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RESUMEN
CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES BOVINOS

Con el fin de describir los diferentes meétodos de
criopreservacion de embriones bovinos, haremos una
recopilacion de informacion de varios autores, con lo que
tendremos un documento de discusion acerca del método
mas adecuado y adaptable para nuestra realidad.

Los principales métodos utilizados para la crioconsevacion
de embriones bovinos son, el de congelacion convencional
y el de vitrificacidn, con sus respectivos protocolos vy
variantes. Los dos tiene el mismo fin que es conservar el
embrion el mayor tiempo y con la mayor fertilidad, pero
después de el analisis de dichos métodos se puede
concluir que a pesar de los cambios que se producen a
nivel estructural y metabdlico en el post congelado en
ambos métodos, el de congelacion convencional es el mas
adecuado debido a que se garantiza una accion mas
eficiente de los crioprotectores gracias a la congelaciéon
lenta, lo que no sucede con la vitrificacion por la violenta
congelacion del embrién al entrar en contacto con el
nitrogeno liquido produciendo dafos celulares.

PALABRAS CLAVES: conservacion, vitrificacion,
embriones, congelacion, reproduccion, crioprotectores.
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l. INTRODUCCION

Las posibilidades de aplicacion de la tecnologia in vitro
son multiples y presentan un elevado interés en el caso
del ganado bovino. Las biotecnologias reproductivas se
encuentran actualmente en un estado de desarrollo
avanzado.

La produccion de embriones bovinos producto de
fecundacion in vitro y superovulacion de vacas de alto
merito, son una herramienta que ofrece nuevas
perspectivas para la aceleracion del progreso genético.
Para la obtencién de embriones se requiere de
protocolos de superovulacion, de lavados y de equipos
especiales para la succiéon de ovocitos, en la fertilizacion
in vitro.

La utilizacion de las bajas temperaturas para conservar
los embriones producidas por estas tecnologias se ha
convertido en una herramienta indispensable que
permitira consolidar y aumentar el impacto de estas
tecnologias. La criopreservacion y el almacenamiento de
embriones a bajas temperaturas presentan numerosas
ventajas, tanto desde el punto de vista biolégico como
desde el comercial:

e Permite una reduccion de costes derivados de la
aplicacion de las técnicas reproductivas.

e Facilita una disociacion de todas estas técnicas de la
actividad reproductiva ciclica que presentan las
especies mamiferas de interés, consiguiéndose una

José Teodoro Ochoa 2011
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independencia temporal del estado fisiolégico de los
animales (hembras receptoras, por ejemplo).

e Limita la deriva genética

e Elimina las patologias que normalmente se asocian
al mantenimiento de animales vivos.

e Posibilita la conservacion de razas o especies en
riesgo de extincion mediante la creacion de bancos
de embriones congelados, manteniendo intacto el
patrimonio genético.

La criopreservacion esta influida por un elevado numero
de variables. A pesar de esto, y con independencia del
sistema utilizado, los principios basicos persiguen una
proteccion de las células frente a los principales efectos
perjudiciales del proceso, a saber, formacion de hielo
intracelular, deshidratacion y efecto toxicos de los
crioprotectores.

La congelacion de embriones para su conservacion y
posterior utilizacion es una técnica esencial que tiene
como objetivo almacenar los embriones por largos
periodos de tiempo que nos permitan su posterior
utilizacién, esta técnica nos ayuda a reducir
substancialmente las dificultades logisticas de combinar
la cantidad de vacas o novillas receptoras disponibles,
aprovechamiento de los embriones que nos sobran de
una colecta, optimizaciéon de las receptoras,
simplificacion de movimiento del material genético,
preservacion de estoques genéticos escasos 0
superiores y también la criopreservacion promueve una

José Teodoro Ochoa 2011 10
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mayor adaptacion del producto al medio y mayor
seguridad zoosanitaria. Actualmente existen
metodologias establecidas para la congelacion de os
embriones y que permite la aplicacidon comercial de la
criopreservacion en larga escala para embriones bovinos
producidos in vivo, resultando tasas de gestacion que
varian entre 35 y el 50%, o sea ligeramente inferior a
aquellas obtenidas con embriones en fresco.

La congelacion lenta con etilenglicol usado como
crioprotector ha sido el método mas utilizado para la
congelacion de embriones bovinos producidos en vivo.

|. OBJETIVOS
GENERAL

- Describir la metodologia y los parametros técnicos
involucrados en la criopreservacion de embriones
en bovinos

ESPECIFICOS

- ldentificar los cambios mas importantes en el
proceso de la criopreservacion de embriones.

- Generar informacion para alumnos, profesionales
veterinarios y ganaderos.

. REVISION DE LITERATURA
2.1 CONCEPTO DE CRIOCONSERVACION

La crioconservacion es el proceso en el
cual células o tejidos son congelados a muy bajas

José Teodoro Ochoa 2011 11
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temperaturas, generalmente entre -80°C y -196°C
(el punto de ebullicion del nitrogeno liquido) para disminuir
las funciones vitales de una célula o un organismo y
poderlo mantener en condiciones de vida suspendida por
mucho tiempo. A esas temperaturas, cualquier actividad
bioldgica, incluidas las reacciones bioguimicas que
producirian la muerte de una célula, quedan efectivamente
detenida.

2.2 CRIOCONSERVACION EMBRIONES BOVINOS

Segun Hincapie, J.J.; Brito, R.; Campo, E. 2005. Si el
tiempo que transcurre desde la recoleccion y la
transferencia del embrién, se logra reducir 1 o 2 horas
optimizamos las condiciones de rutina. no es necesario
medios de conservacion, pero para intervalos mayores 6 a
12 horas se requiere usar medios de cultivo.

Sobre las 24 a 36 horas se conservan de 0 a 40C con
porcentajes normales de gestacion (2)

2.2.1 Objetivos de la Crioconservacion

El objetivo principal de la crioconservacion es la
interrupcion del metabolismo por un tiempo determinado
arbitrariamente durante el que los embriones se encuentran
en una anabiosis (estado de vida latente) artificial.
(Gorlach, A, 1998).; dice que, los momentos mas criticos y
sensibles de la crioconservacion es en el momento de la
congelacién y descongelacion, en es instantes suceden
una infinidad de procesos fisico-quimicos regidos por las
diferencias de temperatura y transporte de agua entre las
células y el medio. Sin embargo para mantener sus

José Teodoro Ochoa 2011 12
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caracteristicas originales (metabolismo y capacidad de
crecimiento) se obtiene Unicamente con un crioprotector y
de diferentes protocolos de congelacion. (1)

2.2.2 Importancias (EconOmicas - Zootécnicas),
Ventajas y Desventajas de Embriones Congelados

2.2.2.1 Importancia econémica

Justifican todos los esfuerzos que se hagan en el
mantenimiento de los recursos genéticos de animales
domésticos. En primer lugar, porque contribuyen al
mantenimiento de muchos ecosistemas (aunque también
pueden contribuir a la destruccion de otros si no se
gestiona correctamente. El transporte internacional de un
animal vivo puede costar entre $ 1000 o mas, mientras que
por el mismo precio o menos es posible transportar un
contenedor lleno de embriones congelados (500 — 4000) la
congelaciéon de embriones le da asi a la transferencia de
embriones el segundo valor de mayor importancia en su
aplicaciéon comercial.

2.2.2.2 Importancias Zootécnicas

La ganadera es fundamental para la seguridad alimentaria
y de los medios de vida tradicionales, especialmente en el
mundo en desarrollo. EI ganado proporciona carne, leche,
huevos, fibras, pieles, estiércol utilizado como fertilizante y
combustible, ademas de fuerza de arrastre para el cultivo y
el transporte, y una considerable variedad de otros
productos y servicios. Para gran parte de la poblacion rural
del mundo la cria del ganado es un componente importante
de su forma de vida.

José Teodoro Ochoa 2011 13
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2.2.2.3 Ventajas operativas de embriones congelados
Tiene grandes ventajas sobre los frescos:

e La congelacion del sobrante de embriones sobre
receptoras disponibles, aprovechando todo el
material genético.

e Transferencia simultanea de embriones de
diferentes combinaciones de padres. Esto es
importante para las exposiciones y para las
pruebas de comportamiento.

e Los nacimientos pueden programarse de acuerdo
al manejo de la explotacion.

e Reduccion del lote de receptoras: los embriones
congelados esperan en nitrégeno liquido la
sincronizacion de celos de las receptoras y el
momento Optimo para la transferencia

2.2.2.4 Ventajas comerciales de embriones congelados

e Los embriones congelados, procesados de
acuerdo a las normas sanitarias sugeridas por la
lets., no transmiten enfermedades, por lo tanto
desaparecen las barreras sanitarias haciendo
posible el comercio internacional de embriones.

e Los embriones pueden ser descongelados vy
transferidos en cualquier época del afo y region,
en receptoras adaptadas a los factores climaticos
del lugar.

José Teodoro Ochoa 2011 14
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e EI problema de adaptacibn a elevadas
temperaturas, altitud, ectoparasitos (garrapatas y
moscas) alimentacion y plantas toxicas, etc.
Depende del biotipo adulto seleccionado, para
cada ambiente y sistema de explotacion.

2.2.2.5 Desventajas de embriones congelados

e El indice de gestacion obtenido con embriones
congelados es 10% inferior al de embriones
frescos.

e La otra desventaja es financiera, debemos esperar
como minimo dos afos para que los animales
nacidos de embriones comiencen a producir. No
obstante, esta desventaja se neutraliza cuando
obtenemos crias realmente superiores, ya que los
propietarios originales normalmente no se
desprenden de esos animales, menos aun al
precio que se pagan los embriones.

2.3 TIPOS DE CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES
BOVINOS

En la congelacion convencional, ampliamente difundida,
los embriones alcanzan su equilibrio osmotico antes de
comenzar el descenso de la temperatura |o mantienen
durante el enfriamiento. (Figura. 10) Este, se lleva a cabo
lentamente permitiéndole a los embriones contraerse vy
ceder agua, en respuesta al incremento gradual de la
concentracion de la solucion extracelular. Se han
desarrollado otras técnicas en las que se efectia una
deshidratacion parcial de los embriones sin que estas

José Teodoro Ochoa 2011 15
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alcancen su equilibrio osmotico, ellas son la vitrificacion y
la congelacion ultrarrapida. (Figura 1) En la primera, cuya
dicha deshidratacion ocurre antes del enfriamiento rapido y
en la segunda, durante un breve periodo intermedio de
exposicion de los embriones a temperatura debajo de 0°C.
(Tabla. 4) (5,15)

2.3.1CONGELACION CONVENCIONAL

Segun Mucci, N, et al, 2005. El proceso de congelacién
podria resumirse mencionando que a medida que una
solucion acuosa se enfria por debajo de 0° C disminuye el
movimiento molecular, sobreenfriandose hasta alcanzar
una masa critica de nucleos, momento en el cual se libera
el calor latente de cambio de estado. (Figura. 11) Uno de
los efectos de la cristalizacion en las soluciones acuosas es
remover agua de la solucion, ya que los cristales que se
forman estan compuestos por agua pura, por lo cual la
solucion remanente, que permanece sobreenfriada, se
concentra. De este modo, esta nueva solucidn permanece
liguida hasta que se alcanza, mediante una mayor
extraccion de calor, el nuevo punto de equilibrio de
congelamiento. Este proceso se repite hasta que a una
determinada temperatura, denominada eutéctica o “punto
eutéctico”, la fase liquida remanente y los solutos
solidifican. Mientras que (Serrano, C. MV; Sierra, R. Bact;
Sanchez, J. MVZ, Restrepo, L. Esp.; Olivera, M.
MV.,Dr.Sci.Agr. en 2002). Dicen que la formacion de
cristales de hielo es mayor, Baja concentracion de
crioprotectores: probabilidad de dafio por enfriamiento. Alto
costo: equipo para el descenso controlado de la
temperatura (15,17)

José Teodoro Ochoa 2011 16
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Durante la fase inicial de preenfriamiento, (Diez, C.;
en 2003) los embriones se exponen a la presencia del
crioprotector en una fase que denominamos de
equilibracion. La respuesta inmediata del embrion ante la
presencia de un CP (crioprtector) permeable es una
rapida disminucion de volumen por pérdida del agua
intracelular, hasta que se alcanza el equilibrio. Este
fendmeno se debe a la hiperosmolaridad inicial de la
solucion extracelular y a que los embriones son mucho
mas permeables al agua que a los crioprotectores; la
contraccion se detiene cuando se alcanza el equilibrio
entre la salida de agua y la entrada del CP. A medida
gue el CP penetra en el embridn, éste se expande
gradualmente a causa de una reentrada de agua para el
mantenimiento del equilibrio osmotico. EI momento en
gue se produce esta reexpansion refleja:

e La especie del embridn

e El estadio de desarrollo embrionario.

e El ratio superficie/volumen del embrion.
e El crioprotector utilizado.

e Latemperatura de exposicion.(10)

2.3.2 VITRIFICACION

Proceso fisico mediante el cual la solucion de
criopreservacion, con alta concentracion de crioprotectores
penetrantes y no penetrantes, y el o los embriones en ella
contenidos, alcanzan un estado altamente viscoso debido a
un rapido enfriamiento, sin formar cristales de hielo. (Diaz,
C.; Mufoz, M.; Caamafio, N.; Goémez, 2004.) Todo el

José Teodoro Ochoa 2011 17
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proceso desde el equilibrio hasta la inmersion en nitrégeno
liquido (NL) no requiere mas de 10 minutos.

e No hay formacion de cristales de hielo

e Alta concentracion de crioprotector: mayor probabilidad
de dafio osmatico y por toxicidad .

¢ Bajo costo: enfriamiento directo en N2 liquido (13,11)

Segun Mucci, N, et al, 2005. El embrién esta sometido a
deshidratacion durante el enfriamiento e hidratacion
durante la descongelacion. Para obtener buenos resultados
se deben tomar en cuenta los siguientes factores: (Cuadro.
3)

e volumen de la muestra,

e concentracion de crioprotector,
e método de adicion

e temperatura

e tiempo de equilibrio

¢ solidificacion

e tasa de enfriamiento

e cambios en el volumen (15,10)

2.3.3 CONGELACION ULTRARRAPIDA

Segun Mucci, N, et al 2005. Menciona que. Los
embriones son deshidratados parcialmente como ocurre
en el método estandar, Luego se les deshidrata
nuevamente. Se utiliza una solucion con 2 a 4,5 Molar de
un crioprotector permeable (glicerol, propanediol, DMSO
o etilenglicol), y 0,25 a 0,5 Molar de otro no permeable
(sacarosa, tetralosa, lactosa). (Palma, G.A.; Brem, G en
1993.) Esta segunda deshidratacion deja a los

José Teodoro Ochoa 2011 18
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embriones en condiciones de ser enfriados rapidamente.
Las pajuelas son colocadas en el cuello del termo de
nitrogeno, durante 5 minutos, Posteriormente son
sumergidas al nitrogeno liquido (NL). Los resultados
obtenidos fueron dispares, segun el estadio de desarrollo
del embrién congelado.

Otros autores como Diaz, C, et al, 2004.; destaca que.
La desvitrificacion requiere diluir y retirar el agente
crioprotector antes de transferir el embrién. Las
condiciones de manipulacion (temperatura ambiental -
39°C, temperatura de las soluciones de desvitrificacion -
41°C-, dilucién en soluciones con concentraciones
decrecientes de sacarosa) son dificiles de establecer en
las granjas, extremo muy importante en el caso del
ganado vacuno. (15,5,11)

2.3.4 REFRIGERACION

Algunos autores como Golanch, A 1998. y Palma, G en
2008 coinciden. En los ultimos afos con la transferencia no
quirargica de embriones refrigerados, se obtienen
porcentajes de 44 a 50%.

Los embriones en largo tiempo y a temperatura ambiente
decrecen su capacidad de desarrollo. Por medio de la
refrigeracion a temperaturas de 0 a 4 °C por no mas de 24
horas. Se puede mantener a los embriones en PBS
envasados en pajuelas de 0.25 ml y colocadas en un
refrigerador. Se utiliza hielo y agua para regular el
descenso de la temperatura. La refrigeracion de embriones
puede ser considerada como una alternativa interesante
cuando no sea posible recurrir a la congelacién. (Tabla.3)
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No obstante, a pesar de los buenos resultados y de su
sencillez, en la actualidad ha caido practicamente en
desuso debido a que la congelaciéon convencional se a
convertido en una técnica que si bien es mas costosa,
permite mantener la viabilidad embrionaria por tiempos
ilimitados, con las ventajas practicas que ello trae
aparejado. (1,4)

2.3.5 CRIOPROTECTORES

Segun De la Fuente, J. 2009; habla sobre los
crioprotectores en la actualidad

Grupos de crioprotectores:

1.- De bajo peso molecular y permeables, como:
Etilenglicol, 1-2 Propanodi ol,Glicerol y otros.

- Reemplazan el agua intracelular minimizando la
formacion de cristales.

- Regulan la deshidratacion y protegen la estructura
proteica.

2.- De bajo peso molecular y no permeables , como:
Glucosa, Sacarosa y otros azucares.

- Deshidratan las células antes de la congelacion
minimizando la formacién de cristales.
- Estabilizan la estructura de la membrana.

3.- De alto Peso molecular no permeables, como:
Polivinilpirrolidona, Polivinil alcohol y otros polimeros como
el Ficol.
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- Protegen en congelacion/descongelacion alterando
el tamano y la forma de los cristales. (8)

Mientras que Colazo, M.G.; Mapletoft, R.J.; en 2007 dice
gue. Los criprotectores mas permeables como el glicerol
permiten la llamada “transferencia directa” se transfiere el
embrion sin tener que remover el crioprotector, el embrién
es descongalado y depositado en el atero. Con una tasa de
prenez de 58%. (7)

2.4 PROTOCOLOS Y CURVA

24.1 CONGELACION CONVENCIONAL DE
EMBRIONES.

Segun Neira, J. 2008. Los pasos generales durante el
proceso de congelacion-descongelacion de embriones
pueden resumirse de la siguiente manera:

1.Colocar el embrion en medio de congelacion (PBS +
0.4% de BSA + 10% de Ethilene glycole (1.5 Molar) a
temperatura de laboratorio y esperar de 10 a 15 minutos.

2.Realizar el montaje del embrion en la pajilla de empaque
e identificarlo.

3.Enfriar la pajilla hasta -6°C a una rapidez de 5°C por
minuto.

4.Inducir la cristalizacion y esperar de 5 a 10 minutos; la
induccion de la cristalizacion se realiza, con una pinza
metalica que sujete un copo de algodén, el cual se
deposita previamente en nitrogeno liquido por 30
segundos y después se toca la porcion de la pajilla en
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donde se encuentra el embrion, logrando asi acelerar el
paso de liquido a sdlido.

5.Enfriar a velocidad de 0.3 a 0.6°C por minuto hasta -30 0
35°C.

6.Colocar la pajilla en nitrdgeno liquido y almacenar. (3)

2.4.1.1 Exposicion de los embriones a las
soluciones de congelacion.

Autores como, Mucci, N, et al, 2005. Dice que. Los
embriones son congelados generalmente en una
solucion salina tamponada fosfato (PBS) suplementada
con proteinas o macromoléculas (suero bovino, albumina
bovina (BSA)), a la cual se le adiciona sustancias
denominadas crioprotectoras, que modifican el
comportamiento fisico de la solucion y protejen a las
células de los dafos asociados al descenso téermico.
Figura. 9 Estas sustancias pueden penetrar o no la
membrana plasmatica de las células embrionarias
(crioprotectores penetrantes y no penetrantes,
respectivamente), y en esta metodologia se utilizan en
concentraciones que no superan 2 Molar. Los agentes
penetrantes pueden reemplazar el agua intracelular
antes del enfriamiento, lo cual en combinacion con una
tasa de descenso térmico lenta y controlada, reducirian
los cambios de volumen celular y minimizarian la
cristalizacion intracelular. Los crioprotectores no
penetrantes ejercen su accion a través de un aumento
en la osmolaridad de las soluciones de criopreservacion,
promoviendo la deshidratacion celular y disminuyendo
entonces la formacion y el tamarfio de los cristales de
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hielo. (Palma, G.A 2008) En los ultimos afos, se ha
intentado eliminar las macromoléculas de origen animal
de las soluciones de criopreservacion, reemplazandolas
por alcohol polivinilico o hialuronato de sodio, con el fin
de prevenir problemas sanitarios y favorecer el comercio
de embriones asi conservados. Sin embargo, los
resultados no han sido muy alentadores por lo cual es
necesario seguir investigando el impacto de estos
elementos sobre la sobrevida poscriopreservacion. (15)

2.4.1.2 Envasado de los embriones.

Segun Palma, G.A.; Brem, G 1993. Dice que en la
actualmente el elemento mas utilizado para contener los
embriones, tanto para la criopreservaciéon como para su
transporte y/o transferencia a una hembra receptora, lo
constituye la pajuela de plastico de 0,25 ml de
capacidad. (Mucci, N, et al, 2005).Existen diversos
modos de cargar las pajuelas, pero en la mayoria, el o
los embriones se encuentran contenidos en una columna
de 0,5 a 2 centimetros de solucién de congelaciéon
separado de otras columnas, ya sean de PBS con suero
0 soluciones con sacarosa como en el método One-Step
(Leibo, 1984) (descripto mas adelante), separadas por
burbujas de aire. (Cuadro. 8).

En general, las pajuelas una vez cargadas son selladas en
su extremo abierto con alcohol polivinilico. (Figural). (15,5)
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2.4.1.3 Enfriamiento inicial.

Se efectua mediante la introduccion de los embriones
envasados en la criocamara de una maquina
congeladora programable. Figura. 8 (Mucci, N, et al
2005). Asi, la muestra se enfria desde la temperatura de
equilibramiento hasta alrededor de -7 °C. Cuadro. 6 (15)

2.4.1.4 Induccion de la cristalizacion o “seeding”.

Segun Mucci, N, et al 2005. Comentan que se debe
efectla luego de 5-7 minutos de introducidas las
pajuelas en la criocamara, tocando el extremo de las
pajuelas con un elemento metalico enfriado en N,
liquido. (Palma, G.A.; Brem, G 1993), Con este
procedimiento se evita un sobreenfriamiento excesivo de
la solucién y por lo tanto, se reduce el cambio de
temperatura producido por la liberacion del calor latente
de cambio de estado. (15)

2.4.1.5 Descenso térmico lento y controlado.

El descenso térmico se efectta utilizando maquinas
congeladoras programables, desde la temperatura en la
cual se induce el “seeding” hasta -30 a -40 °C segun lo
descripto por (Palma, G.A.; Brem, G 1993), y a tasas
comprendidas entre —0,3 y -0,5 °C/minuto. De este modo
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se logra una deshidratacion celular suficiente como para
minimizar la cristalizacion intracelular. Mucci, N, et al
2005. (15,5)

2.4.1.6 Descenso térmico rapido.

Alcanzada la temperatura de -30 a -40 °C las pajuelas se
introducen directamente en N, liquido. De este modo se
alcanza, junto con el descenso térmico lento, una
formacion controlada de cristales de hielo en la solucion
de congelacion, determinando finalmente la vitrificacion
del embrién y del medio que inmediatamente lo rodea
(Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem, G 1993). (15)

2.4.1.7 Almacenamiento en N; liquido.

Segun lo descrito por José C. Segura-Correa, Rubén C.
Montes-Pérez.; 2001. Se efectia en contenedores
(termos) de N liquido a -196 °C. no se producen dafos
en intervalos de tiempo abarcables (20 afos), pero si se
producen dafios a través de radiaciones extrafas, en
tiempos mas prolongados (milenios). Sin embargo el
almacenamiento indefinido sin peligro de sufrir dafio
siempre y cuando haya nitrogeno en el tanque.

Cuando se evapora el nitrégeno, el frio de vaporizacion
gue actua como regulador de la estabilidad de la
temperatura faltaria y los embriones se mueren. (Mucci,
N, et al, 2005.; Gorlach, A, 1998.) El almacenamiento de
embriones permitiria que una linea o raza se
reconstituyera en una sola generacion, mientras que el
almacenamiento de semen necesitaria de varias
generaciones de retrocruzas. (Figura 2) (12,15,1)
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by

2.4.2DESCONGELACION.

Se han desarrollado protocolos estandares de
descongelacion, de uso ya comun para cada uno de los
diferentes métodos de criopreservacion. De esta manera
se extraen las pajuelas con los embriones congelados
del nitrégeno liquido, se mantienen 15 segundos en el
aire y a continuacion otros 15 segundos en agua caliente
a 30 °C donde descongelan. Después de esto se secan
las pajuelas, se quita el baston o tapdn rotulado y, segun
la técnica de congelacion seguida, se someten a una
manipulacién previa (dilucién de la glicerina) o, si son
embriones conservados en etilenglicol, se transfieren
directamente. (15,1,18)

2.4.3 EXTRACCION DE LOS CRIOPROTECTORES

Luego de la congelacion-descongelacion, la mayoria de
los agentes crioprotectores deben ser extraidos de los
embriones antes de ser transferidos a hembras
receptoras o colocados en cultivo. (Mucci, N, et al 2005.;
Palma, G.A.; Brem, G 1993), (Cuadro. 9) Esto debe
efectuarse porque si al momento de la descongelacion,
las células cargadas de crioprotectores son expuestas,
por ejemplo, a una solucion de PBS isosmolar respecto
de las células en condiciones normales o al tracto
reproductor femenino, debido a que el agua difunde mas
rapido que estos compuestos a través de la membrana
plasmatica, las células se desintegrarian por el shock
osmatico. Por este motivo, se recurre a la rehidratacion
del embrion mediante pasajes a través de
concentraciones y osmolaridades decrecientes del
crioprotector utilizado. (Cuadro. 8) Otra alternativa es
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emplear sustancias no penetrantes como la sacarosa
(buffer osmoético) cuya osmolaridad sea igual o
ligeramente inferior a la alcanzada con el crioprotector
penetrante utilizado, lo cual disminuye la entrada de
agua mientras se produce la salida del crioprotector
penetrante. (15,5)

2.4.3.1 Métodos para extraccion de crioprotectores
2.4.3.1.1 Método Estandar

Segun Gorlach, A 1998. La congelacion de embriones
de bovinos utilizando glicerol como crioprotector es el
método mas difundido actualmente “método estandar”.
Este método garantiza los resultados de las
transferencias bastante estables.

La crioproteccion, preparasicion y criopreservacion delos
embriones se describen a continuacion: los embriones
se mantienen con crioprotectores (medio de glicerol) a
temperatura ambiente durante 10m a 15 minutos y se
aspiran en las pajuelas. (Palma, G.A 2008) Las pajuelas
se sellan con un tapon rotulado (stick).

El congelado se realiza a temperaturas + 6°C. El
descongelado se realiza de la siguiente manera (15
segundos en el aire, 15 segundos en agua caliente a
30°C) hasta que seque la pajuela, el extremo abierto de
la pajuela se coloca perpendicular y algo inclinado sobre
la placa de petri y se corta el tapén de algoddn, saliendo
el embrion en el medio del crioprotector en la placa de
petri. (Cuadro. 10)

2.4.3.1.2 Méetodo one-step.
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El método "one step" representa una gran ventaja
practica dado que posibilita transferir embriones
congelados a campo de manera similar a lo que ocurre
con la inseminacion artificial. (Mucci, N, et al 2005.;
Palma, G.A.; Brem, G 1993), No obstante, cuando el
glicerol es extraido dentro de la pajuela, la viabilidad
embrionaria puede ser afectada si no se logra una
mezcla homogénea de las distintas soluciones. (15,5)

Segun D Luca, L. 2002. Se va a realizar de la siguiente
manera:

1. Seleccion del embrion. Separar morulas de
blastocistos.

2. Lavar 10 veces con una solucion de Dulbecco
modificado, con 10% de suero fetal bovino.

3.  Morulas: sumergir durante 10 minutos el embrion en
una solucién de Dulbecco, con 1,5 molar de glicerol, mas
0,1 molar de sucrosa. Blastocistos: sumergir durante 10
minutos el embridn en una solucién de Dulbecco, con 1,5
molar de glicerol, mas 0,2 molar de sucrosa.

4. Tomar una pajuela de 0,25cc y cargar en ella el
embrién en el siguiente orden:

a) 1ra.columna de Dulbecco con suero fetal al 10%.

b) 2da.columna, pequeia burbuja de aire.

c) 3ra.columna de Dulbecco con medio de congelacion.
d) 4ta.columna, pequeia burbuja de aire.

e) 5ta.columna, cargar el embrion en su medio.
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f) 6ta.columna, pequena burbuja de aire.

g) completar el resto de la pajuela con medio de
congelacion.

5. Llevar los embriones a la congeladora con una
temperatura de entre -6°C a -7°C, donde permaneceran
10 minutos en stand by.

6. A su término tocar la pajuela a la altura de la 3ra.
columna con una pinza hemostatica, previamente
sumergida en nitrogeno liquido para que alcance en su
extremo los -196°C. Este método (Seeding) evitara la
muerte del embridn por sobrefusion.

7. La corrida de temperatura sera de 0,5°C por minuto
hasta alcanzar los -35°C, momento en que se introducira
la pajuela en nitrégeno liquido (Plunging)

8. DESCONGELAMIENTO: Previa revision de las
receptoras para determinar si existe cuerpo luteo apto,
proceder en el siguiente orden:

a) tomar la pajuela con una pinza y exponerla a
temperatura ambiente durante 1 segundo.

b) sumergir la pajuela en agua a 35°C durante 1
minuto.

c) Sacar la pajuela del agua y secarla prolijamente,
SIN AGITARLA.

d) cortar el extremo con un cutter especial evitando
agitarla.
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e) cargar la pajuela en la pipeta de transferencia e
implantar el embrion sobre el cuerno en que se
presenta el cuerpo luteo. (9)

2.4.3.1.3 Método de transferencia directa

Segun. Palma, G.A.; Brem, G 1993. Describen que
considerado los inconvenientes del método anterior
descrito, surgio la necesidad de encontrar nuevas
alternativas para la transferencia a campo. Actualmente,
el método de transferencia directa permite descongelar
el embrion y transferirlo prescindiendo de la extracciéon
del criopreservante. Existen dos variantes de este
método, en una, el embridn es expuesto a una solucion
de glicerol y sucrosa previo a la congelacion. Ello
provoca una deshidratacion extrema del embrion con
una reduccion de su volumen de alrededor del 40% al
final del periodo de estabilizacion, 1o que evita el shock
osmotico post-descongelacion . en consecuencia, estos
embriones la congelacion lenta puede ser detenida antes
(a -25 °C) dada que no hay riesgo de formacion de
cristales durante la congelacion rapida. La sucrosa esta
involucrada en el transporte activo de iones, mecanismo
gue es controlado por el sistema Na*k*ATPasa, el que
inhibido por el glicerol. Por lo tanto, ese considera que la
presencia de sucrosa en el medio de congelacion
permitiria a los embriones, restablecer el potencial de
equilibrio quimico durante loa descongelacion. Ademas,
la sucrosa, al igual que otros carbohidratos, preserva la
integridad estructural y funcional de las membranas.
(Mucci, N, et al, 2005). Esto explicaria los resultados
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beneficiosos obtenidos suplementando el medio de
congelaciéon con un 20% de rafinosa.

En la otra variante del método de transferencia directa,
se reemplaza el glicerol por etilenglicol, crioprotector que
tiene un menor peso molecular que el glicerol y por lo
tanto, resulta mas permeable con lo que provoca
pequefios cambios de volumen celular. Al momento de
envasar el embrion, se incluyen dos columnas de PBSS
en la pajuela para facilitar la remocion del etilenglicol
desde el embrion y disminuir la cantidad de
crioprotectores transferida al Utero de la receptora,
permitiendo reducir efectos locales en el ambiente
uterino. (15,5)

2.4.2 PROTOCOLO DE VITRIFICACION DE
EMBRIONES

Segun Martinez, A. 2006. Describe que todas las
soluciones utilizadas en los protocolos criopreservacion se
realizaron en una solucion base consistente en DPBS
combinado con 10% de SFB y 1% de AA. En todos los
tratamientos los embriones fueron cargados
individualmente en pajuelas de 0,25 ml (IMV, L'Aigle,
Francia). Una vez criopreservados los embriones fueron
almacenados en nitrogeno liquido durante 6 a 12 meses
hasta la transferencia. Segun (Restrepo, G., M.Sc,
Vasquez, N., M.Sc.; 2009). Dice que la desvitrificacion se
realiza de la siguiente manera. Pajilla fue retirada desde el
nitrogeno liquido y expuesta al aire por 3 segundos, para
luego sumergir su extremo mas delgado en 1.2ml de un
primer medio de devitrificacion (D1) compuesto por TCM-
199 Hepes con 20% de SFB y 0.25M de sucrosa. Los
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oocitos fueron expelidos en el medio a 39°C durante 5
minutos. Después fueron transferidos a una segunda
solucion de desuvitrificacion (D2) compuesta por TCM-199
Hepes con 0.15M de sucrosa, durante 5 minutos a 39°C,
para luego ser expuestos a solucion EQ durante 5 minutos
a 39°C. (13,16)

Las caracteristicas generales de la vitrificacion de
embriones son las siguientes:

e Descenso ultrarapido de la temperatura.

e Utilizacion de crioprotectores en altas
concentraciones.

e Muestra vehiculizada en un pequefio volumen de
solucion, lo cual posibilita aumentar la tasa de descenso
térmico y/o disminuir la concentracion de crioprotectores.
(11)

Los pasos generales en la vitrificacion-
calentamiento de embriones pueden resumirse de la
siguiente manera:

2.4.2.1 Exposicion de los embriones a las
soluciones de vitrificacion.

Segun Palma, G.A.; Brem, G 1993. Describen que las
soluciones de vitrificacion estan formuladas con una
combinacion de crioprotectores (penetrantes y no
penetrantes), un soporte liquido (PBS o medios mas
enriguecidos como el Tissue Culture Medium (TCM)
199), y macromoléculas (suero, BSA, etc.). contienen
altas concentraciones de agentes crioprotectores (5a 7
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M) De este modo, se han obtenido resultados
interesantes utilizando BSA, o alcohol polivinilico. (Figura
6) Utilizando exitosamente ciertas proteinas
anticongelantes de peces en las soluciones de
vitrificaciébn en embriones bovinos y ovinos, asi como de
origen vegetal. (5)

2.4.2.2 Envasado de los embriones en
recipientes apropiados y en pequefios volumenes.

En la mayoria de los trabajos publicados se han utilizado
pajuelas de 0,25 ml de capacidad. La conservacion de
ovocitos y embriones en peguefios volimenes, se han
utilizado exitosamente grillas de microscopia electrénica.
(Mucci, N, et al.; Palma, G.A.; Brem, G 1993), También
se ha descrito la vitrificacion de ovocitos y embriones,
descargando estas estructuras suspendidas en una gota
de solucidn de vitrificacion directamente en N, liquido,
sin usar ninguno de los elementos de contencién
descriptos anteriormente. (15,5)

2.4.2.3 Descenso ultrarapido de latemperatura
(vitrificacion).

Este procedimiento puede llevarse a cabo, dependiendo
del protocolo adoptado, en un solo paso introduciendo el
soporte del embrién directamente en N, liquido, o en dos
pasos, enfriandolo previamente durante un corto tiempo en
los vapores del mismo. (Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A;;
Brem, G 1993), (Figura. 7) La introduccion de las pajuelas
de 0,25 ml conteniendo soluciones de vitrificacion en N
liquido permite alcanzar tasas de descenso térmico del
orden de los 2.500° C/minuto. Arav et al. (1998) disefiaron
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un dispositivo (VIT-MASTER®, IMT, Israel) mediante el cual
la temperatura del N, liquido es reducida hasta —210° C
aplicando presion negativa. Esto permite aumentar la tasa
de descenso térmico principalmente en la parte inicial del
enfriamiento (desde 20 hasta —10° C) siendo, seis, cuatro o
dos veces mayor que utilizando pajuelas de 0,25 ml. (15,5)

2.4.2.4 Calentamiento rapido de los embriones hasta
temperaturas fisioldgicas.

Segun autores como (Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A;
Brem, G 1993). Coinciden que, el agua vitrificada
mantiene la misma distribucion idnica y molecular que en
estado liquido, por lo cual, si al calentar la muestra el
movimiento molecular no se recupera rapidamente,
existe el riesgo que se establezcan los procesos de
nucleacion homogénea o heterogénea, asi como de
crecimiento a partir de pequefos nucleos formados
durante la vitrificacion. Por este motivo, durante el
calentamiento, se necesita alcanzar altas tasas de
ascenso térmico. observaron que los mayores
porcentajes de sobrevida embrionaria se obtuvieron
cuando el calentamiento se efectu6é de modo rapido
(2500° C/minuto). En la practica, estas tasas se logran
introduciendo la pajuela en un bafio Mariaa 20°C o a
temperaturas comprendidas entre los 30 y 39° C durante
pocos segundos. (15,5)

2.4.2.5 Extraccion de los crioprotectores.

Segun. Diez, C. 2003. Dice que, una vez calentadas las
pajuelas, los crioprotectores penetrantes deben ser
retirados de los embriones, e inmediatamente, estos deben
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rehidratarse. Por ello, se debe utilizar un buffer osmatico,
en una concentracion suficiente para alcanzar una
osmolaridad ligeramente inferior a la de la solucion de
vitrificaciéon. Este buffer (sacarosa), puede o no estar
contenido en la misma pajuela. utilizaron un medio con
sacarosa 1 M. La sacarosa previno el rapido influjo de agua
al embriéon y la muerte celular. En un placa con una
solucion de TCM 199 + 1 M de sacarosa a 15° C. En
ambos experimentos, se obtuvieron aceptables tasas de
sobrevida embrionaria.

Mientras que (Calderon, V. 2005). Nos explica que la
vitrificacién produce fendmenos de degeneracion celular en
el embridn con relaciéon a embriones no vitrificados, pero
gue no parecen afectar a los indices de gestacion con
relacibn a un sistema clasico de congelacion lenta
(34). Método Open Pulled Straw (OPS;)

Las ventajas que ofrece el sistema OPS (Método Open
Pulled Straw) son:

e Altas velocidades de enfriamiento y
calentamiento. Los cambios de temperatura en
este sistema son hasta 10 veces mas rapidos que
en el sistema clasico de vitrificacion, con pajuelas
estandar. Las razones para que se produzca este
hecho son: (Cuadro 4)

e El reducido volumen de solucién que tiene cabida
en las pajuelas OPS (0,5 mlvs5 ml en las
pajuelas normales).

e El| contacto directo entre la fuente de frio o de
calor.
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e La delgadez de la pared de las pajuelas OPS.

e Rapido y facil cargado de los embriones en las
pajuelas.

e Menos riesgo de lesiones de la zona pellcida,
fenbmeno muy corriente cuando los embriones
son enfriados o calentados muy rapidamente. (
Cuadro. 5)

e Dilucion inmediata de los agentes crioprotectores
durante el proceso de calentamiento. (10,6)

2.5 SOBREVIDA EMBRIONARIA
POSCRIOPRESERVACION EVALUADA IN VITRO

La sobrevida embrionaria poscriopreservacion puede
ser evaluada in vivo mediante su transferencia a hembras
receptoras previamente sincronizadas, o mediante su
cultivo in vitro. Dentro de esta ultima metodologia, se
pueden tener en cuenta variables tales como la
reexpansion del blastocele y/o la protrusion (eclosion)
fuera de la zona peldcida, la fijacidon a una monocapa de
células en cocultivo. (Tabla. 1)

las alteraciones celulares (muerte celular o lesiones de
membrana), el nimero de células embrionarias totales, la
morfologia y el metabolismo entre otras. (5)

2.6 EFECTO DEL DESCENSO TERMICO SOBRE
LAS ESTRUCTURAS CELULARES.

2.6.1 Crioinjurias.

Segun Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem, G 1993.
En la actualidad ningun protocolo de congelaciéon o
vitrificacion disponible garantiza la total integridad de las
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estructuras asi preservadas. No importa “cOmo” los
embriones sean criopreservados, “siempre alguno
muere”. (Tabla. 2)

Durante la criopreservacion, los embriones estan
expuestos a diversos tipos de injurias, las cuales son
dificiles de considerar por separado ya que en muchos
casos operan en conjunto. Las crioinjurias podrian
deberse a: (15,5)

2.6.1.1 Formacion de hielo intra o extracelular.

Durante, (Serrano, C. MV et al, 2002). El proceso de
criopreservacion, la formaciéon de hielo intracelular puede
deberse a tasas de descenso térmico muy altas. Por ello
el agua endocelular no tiene tiempo suficiente para
alcanzar el medio extracelular, se sobreenfria, alcanza la
temperatura de nucleacion y finalmente se cristaliza
dentro del citoplasma. La tasa de ascenso térmico
durante la descongelacion y calentamiento no es rapido
es posible se produzca hielo intracelular como
consecuencia de la temperatura de nucleacion, o por
crecimiento de pequefios cristales generados en el
enfriamiento.

La propagacion de cristales se establece mediante un
proceso denominado “nucleacion catalizada por
superficie” sostiene que la rpopagacion de hielo
intracelular se propaga atravez de uniones intercelulares.
Otros autores (Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem,
G 1993), sostienen que durante la criopreservacion se
generarian fuerzas suficientes como para producir
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pequeias lesiones en la membrana plasmatica donde se
propaga el hielo.(17, 15, 5)

2.6.1.2 Aumento o0 disminucion excesiva de
volumen celular por efecto osmatico.

La adicidn o extraccion de las sustancias crioprotectoras,
asi como el propio proceso de congelacién (efecto de
solucion), producen cambios de volumen en las células
embrionarias que, dependiendo de su magnitud, pueden
afectar su sobrevida poscriopreservacion. (Serrano, C.
MV; Sierra, R. Bact; Sanchez, J. MVZ; Restrepo, L. Esp.;
Olivera, M. MV.,Dr.Sci.Agr. 2002). La disminucion del
volumen celular por una pérdida importante de agua
puede determinar modificaciones en la composicion del
medio intracitoplasmico. Segun (Mucci, N, et al 2005.;
Palma, G.A.; Brem, G 1993), respecto al aumento
excesivo de volumen, pareciera ser critico el manejo de
los embriones inmediatamente después de la
descongelacion o el calentamiento. La alta concentracion
de crioprotectores intracelulares puede determinar que
las células embrionarias incorporen agua y aumenten
excesivamente de volumen, pudiendo daiar estructuras
internas o bien desintegrarse por completo. (17, 15, 5)

2.6.1.3 Efecto toxico del crioprotector.

Segun Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem, G 1993,
dicen que el citoesqueleto constituye una compleja red
de filamentos proteicos, extendidos a través del
citoplasma, que coordinan la organizacion vy el
movimiento intracitoplasmico. Sin embargo, los
elementos que lo constituyen presentan un
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comportamiento inestable, en donde las subunidades
gue lo componen se encuentran en constante recambio.
Aunque los crioprotectores son necesarios para
minimizar los dafios que puedan ocurrir durante la
criopreservacion, segun estos compuestos pueden
también tener efectos nocivos sobre los embriones por
toxicidad quimica. Este autor sostiene que el dafio se
produciria por una alteracion en la organizacion de los
filamentos que componen el citoesqueleto, que
culminaria con una despolimerizacion de los mismos.

Otras alteraciones asociadas (Serrano, C. MV; Sierra, R.
Bact; Sanchez, J. MVZ; Restrepo, L. Esp.; Olivera, M.
MV.,Dr.Sci.Agr, 2002) con la adicion de sustancias
crioprotectoras son el aumento del espacio perivitelino,
el aumento de tamano mitocondrial y la presencia de
vacuolas dentro de las mismas, asi como la aparicion de
signos de degeneracion nuclear. (15, 5, 17)

2.6.1.4 Alteraciones de las membranas celulares.

Las membranas celulares (plasmatica y de organelas)
son adversamente afectadas por efecto osmaotico
durante los procesos de criopreservacion y su lesion
constituye uno de los indicadores mas importantes de
muerte celular. Cuando el contenido de agua intracelular
disminuye por debajo de 10-20%, los componentes
celulares permanecen muy juntos entre si, pudiendo
determinar que las membranas pasen de un estado gel
de tipo laminar, a uno hexagonal de fase II, aunque este
proceso también puede producirse por efecto directo del
frio. (Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem, G 1993)
En este estado, formado por pequeios cilindros de agua
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rodeados por fosfolipidos, las membranas celulares
pierden la capacidad para llevar a cabo la mayoria de
sus funciones. Otra causa por la cual las membranas
pueden ser dafiadas la constituye la formacion de hielo
intracelular. (15,5)

2.6.1.5 Fractura embrionaria o de la zona pelucida.

Este tipo de lesiones, probablemente se produzcan
debido a diferencias en la expansion de los cristales de
hielo lo cual generaria cambios irregulares de volumen
en los medios de criopreservacion durante un rapido
cambio de fase durante la congelacioén convencional mas
del 50% de los embriones pueden ser fisicamente
dafiados si las tasas de descenso-ascenso térmico
durante la congelacion-descongelacion no son
adecuadamente ajustadas. La utilizacion de elementos
flexibles (pajuelas plasticas) para contener los embriones
durante la criopreservacion permite amortiguar los
cambios de volumen de la solucion. (Mucci, N, et al
2005.; Palma, G.A.; Brem, G 1993) Durante la
vitrificacion-calentamiento, al no producirse cambios de
fase, la incidencia de este tipo de crioinjuria es menor.
Esta lesion es mas frecuente durante el calentamiento, y
se produciria por el rapido pasaje a través de la
temperatura en la cual se forma la fase vitrea (-110 a -
135°C). (15,5)

2.5.1.6 Otras crioinjurias.

Si bien los mecanismos descriptos estan bien
documentados, estos podrian no ser los unicos por los
cuales se produciria dafio celular. Morris (2000)
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menciona que durante la congelacion, los embriones
rara vez toman contacto directo con los cristales de
hielo, permaneciendo en la fraccién no congelada, donde
son expuestos a diversos tipos de estrés fisico, tales
como:

u Dano mecanico como consecuencia de la formacion
de burbujas debido a un aumento de gas soluble.

= Alteracion en los procesos de difusion y Osmosis,
producto de un aumento de la viscosidad.

. Desnaturalizacion proteica, debido a cambios de pH.

Toxicidad de crioprotectores

Lesion por el “superenfriamiento”.

o Dafios fisicos a la membrana por cristales
extracelulares formados durante el enfriamiento.

Toxicidad por la concentracion de electrolitos.

Formacion y crecimiento de cristales intracelulares
lesivos para la membrana u organelas citoplasmaticas.

Fracturas celulares.

Lisis por las diferencias en la Osmolaridad dentro y
fuera de la célula (Serrano, C. MV, Sierra, R. Bact;
Sanchez, J. MVZ; Restrepo, L. Esp.; Olivera, M.
MV.,Dr.Sci.Agr, 2002). (15, 5, 17)
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2.6.2 RESPUESTA CELULAR ANTE LAS
CRIOINJURIAS

La criopreservacion representa un desafio para las
estructuras biolégicas, lo cual puede generar distintos
tipos de respuesta celular, ya sea a nivel estructural,
ultraestructural o metabdlico, determinando en muchos
casos la muerte celular. (15)

2.2.2.1 Cambios estructurales y ultraestructurales
relacionados con la criopreservacion

Mucci, N, et al 2005. demostraron que la
criopreservacion estaba asociada con alteraciones
morfoldgicas. Estos autores pudieron observar dafios en
la zona pelucida, irregularidades en el ordenamiento
espacial de las células embrionarias, restos celulares en
el espacio perivitelino y defectos a nivel citoplasmico que
daban el aspecto de espacios vacios.

Mucci, N, et al 2005.; Palma, G.A.; Brem, G (1993),
Estos autores observaron que luego de la congelacién-
descongelacion, los embriones presentaron un
agrandamiento del espacio perivitelino, disminucion del
tamano celular, dafios en las microvellosidades y
presencia de detritus celulares y gotas lipidicas en el
espacio perivitelino. En cambio, en los embriones
bovinos producidos in vitro, observaron una mayor
cantidad de gotas lipidicas, microvellosidades mas
esparcidas, mitocondrias de aspecto redondeado con
crestas transversales o periféricas, o alargadas con
crestas transversales, presencia de nucleos con signos
de degeneracion, detritus celulares en el espacio
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perivitelino e inclusive en el blastocele.
Poscriopreservacion, la mayoria de estos embriones
perdieron su aspecto circular, fue imposible distinguir
morfologicamente las células trofoblasticas de las
pertenecientes a la masa celular interna asi como las
uniones celulares y las organelas, y fue posible observar
gotas lipidicas y severas alteraciones en la membrana
plasmatica.

Desde el punto de vista (Gorlach, A 1998.) de la
estructura del embrién, se ha observado que el recuento
de células totales es menor luego de los procesos de
congelacién-descongelacion vy vitrificacion-
calentamiento, junto a la aparicion de detritus celulares
en el espacio perivitelino. (15,5,1)

2.6.2.2 Cambios metabdlicos asociados a la
criopreservacion

Se han informado cambios importantes en embriones
criopreservados producidos tanto in vitro como in vivo,
observandose por lo general, una disminucion en el
consumo Y utilizacion de los nutrientes. Luego de la
congelaciéon-descongelacion, los embriones producidos
in vitro reducen un 50% la produccion de CO, a partir de
glucosa y ésta disminucion es particularmente marcada
en los embriones de inferior calidad. En los embriones
producidos in vivo, no se encontraron diferencias,
excepto en aquellos de baja calidad.

Otro cambio metabdlico asociado con la criopreservacion
de embriones bovinos producidos in vitro lo constituye la
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disminucion en la sintesis de ADN, independientemente
del crioprotector utilizado.

De acuerdo a lo descripto, los cambios metabdlicos
asociados a la criopreservacion probablemente se
relacionen con alteraciones ultraestructurales como las
mencionadas previamente, lo cual modificaria las vias
fisiolégicas de metabolizacion de nutrientes pudiendo
evidenciarse a traves de una disminucion en su
consumo. (1,15,5)

. CONCLUSION

En la actualidad, la congelacién convencional constituye
la Unica metodologia utilizable en programas de
criopreservacion de rutina, principalmente en aquellos
que involucran la conservacion de embriones producidos
in vivo. Esto podria deberse a que la misma ofrece
resultados aceptables y repetibles en gestacion y
nacimientos, observandose soélo una diferencia del orden
del 10% entre los transferidos en fresco y los
criopreservados.

Con respecto a la vitrificacion, puede concluirse que los
resultados de la viabilidad poscongelado son variables
segun el protocolo y la metodologia de la obtencion de
los embriones. Se han desarrollado muchos protocolos y
su aplicabilidad depende mucho del personal
especializado.

A pesar de los avances logrados en el estudio de las
meétodos de criopreservacion de embriones bovinos.
Quedan muchos aspectos por investigar y resolver ya
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gue es aqui donde se presentan los mayores problemas
para obtener un adecuado desarrollo embrionario. Sin
embargo, la relativa complejidad de los protocolos
disponibles, la falta de un sistema de transferencia
directa probado, y la escasez de resultados provenientes
de transferencia de embriones producidos in vivo, entre
otros, limitan la difusién de la vitrificacion como sistema
confiable de criopreservacion de embriones bovinos.
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ANEXOS

Figura. 1 Esquema de los procesos de criopreservacion de
las soluciones acuosas
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FUENTE (Dr. MVZ PhD Gustavo A. Palma)
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Cuadro.1l Primeros nacimientos informados a partir de
embriones criopreservados

CONGELACION VITRIFICACION
Raton 1972 1985
Bovino 1973 1987/1992

Conejo 1974
Ovino 1974
Caprino 1975
Equino 1982
Humano 1983
Porcino 1991

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos.

Cuadro. 2 Protocolo general de congelacién embriones

Pajuelas de 0.25ml
Etilenglicol+Suero Temperatura ambiente

Temperatura ambiente Maguina congeladora

programable
= -7°C

Se€ding

Contenedor
de N, liquido 0,3-0,5 °Cfm desde

-196 :‘ -7 °C hasta -35 °C

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

|
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Cuadro. 3 Tasa de gestacion con distintas metodologias de
vitrificacion.

Agcayy Ccolf

Van der,Zwalmenycol
Llazary colt
Kuwayanay colt
Massipy col

Vajtay colt
Ishimoriy:col

Ostashkowyicol

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

Cuadro. 4 Calentamiento de embriones en la vitrificacion

e

Sacarosa 0,25 M Sacarosa 0,15 M

3 minutos 1 minuto

"“},‘ Lavado P

Tapoén de £
fabrica  PBS PBS Embrién PBS PBS

! ! ! ) ! !
B e I e  —
t t

Burbujas Alcohol
(———_ ) 0livinilico

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)
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Cuadro. 5 Vitrificacion de embriones

T

10% Etilenglicol
10% Dimetilsulféxido 20% Etilenglicol

1
J

-
e

20% Dimetilsulféxido

0,5 M Sacarosa

Vitrificacion en
N, liquido

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

Cuadro. 6 Curva de enfriamiento de congelacion
convencional y vitrificacion

>ong:
Convencional

| ; Vitrificacion '
\ \

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

Cuadro. 7 Envasado de los embriones para congelacion

|
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— One Step: Leibo et al., 1984

Sacarosa Embrién Sacarosa
B —— R —

15M
Glicerol

Transferencia Directa: Massip et al., 1987; Vajta et al., 1992

PBS PBS Embrién PBS PBS
T — T — —
+1,36 M Glicerol + 0,25 M Sacarosa
1,5 M Etilenglicol

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

Cuadro.8 Extraccion de los crioprotectores
;

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de
embriones bovinos)

Cuadro. 9 Tasa de gestacion con distintas metodologias de
congelacion.

|
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LLeibo
Chupiny,col:

Cabodevilayical,

Sacarosa)
Massiply:col;

Nibarty Humblot

Hill
Nibarty Humblot

Munaryyicol}

Fuente (Dr. Nicolas Mucci, criopreservacion de embriones
bovinos)

Tabla 3. Resultados obtenidos con la transferencia no
quirargica de embriones refrigerados.

Duracion Embriones | Receptoras | Referencias
dela transferidos | preiadas
refrigeracion
(n) (n)
(horas) (%)
24 19 9 Refsdal y
47,3 col., (1988)
48 16 8 Bezugly vy
50,0 col., (1988)
Hasta 72 222 ++ 98 Lindner Ellis
44,1 (1985)
José Teodoro Ochoa 2011 54




E UNIVERSIDAD DE CUENCA
A L FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
— ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA Y
=y ZOOTECNIA.

FUENTE (Dr. MVZ PhD Gustavo A. Palma)

e De 227 embriones refrigerados, 5 fueron descartados
en la evaluacion morfologica realizada antes de la
transferencia.

Cuadro. 10 Metodos estandar desarrollado por Wilmut
y Rowson (1973)

1.- Incorporacion de 1,5 Molar de dimetilsulfoxido
(DMSO), a temperatura ambiente, en cuatro etapas:

a) 0,25 M de DMSO en PBSS, 5 minutos
b) 0,5 M de DMSO en PBSS, 5 minutos
c) 1 M de DMSO en PBSS, 10 minutos

d) 1,5 M de DMSO en PBSS, 20 minutos

2.- Enfriado de los embriones a 1°C/minuto hasta -
7°C, en tubos de ensayo conteniendo 0,2 ml del
medio de congelacion (1,5 M de DMSO en PBSS).

3.- Induccion de la cristalizacion en el medio de
congelaciéon a -7°C mediante un cristal de hielo.

4.- Congelaciéon a 0,3°C/minuto hasta -65°C, desde -
65°C a 1°C/minuto hasta -120°C.

5.- Introduccion de los embriones en nitrogeno
liquido a -196°C.

6.- Retiro de los embriones del nitrogeno liquido y
colocacion de los mismos en un bafo a -100°C
desde - 100°C hasta -10°C, utilizando una velocidad
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de descongelacion de 10°C/minuto.

7.- A -10°C descongelado rapido a temperatura
ambiente en un bafno a 20°C

8.- Retiro del DMSO en seis etapas a temperatura
ambiente:

a) 1,5 M de DMSO en PBSS, 5 minutos
b) 1,25 M de DMSO en PBSS, 10 minutos
c) 1 M de DMSO en PBSS, 10 minutos

d) 0,75 M de DMSO en PBSS, 10 minutos
e) 0,5 M de DMSO en PBSS, 10 minutos
f) 0,25 M de DMSO en PBSS, 10 minutos
g) Colocar en PBS

9.- Evaluacion de la viabilidad cultivando los
embriones 24h. en PBSS, a 38°C

FUENTE (Dr. MVZ PhD Gustavo A. Palma)

Tabla 1. Sobrevida (protrusion fuera de la zona pellcida)

de Blastocistos/Blastocistos expandidos bovinos

producidos in vitro u obtenidos in vivo, congelados-

descongelados, evaluada mediante cultivo in vitro,
informada por diversos autores.
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CONCENTRA
CION Y TIPO
DE
CRIOPROTE
CTOR

SOBREVIDA

(%)

Trounson et al., Dimetilsulféxid
1978 In vivo o (DMSO) 1,5/25-50
M
Lehn-Jensen et . Glicerol (G)
al.. 1981 In vivo 1.4 M 60-67
Leibo, 1984 In vivo G1l5M 36-67
Voelkel y Hu, . Etilenglicol
1992a Invivo EG)15M |0
Hochi et al, .
1996 In vitro EG15M 96,3
Pugh et al., :
1998 In vitro EG15M 60,9
Sommerfield vy :
Niemann, 1999 In vitro EG18M 30
Niemann, 2000 [ iy G 10% 80
Kaidi et al., 2001 Gl 1,36 +
In vitro sacarosa 0,25|70-75
M
Abe et al., 2002 |In vitro EG18 M 50-74,7
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FUENTE (Dr. MVZ PhD Gustavo A. Palma)

4Sobrevida evaluada como reexpansion del blastocele
dentro de las primeras 48 hs de cultivo in vitro
poscalentamiento.

°Sobrevida evaluada como protrusién embrionaria
poscalentamiento en cultivo in vitro.

Tabla 2. Sobrevida (reexpansion del blastocele y
protrusion fuera de la zona pellcida) de Blastocistos y
Blastocistos expandidos bovinos producidos in vitro u
obtenidos in vivo, vitrificados-calentados evaluada
mediante cultivo in vitro, segun diversos autores.

AUTOR ORI CONC.

GEN sobrevida

Kuwayama et|In Glicerol (G) 22,5% + 1,2- 56-100°
al., 1992 vitro |Propanodiol 22,5%
Ishimori et al.,|In Etilenglicol (EG) 25% + 20-852
1993 vivo |DMSO 25%

EG 40 % + Ficoll 30% +

0-73°

Sacarosa 0,5M

Gl 40% + Ficoll 30% + )
Tachikawa et|In 17-81
al., 1993 vitro | Sacarosa 0,5 M

Propilenglicol 40% +

Ficoll 30% + 0-24°

Sacarosa 0,5 M

g 7
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Mahmoudzade |In EG 40% + Ficoll 18% + 68" 37
hetal., 1995 |vitro |Sacarosa 10,26% ’
Vajta et al.,|In 0 o a b
1996 vitro EG 25% + DMSO 25% |84 : 69
Dinnyés et al.,|In a b
1996 Vitro Gl65M 78353
Vajta et al.,|In EG 165% + DMSO 94P
19982 vitro |16,5%+ Sacarosa 0,5 M
Kaidi et al.,|In b
0 (0)
1999 vitro EG 25% + Gl 25% 53
vajta et al,In e s o000+ DMSO 20% |72
1999a Vitro
Lazar et al.,|In EG 16,5% + DMSO 46"
2000 vitro |16,5% + Sacarosa 0,5 M
Pugh et al./in |-~ oce0 + DMSO 25% | 70°
2000 Vitro
Kaidi et al,|In 2o a0 4+ 61 25% 80" 50-55°
2001 Vitro
Martinez et al.,|In EG 25% + GI 25% + 64% 45
2002 vitro |Sacarosa 0,5 M ’
Walker y EG 40% + Galactosa 0,5 a
. In _ 40-91

Seidel, 2005 . M + 18% Ficoll

Vitro

FUENTE (Dr. MVZ PhD Gustavo A. Palma)

Tabla 4. Eficacia de los métodos de crioconservacion de
embriones bovinos producidos in vitro.
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Reichenbach y 11,3
col., 1991 L3OEMGlY  apas  (28/248)
Kajihara y col., 0 38
+
1992 10% Gly + 0,2M Sac 1 etapa (327/366)
Massip y col., 1,36 Gly + 0,25M
1987 Sac 1 etapa 23 (4/17)
4
Wurth y col., 1994 1,2M Gly T 14 (5/35)
Hasler y col., 1995 1,36M Gly 3 35 (34/97)
etapas
Van Langendonckt 0
y col. 1994 10% Gly 1 etapa 59 (20/34)

6,5M Gly + 6% w/v 2
Wurth y col., 1994 BSA s 24 (20/85)
Agcaycol., 1994 10% Gly + 20% EG 1 etapa 50 (8/16)*
40%EG + 18% Ficoll 66,6

Delval y col., 1995 +0.3M Sacarosa 1 etapa (8/12)*
Van Langendonckt 6,5M Gly + 6% w/v

1 etapa 43 (17/40)
y col, 1994 BSA
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* transferencia de 2 embriones/receptora ‘

FUENTE: (Carmen Diez Monforte. Area de Genética y
Reproduccién. Centro de Biotecnologia Animal. SERIDA

Figura. 2 Partes de termo de nitrdgeno

Tapa con posibilitad de cierre
Tapdn aislante

Cuello de material composite
\  Envoltura exierior

Absorbente
Superaislamiento de vacio
Recipiente interior

Canastilla de acero inoxidable

Alojamiento para canastilla

Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 3 Refrigeradora donde se ubican los embriones
para congelacion
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Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 4 Micromanipulador para embriones

Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 5 Pipetas

Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 6 Microscopio invertido luz ultravioleta
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Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 7 Platina térmica

Fuente. (Instituto Nacional de Tecnologia y Agricultura.
INTA,; Laboratorio Biotecnologia Reproduccion Argentina)

Figura. 8 Arranque
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Fuente (Dr. Jaime Maldonado)

Figura. 9 Congelacion Inicial

Fuente (Dr. Jaime Maldonado)

Figura. 10 Equipo para crioconservacion
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Fuente (Dr. Jaime Maldonado)

Figura. 11 Inicio de la congelacion

Fuente (Dr. Jaime Maldonado)
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