
bajo el microscopio dptico (CX31, Olympus) a 600X y fotografiadas (C-5060, Olympus)
con un aumento de 400X.
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Para estimar el numero de gotas lipidicas en el citoplasma de cada embrién, se emplearon
dos metodologias: cuantificacion de gotas lipidicas y el anlisis semicuantitativo de lipidos
(propuestos por Abe et al., 2002 y Sudano et al., 2012, respectivamente), con ligeras
modificaciones. En la primera se empled una rejilla con cinco cuadros de 1,600 pm? (40 x
40), disefiado en el software Image J 1.41 (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD). Cada cuadro fue subdividido por lineas punteadas continuas para alcanzar
una medida de 10 um. Las gotas de lipidos fueron clasificadas como pequefias, medianas y
grandes (< 2 um, 2-6 um y >6 um, respectivamente). EI nimero de gotas fueron contadas
en los cinco cuadros Yy clasificadas en cada embrion. Los datos relativos a la acumulacion

de lipidos se expresaron como nimero de gotas por 1,000 um?.
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Figura 3. Rejilla para la cuantificacién de gotas lipidicas en
embriones teiiidos con Sudan Black B.

Para estimar la abundancia relativa de lipidos, bajo el analisis semicuantitativo, las
imagenes fotografiadas fueron procesadas con el software Adobe Photoshop Actendex. Las
fotografias a color de cada blastocisto, fueron convertidas en imagenes en escala de grises a
las que se le ajustd el brillo y contraste, mostrando una primera medida, en pixels, del area
total; ademas se selecciond el area de interés, también medida en pixels, arrojando una
valor denominado indice de positividad (indice +), determinado por el area de interés/area

total.
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Figura 4. Conversion semicuantitativa del contenido de lipidos bajo el
software Adobe Photo Shop Actendex (400X).

5.6. Tincion de apoptosis
Blastocistos frescos y vitrificados/calentados fueron fijados y tefiidos para determinar
apoptosis mediante TUNEL, segun lo reportado originalmente por Gavrieli et al. (1992),
usando el Kit de deteccion de muerte celular in situ (DeadEnd™ Fluorometric TUNEL
System, G3250, Promega). Los blastocistos fueron lavados tres veces en gotas de 50 pL de
PBS con PVA a 0,1mg/mL durante dos min en cada paso. Posteriormente, fueron fijados en
paraformaldehido (K31076805, Merk) al 4% en PBS a pH 7,4 durante 1 h a temperatura
ambiente. Después fueron lavados tres veces en PBS-PVA. Luego de la fijacion, los
blastocistos fueron permeabilizados con triton X-100 (H5142, Promega) al 0,5% en PBS
durante 40 min, manteniéndose por 2 6 3 semanas en placas nunc a 4 °C en PBS-BSA

(10mg/mL) o usados directamente para la tincion.

Para el procedimiento de TUNEL, los blastocistos fueron lavados en PBS-PVA e incubados
en gotas de 25 pL de la mezcla de reaccion de TUNEL, que contiene 12- desoxiuridina
trifosfato (dUTP) unido a fluoresceina y la enzima transferasa desoxinucleotidil terminal
(TdT) por 1 h a 37 °C en oscuridad. Las muestras fueron lavadas tres veces en PBS-PVA.

Blastomeras intactas fueron tefiidas con 4°,6 diamino-2-fenilindol dihidrocloridro (DAPI,
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D9542, Sigma) (1 pg/mL) en gotas de 25 pL por 10 min en oscuridad. Después fueron
lavados en gotas de PBS-PVA entre 2 y 3 veces.

Después de la incubacion con H,0, (H0904, Sigma) a 100 uM en gotas de 25 pL por 2 h,
el control positivo fue tefiido con el kit de TUNEL, mientras que el control negativo fue
incubado en la solucidn de tincion en ausencia de la enzima transferasa desoxinucleotidil
terminal (TdT). La evaluacion de TUNEL-positivas y el total de células se realiz6 mediante
la evaluacion de cada uno de los blastocistos a través de un microscopio de fluorescencia
(BX40, Olympus) equipado con un filtro de 450-490 nm de excitacion, una barrera de 520
nm de emision, usando un objetivo de 40X. La apoptosis con fragmentacién de los nucleos
se observaron de color verde o rojas usando un filtro de 520 = 20 nm, mientras que los
nucleos normales aparecen como un color azul a 460nm. El indice de apoptosis fue
calculado como la relacion entre el nimero de nicleos TUNEL-positivas/ el nimero total

de nucleos contados.

5.7. Microscopia Electrénica de Transmision (MET)
Los blastocistos se fijaron en una mezcla de glutaraldehido (16220, EMS) al 2,5% y acido
tanico (S25600, Fisher Science Education) al 2% en 0,1 M buffer cacodilat