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RESUMEN

El objetivo de esta tesis fue evaluar la viabilidad de ovocitos y embriones bovinos
producidos in vitro vitrificados por medio de sistemas de micro-volumen en soluciones
simples de etilenglicol (EG). En el experimento 1, se evalud la efectividad de la soluciones
crioprotectoras, sobre la viabilidad de los embriones. Los resultados demostraron que las
soluciones simples de EG tienen la capacidad de formacion de estado vitreo y baja
toxicidad, resultando en mayores tasas de supervivencia que con las soluciones compuestas
por EG y propanediol (PROH). En el Experimento 2 fueron evaluados dos diferentes
métodos de vitrificacion: las micro-pipetas de vidrio (GMP) o la vitrificacion sobre
superficie solida (CVM). No encontrandose diferencias entre los dos tipos de sistemas de
vitrificacion. En el experimento 3, se compard la supervivencia de los embriones
producidos in vivo e in vitro criopreservados por el método de vitrificacion CVM o de
congelamiento lento. Las viabilidad de los embriones in vivo fueron superiores a los de los
embriones in vitro, sin importar el sistema de criopreservacion. Ademas, el sistema CVM
presentd mejores tasas de supervivencia de los embriones in vitro que con el método de
congelamiento. En el experimento 4, se evaluo la viabilidad de los embriones después de
ser descongelados en un sistema de dilucién dentro de la pajuela, en la presencia o0 no de
sacarosa. Los resultados demostraron que los embriones vitrificados en soluciones
compuestas por EG-PROH, obtuvieron una viabilidad superior cuando los embriones
fueron diluidos en sacarosa. Por ultimo, en el experimento 5 se evalu6 el efecto de la
coloracion Brillante Cresyl Blue (BCB) en la seleccion de ovocitos y la presencia de &cido
hialuronico (HA) en las soluciones de vitrificacion, sobre la viabilidad de ovocitos bovinos
vitrificados. Los resultados demostraron que los ovocitos seleccionados como BCB(+)
tuvieron mayores tasas de desarrollo que los BCB(-). Ademas, el uso de HA dentro de las
soluciones de vitrificacion no presento ningun efecto sobre las tasas de desarrollo. En
conclusion, la vitrificacion utilizando soluciones simples de EG proporciona la
supervivencia embrionaria de ovocitos y embriones producidos in vitro y permite la

utilizacion de sistemas simples de dilucion para la transferencia directa de los embriones.

Palabras claves: Criopreservacion, vitrificacion, etilenglicol, superficie solida, embrién,
ovocito.
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ABSTRACT

The aim of this thesis was to evaluate the in vitro survival rates of bovine oocytes and
embryos produced in vitro vitrified by micro-volume systems in simplified ethylene-glycol
(EG) solutions. Experiment 1 evaluated the effectiveness of the EG simple or compound
cryoprotectant solutions on embryo survival rates after vitrification. The results
demonstrated the glass forming capacity of simplified solutions and its low toxicity,
resulting in higher embryo survival rates in comparison with the compound solutions of EG
and propanediol (PROH). Experiment 2, evaluated two different vitrification methods:
glass micro-pipette (GMP) or solid surface vitrification (CVM). No differences were found
between the two vitrification systems. Experiment 3, compared the embryo survival rates of
in vivo and in vitro produced embryos cryopreserved by the CVM vitrification method or
by the conventional slow freezing. Regardless the cryopreservation system used, embryo
survival rates of the in vivo embryos were higher than the in vitro ones. Furthermore, the
CVM method improved the survival rates of in vitro produced embryos in comparison with
the conventional slow freezing. Experiment 4, evaluated the survival rates of embryos
vitrified with the CVM method in which the vitrification media was diluted in the straw
after warming using or not sucrose. The results demonstrated that embryos vitrified in EG
simple solutions not show significant differences when were diluted in solutions with or
without sucrose. However, the viability was higher with the sucrose solution when embryos
were vitrified in EG and PROH solution. Finally, experiment 5 evaluated the effect of
Brilliant Cresyl Blue (BCB) staining on oocyte selection and the use of hyaluronan in the
vitrification solution, on embryo development of immature or mature oocytes that were
vitrified with the CVM system. The results of this experiment demonstrated that the oocyte
selected as BCB(+) had higher developmental rates than the oocytes selected as BCB(-).
Furthermore, the use of hyaluronan in the vitrification solutions did not improve
developmental rates. In conclusion, the vitrification by micro-volume using simplified EG
cryoprotectant solutions provides embryo survival of oocytes and in vitro produced
embryos, and allows the use of simplified systems for dilution of the vitrification media and
for direct transfer.

Keywords: Cryopreservation, vitrification, ethylene-glycol, solid surface, embryo, oocyte.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo 1.

INTRODUCCION ..........................................................
Embriones producidos in VIVO VS INVItFO .........ccvvvvieveiniinninnnns
(@Yool | (0 O
(@1 T0] o] £=1=] V7 Uod o] o P
VItFIfICACION ...ove i

(OF o] o] 0] (=1 (0] -1
ENVASES ...

HIPOTESIS GENERAL ..ot e e e,

OBJETIVO GENERAL ..o e e

OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ovvveiii e e

Capitulo 2 .

MATERIALESYMETODOS ...........................................
Produccion in vitro de embrioNeS. .......oveeeeveeeeeeeeeeee e
EXPErimMento 1 ...

EXPErimento 1a..........cuvvviieiiie e e e e
EXPerimento 1D.........coviiiiiiii e
EXPErimento L1C......ocvuiiiiiie e et e e e e

EXPEIIMENTO 2. .ttt e
EXPErimMeNntO 3 ... e
EXPErIMENTO 4 .o e
EXPErMENTO B ettt e e

EXPerimento 5a ........cooviiii i

EXperimento 5h ... ..o,
ANAlisiS EStadisStiCo  ....v.viiiiieie i

CaPItUIO 3 e
EXPerimento 1 ..o e
EXPEriMENtO 2 ...
EXPErimento 3. ... e e
EXPErimMeNntO 4 ... e
EXPErimento 5. .. e

CapItUIO 4 e
DISCUSION ..o e e e e e,

Capitulo5 ........ PP PP

CaPItUIO B e e e
BIBLIOGRAFIA CITADA ... oottt

Vil



LISTA DE TABLAS

Tabla 2.1. Combinaciones de crioprotectores intra y extracelulares para la

evaluacion de la capacidad de induccion de estado Vitreo .............c.ccoeevinninnes

Tabla 3.1. Ocurrencia del estado vitreo de diferentes soluciones durante la

inmersion en nitrégeno liquido en diferentes envases...........cccevvveveinevnnennn

Tabla 3.2. Tasas de re-expansion y eclosién posterior a la exposicion en diferentes

intervalos de tiempo en tres diferentes soluciones de vitrificacion....................

Tabla 3.3. Tasas de re-expansion y eclosion de embriones vitrificados en diferentes

SOlUCIONES de VItHIFICACION . .. ..o e e e e e e e e e

Tabla 3.4. Tasas de re-expansion y de eclosion de los embriones vitrificados con

dos diferentes métodos de VItrifiCaCioNn.........cooe e e e e

Tabla 3.5. Tasas de viabilidad de los embriones producidos in vivo e in vitro

criopreservados por diferentes MEtodoS. ........vvvvvieeieiee e e e

Tabla 3.6. Tasas de re-expansion y de eclosion de blastocitos diluidos en dos
diferentes soluciones dentro de la pajuela.............ccoooeiiiii i,

Tabla 3.7. Tasas de clivaje y de produccion de embriones de ovocitos inmaduras

seleccionados por Brillante Cresyl BIUE..........ocuviiiiiiiii e,

Tabla 3.8. Tasas de clivaje y porcentaje de blastocitos producidos de ovocitos

inmaduros vitrificados en dos diferentes soluciones de vitrificacion .................

Tabla 3.9. Tasas de clivaje y de produccion de embriones de ovocitos maduras

Vil

23

39

40

41

42

43

44

45

46

47



seleccionados por Brillante Cresyl BIUE .........covviii i e e

Tabla 3.10. Tasas de clivaje y porcentaje de blastocitos producidos de ovocitos

maduros vitrificados en dos diferentes soluciones de vitrificacion.....................

48



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. 1zg. Solucion cristalizada (lechosa), sin capacidad de formacion de estado

vitreo. Der. Solucién con capacidad de formacion de estado vitreo (transparente)

Figura 2.2. 1zq. Envasado por capilaridad en micro-pipetas de vidrio. Der. Envasado

de microgota de vitrificacion en Fyberplug

Figura 2.3. Dilucion en la pajuela. (A) Fyberplug con la gota de vitrificacion; (B)
Pajuela plastica de 0.5ml con 200uL de las soluciones de dilucion; (C) Fyberplug

sellado con la pajuela

Figura 2.4. Esquema de la dilucion del sistema CVM dentro de la pajuela. (A) Se
libera la presion girando el fyberplug dentro del nitrogeno liquido y se expone la
pajuela al aire por 5 seg; (B) se sumerge en bafio maria a (37°C) por 30 seg; (C) Se
mezcla la solucion de dilucién dentro de la pajuela con la gota vitrificada; (D) Pajuela
de 0.5 mL con el medio de dilucion que contiene el embrion para la transferencia
directa.

24

29

33

34



Lista de Abreviaturas

ANAVA............... Analisis de Varianza
BCB....................Brillante Cresyl Blue
BSA.....oco Albumina sérica bovina
COC..covviinnn, Complejo cumulus ovocitos
COs..................Gas Carbonico
CPS..................Closed pulled Straw
CVM................. Método de vitrificacion Cryologic
DMSO...............Dimetilsulfoxido
EG....................Etilenglicol
FDP..................Flexipet denuding pipette

FSH. ..o Hormona foliculo estimulante
G6DPH.................. Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
(€ R Glicerol

GMP.....ccov v Micropipeta de vidrio
IETS....ccoiiie Internacional Embryo Transfer Society

Xl



M. Molar

MDS........cccue. Tamafo minimo de gota

1[0 PR Miligramos

ml...oooooin, Mililitros

MVC.............. Minimo volumen de congelacion
OPS............... Open pulled Straw
PBS.......cins Solucidn bufferada de fosfato
PROH............. Propanediol

PVA.........ocen. Polivinil Alcohol
PVP............... Polivinil pirrolidona

] Solucién de equilibrio
SOPS............ Superfine open-pulled Straw
SSV...ooinl. Superficie solida de vitrificacion
SV Solucion de vitrificacion

Xl



Tl e, Trealosa

Ul.........................Unidad internacional

ML Microlitros

X1



CAPITULO 1

INTRODUCCION

La criobiologia es un area importante dentro de las biotecnologias reproductivas. La
criopreservacion de gametos ha sido una herramienta fundamental en la reproduccion
asistida de mamiferos, al permitir la conservacion de células y embriones y la distribucion
de material genético de animales de produccion, asi como de especies en via de extincion.
Con la introduccion del sistema de congelamiento convencional de embriones descrito por
Whittingham et al. (1972), se consiguio la posibilidad de almacenar y distribuir material
genético alrededor del mundo. Posteriormente, otros descubrimientos, como la utilizacién
del etilenglicol como crioprotector intracelular (Voelkel y Hu, 1992), optimiz6 el método
al permitir la transferencia directa de embriones, convirtiéndolo en un sistema comercial

con millones de prefieces alrededor del mundo (Palasz y Mapletoft, 1996).

Sin embargo, con la introduccién de la produccién in vitro de embriones, se
generaron nuevos retos en los sistemas de criopreservacion. Datos de la produccion y
transferencia de embriones bovinos del Gltimo afio demuestran que del total de embriones
transferidos producidos in vivo (n=590.561), el 44,5% fueron embriones frescos y el 55,4%
congelados, caso contrario de los producidos in vitro, de los cuales el 92% de los
transferidos fueron frescos y solo el 7% criopreservados (Stroud, 2010). Esto resalta la baja
criotolerancia y viabilidad que tienen aun los embriones producidos in vitro a los sistemas

de criopreservacion existentes.



Dentro de los métodos de criopreservacion existentes, el sistema de vitrificacion ha
demostrado una mejor supervivencia de los embriones producidos in vitro que la que se
obtiene con el método convencional, utilizado para los embriones producidos in vivo
(Vajta, 2010). Sin embargo, su distribucién ain no es totalmente comercial debido a la
falta de un sistema que permita su transferencia directa. Por lo tanto, aun es necesario el
desarrollo de nuevos metodos y la busqueda de nuevas perspectivas que optimicen la
vitrificacion de los embriones producidos in vitro para asi, tal vez en un futuro no muy
lejano, alcanzar la comercializacion de este tipo de embriones de la misma forma que han

alcanzado hasta hoy los embriones producidos in vivo.

EMBRIONES PRODUCIDOS IN VIVO VS IN VITRO

Desde el primer nacimiento bovino producido in vitro por Brackett et al. (1982), la
técnica de fertilizacion in vitro se ha expandido a nivel mundial, tal como lo demuestran
los datos reportados por la IETS (Thibier, 2001-2009; Stroud, 2010), con un incremento de
casi el 33% anual, al llegar a producir mas de 451.000 embriones in vitro en el 2010, en
comparacion con los 139.000 que se produjeron en el afio 2000. Sin embargo, el hecho de
que casi la mitad de las transferencias de embriones bovinos producidos in vivo en el
mundo (55,4%, 327.525), sean realizadas con embriones congelados, y para los embriones
producidos in vitro solo alcance al 7% (23.970), refleja la baja criotolerancia de este tipo
de embriones, y la necesidad de buscar nuevos sistemas que se adapten mas a sus
caracteristicas. Las bajas tasas de supervivencia posteriores a la criopreservacion de los
embriones producidos in vitro en comparacion con los producidos in vivo (Assumpcao et
al., 2008; Dinnyes y Nedambale, 2009; Yu et al., 2010; Nicacio et al., 2011), se deben

fundamentalmente a diferencias en la composicion de cada uno de ellos (Kaidi et al., 2001;



Abe et al., 2002; Barcelo-Fimbres y Seidel, 2011). Por ejemplo, se han reportado
diferencias no solo a nivel morfolégico (Abe y Hochi, 2003), sino también a nivel ultra-
estructural (Fair et al., 2001), metabolico (Khurana y Niemman, 2000) y genomico (Rizos
et al., 2002a; Rizos et al., 2002b; Rizos et al., 2003; Corcoran et al., 2006; Lonergan et al.,

2006).

A nivel morfoldgico, los embriones producidos in vitro presentan un citoplasma
mas oscuro, una menor densidad y una zona pelucida méas fragil (Pollard y Leibo, 1994,
Abe y Hochi, 2003). De igual forma, su conformacion es diferente a nivel ultraestructural,
al presentar espacios perivitelinos mas amplios, con vacuolas trofoblasticas y una notable
disminucion de las conexiones intracelulares y de comunicacion, que los hace mas
intolerantes a la criopreservacion (Fair et al., 2001). A nivel metabolico, los embriones in
vitro, se ha visto producen mayor cantidad de lactato y de glucosa que sus contrapartes in
vivo, generando cambios en el pH intracelular y en las membranas, que los hace mas
sensibles y susceptibles a sufrir algin dafio durante el congelamiento (Khurana y

Niemman, 2000; Thompson, 2000).

Varios autores han resaltado que estas diferencias ocurren principalmente en la
ultima etapa del cultivo in vitro (Rizos et al., 2002a; Lonergan et al., 2003; Abe et al.,
2004). Por esta razon, se ha demostrado que si se cultivan los embriones fertilizados in
vitro en el oviducto, hay un aumento en la capacidad de esos embriones de sobrevivir a la

criopreservacion (Enright et al., 2000).



Rutinariamente, los sistemas de cultivo utilizan suero, debido a los beneficios que
este proporciona para el desarrollo embrionario, tales como factores de crecimiento,
hormonas, anti-oxidantes y quelantes de metales pesados. Sin embargo, es uno de los
principales causales de la acumulacién de lipidos, especialmente triglicéridos, a nivel
intracitoplasmatico, que son los principales causantes de la disminucion de la calidad
embrionaria y criotolerancia de este tipo de embriones (Abe et al., 2004; Barcelo-Fimbres
y Seidel, 2011). De igual forma, se ha visto que el suero es el igualmente responsable de
varias de las alteraciones a nivel morfolédgico y de desarrollo (Corcoran et al., 2006), y que
en ocasiones puede llegar a ser hasta pro-oxidativo, generando alteraciones a nivel
mitocondrial, y conllevando a una disminucion en el desarrollo (George et al., 2008;

Gomez et al., 2008).

En los ultimos afos, es diversa la literatura que ha tratado de entender las
diferencias en el comportamiento y desarrollo de los embriones in vitro frente a los in vivo,
en especial en el estudio de las diferencias relacionadas con las bajas tasas de
supervivencia posterior a la criopreservacion. Sin embargo, el mecanismo especifico de
por qué el acumulo lipidico altera su criotolerancia aun es desconocido. Solo se sabe que
estd estrechamente relacionado con el contenido lipidico a nivel intracitoplasmatico (Abe

et al., 2002).

El anélisis de este contenido lipidico ya se ha hecho a través de distintas
metodologias, demostrando el acumulo excesivo de gotas lipidicas dentro del citoplasma
por parte de los embriones producidos in vitro (Rizos et al., 2002a; Rizos et al., 2002b;

Abe y Hochi, 2003; Abe et al., 2004; Ferreira et al., 2010; Barcelo-Fimbres y Seidel,



2011). Sin embargo, sabemos que no es solo el hecho de la presencia de gotas lipidicas.
Naturalmente, los mayores componentes de las membranas celulares son los fosfolipidos,
el colesterol, asi como otros lipidos menores y las proteinas, los cuales pueden ser
facilmente modificados por factores nutricionales (Adamiak et al., 2005; Leroy et al.,
2010), o que varian segun la especie (Mc Evoy et al., 2000; Dobrinsky, 2002) e inclusive
raza (Visintin et al., 2002; Ballard et al., 2006). Sin embargo, el problema consiste en que
la relacion entre el colesterol y los fosfolipidos en las membranas celulares de los
embriones in vitro no es proporcional, y que su comportamiento a través de la

criopreservacion varia bastante de sus contrapartes (Seidel, 2006).

Por una parte, porque el congelamiento al inducir cambios a nivel de los lipidos de
membrana (fase de transicion lipidica), va a modificar en el caso de embriones con un
mayor porcentaje lipidico, aun mas la cinética de las enzimas intramembranales,
conllevando a una disminucion en la homeostasis durante el congelamiento y/o
descongelamiento, y por lo tanto a un dafio a nivel de membrana y celular (Mazur, 1980;

Visintin et al., 2002; Pereira y Marques, 2008).

Por otro lado, porque las gotas lipidicas del citoplasma estan asociadas
estrechamente con el reticulo endoplasmatico y la mitocondria (Nagashima et al., 1994),
razon por la cual se cree que su modificacion durante la criopreservacion podria estar
relacionada con los cambios metabdlicos de los embriones durante su maduracion (Abe et

al., 2004).



De igual forma, independiente del estrés oxidativo producido por el proceso de
criopreservacion (Alvarez y Storey, 1993), se ha observado que el aumento de la cantidad
de lipidos genera un dafio aun mayor, ya que permiten la produccién de porcentajes
mayores de radicales libres, a través de la peroxidacion de los lipidos polinsaturados
(Seidel, 2006; Barcelo-Fimbres y Seidel, 2011). Ademaés, Rizos et al. (2002b),
demostraron también que el aumento de lipidos aumenta la expresion de genes
involucrados en la apoptosis (Bax), lo que consecuentemente disminuye las tasas de
viabilidad y desarrollo de los embriones producidos in vitro en comparaciéon con los in

vivo.

OVOCITOS

La criopreservacion de ovocitos continta siendo una de las técnicas mas dificiles,
debido a una serie de caracteristicas que hacen que su viabilidad después de ser
criopreservados sea menor que la de los embriones (Leibo, 1980). Los ovocitos son una
Unica estructura al igual que los embriones, sin embargo estos estdn compuestos por varios
elementos como: la zona pellcida, los granulos corticales, los microtubulos y la
condensacion acrosomal, lo que dificulta la manutencion de su integridad a través del

proceso de criopreservacion (Ambrosini et al., 2006).

Ademas, esta célula presenta un area mayor, que al estar acompafiada de una serie
de capas de células del cumulus, hace que sea mas dificil su criopreservacion. De igual
forma, presentan una alta criosensibilidad debido a la susceptibilidad a la formacion de
hielo intracelular, la baja conductividad hidraulica y un mayor porcentaje de lipidos a nivel

de citoplasma (Ruffing et al., 1993).



Se ha reportado que existen también efectos a nivel sub-celular por causa de los
cambios de temperatura (Liebermann, 2012). Se ha observado que la disminucion de
temperatura cerca de los 4°C, durante el enfriamiento, genera dafios a nivel del huso
cromosomico y en la extrusion de los granulos corticales, lo que genera la rigidez de la
zona pelucida, reduciendo los porcentajes de division y fecundacion y las tasas desarrollo
(Saunders y Parks, 1999; Hyttel et al., 2000). Ademas, se ha visto que temperaturas entre
los 0 a 30°C comprometen la integridad de membrana, metabolismo celular y citoesqueleto
de los ovocitos (Saunders y Parks, 1999; Shaw et al., 2000; Liebermann, 2012). Por otra
parte, se ha observado también que son mas susceptibles a las especies reactivas al oxigeno
que se pueden generar durante la criopreservacion y aun mas durante su almacenamiento lo

que disminuye su viabilidad (Gupta et al., 2010).

Ademas, los estados meioticos de los ovocitos también influencian la habilidad de
los ovocitos para sobrevivir a la criopreservacion; por ejemplo se ha visto que los ovocitos
en estado de vesicula germinal son mas sensibles que los otros estadios (Men et al., 2002)
y ovocitos en estados avanzados como MII son alin mas resistentes, con tasas de
produccién de blastocitos aun mayor (Vajta et al., 1998). Los mecanismos por los cuales
esto ocurre se desconocen, sin embargo existen varias hipotesis de cuales podrian ser las
causas como: el dafio irreversible a nivel de membrana (Wang et al., 2010), una
disminucion en la comunicacion entre ovocito y células del cumulus (Fuku et al., 1995), la
desorganizacion del huso acrosomico (Morato et al., 2008), y la alteracion en la

distribucion de los granulos corticales (Hyttel et al., 2000).



Si bien se han reportado resultados que demuestran que es posible vitrificar
ovocitos bovinos (Vajta et al., 1998; Men et al., 2002; Albarracin et al., 2005; Magnusson
et al., 2008; Morato et al., 2008; Vieira et al., 2008; Sripunya et al., 2010, Zhou et al.,
2010), y hasta generar prefieces (Vieira et al., 2002; Abe et al., 2005; Vieira et al., 2008),
los resultados han sido muy variables entre los laboratorios, con tasas de produccion de
blastocitos que van desde 0 al 13% (Vajta et al., 1998; Dinnyes et al., 2000; Morato et al.,

2008; Sripunya et al., 2010; Zhou et al., 2010).

Por esta razon, uno de los sistemas que se esta optimizando para aumentar las tasas
de desarrollo de los ovocitos vitrificados, es el mejoramiento de las técnicas de seleccion,
para poder partir de un pool de ovocitos mas homogeneos y de mejor calidad antes del

proceso de criopreservacion.

La técnica mas comunmente utilizado para la seleccion de ovocitos es la evaluacion
morfoldgica, realizada a través de la inspeccion visual de la integridad del citoplasma,
cantidad y compactacion de las células del cumulus y homogeneidad del ooplasma
(Gordon et al., 2003), la cual se ha visto esta estrechamente relacionada con el potencial
de fertilizacion (Madison et al., 1992). Sin embargo, este tipo de seleccion morfoldgica, es
muy subjetiva, razon por la cual aun seleccionando los embriones de mejor aspecto visual,
las tasas de produccion in vitro no alcanzan a ser mayores del 30-40% (Goovaerts et al.,

2010).

Otro tipo de técnica de seleccion que existe, es el método de seleccidén quimica por

medio de la coloracion de Cresyl Azul Brillante (BCB). Esta coloracién supravital, permite



la medicion de la actividad de la enzima glucosa deshidrogenasa 6-fosfato (G6DPH), la
cual es sintetizada en los ovocitos en crecimiento, pero disminuye su actividad en los
ovocitos que ya terminaron su etapa de crecimiento (Tian et al., 1998), permitiendo evaluar
los ovocitos mas competentes de una forma menos subjetiva. Esta seleccion, al basarse en
la capacidad de la G6PDH en convertir la coloracién, transforma para incoloro la
coloracion en los ovocitos inmaduros con altas concentraciones de la enzima (BCB-), en el
caso del citoplasma de los ovocitos maduros, que presentan una menor cantidad de la
enzima, permite la manifestacion del color azul (BCB+) (Manjunatha et al., 2007). Esta
coloracion ha sido usada con éxito en la identificacion de los ovocitos mas competentes en
diferentes especies; caprinos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2002; 2003; Urdaneta et al.,
2003), equinos (Pereira et al., 2010), porcinos (Wongsrikeao et al., 2006; Antosik et al.,
2009; Ishizaki et al., 2009; Pawlak et al., 2011), bubalinos (Manjunatha et al., 2007; Heleil
y Fayed, 2010), murinos (Wu et al., 2007) y bovinos (Pujol et al., 2004; Alm et al., 2005;
Ghanem et al., 2007; Opiela et al., 2008; Torner et al., 2008; Hadi et al., 2010; Silva et al.,
2011). Por esta razon, la coloracion puede llegar a ser una herramienta mas especifica que
la seleccion visual, permitiendo la obtencion de un grupo mas selecto de ovocitos

competentes para ser criopreservados.

CRIOPRESERVACION

Desde la primera criopreservacion realizada con éxito en 1972 en embriones de
raton por Whittingham et al., se fueron desarrollando distintos protocolos de
criopreservacion de embriones en las diferentes especies domésticas. La idea principal en
la generacién de estas nuevas tecnologias fue dirigida al mejoramiento de los sistemas de

criopreservacion, intentando mantener la integridad estructural y genética y mejorar sus



tasas de supervivencia posterior al descongelamiento (Seidel Jr., 1986; Liebermann et al.,
2003). Dentro de los sistemas de criopreservacion mas utilizados estan: el sistema de
congelamiento convencional lento y la vitrificacion. EI método de congelamiento lento fue
el primero en ser desarrollado (Whittingham et al., 1972) y actualmente el mas utilizado
comercialmente (Vajta, 2000). En esta técnica las células son expuestas a crioprotectores
intracelulares de bajo peso molecular, tales como Etilenglicol (EG), Glicerol (GLY) o
Propanediol (PROH) (Chen et al., 2005; Assumpcéo et al., 2008; Dinnyes y Nedambale,
2009). Las curvas lentas de congelacion permiten mantener el equilibrio entre los factores
que pueden causar dafio celular, como son la toxicidad, los cambios osmdticos y la
formacion de cristales de hielo intracelulares (Dobrinsky, 1996; Vajta y Kuwayama, 2006).
De esta manera se produce la remocion gradual de agua de las células por medio de
osmosis, previniendo la formacion de cristales de hielo (Barcelo-Fimbres y Seidel, 2011).
Durante este procedimiento, los embriones normalmente van a ser equilibrados dentro de
bajas concentraciones de crioprotectores, en pajuelas de inseminacién de 0,25 ml, con tasas
de congelacion entre los 0.3 a 1°C/min, hasta alcanzar los -30 a -35°C, para posteriormente

poder ser sumergidos y almacenados en el nitrégeno liquido (-196°C).

Este método de criopreservacion fue el primero en ser introducido para la
conservacion de embriones bovinos, asi como el primero en permitir la transferencia
directa de embriones (Voelkel y Hu 1992), razon por la cual es el método mas utilizado y
con mayor numero de nacimientos alrededor del mundo (Palasz y Mapletoft, 1996; Stroud,
2010). Sin embargo, sus resultados en la criopreservacion de embriones in vitro han sido
menores en comparacion a los datos obtenidos en embriones in vivo (Hasler et al., 1995;
Massip et al., 1995; Hochi et al., 1996, Kaidi et al., 2001; Alvarenga et al., 2007; Dinnyes

y Nedambale, 2009). Por esta razon, la vitrificacion se ha convertido en una alternativa
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para la criopreservacion de este tipo de embriones (Vajta, 2010). Mucci et al. (2006)
confirmaron esta observacion al comparar la criopreservacion de embriones bovinos
producidos in vitro por medio de las dos metodologias, observando un aumento en la
viabilidad a las 72 horas post-descongelamiento de los embriones que fueron conservados
por medio de la vitrificacion (114/265; 43%) en comparacion con los que fueron
congelados (33/275; 12%). De igual forma, varios autores, reportaron el aumento de las
tasas de supervivencia después de la vitrificacion al comparar las dos metodologias
(Dinnyes et al., 1995; Hasler et al., 1995; Reinders et al., 1995; Agca et al., 1996, Vajta et
al., 1997; Lane et al., 1999; Sommerfield y Niemann, 1999; Kaidi et al., 2001; Mezzalira

et al., 2004; Alvarenga et al., 2007; Yu et al., 2010).

VITRIFICACION

La vitrificacion es una metodologia definida como la solidificacion de un liquido
producida por una extrema elevacion de la viscosidad durante el enfriamiento (Fahy et al.,
1984). Sus curvas de enfriamiento mas rapidas (=25.000 °C/min), permiten la formacion
de un estado vitreo sin la presencia de formacion de hielo, disminuyendo asi los dafios
quimicos y mecanicos causados por la congelacion lenta convencional (Kasai, 2002;

Liebermann et al., 2003; He et al., 2008).

Esta metodologia ha tomado gran importancia en la criopreservacion no solo de
embriones in vitro, sino también de ovocitos. Desde el primer procedimiento realizado con
éxito en embriones mamiferos por Rall y Fahy en 1985, la vitrificacion ha sufrido

multiples modificaciones en el intento por simplificar sus procedimientos y mejorar las
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tasas de viabilidad de las estructuras. Las modificaciones que han sido realizadas sobre los
diferentes factores que proporcionan las condiciones especiales para la formacion del
estado vitreo como: el aumento de las tasas de enfriamiento, la viscosidad de las soluciones
crioprotectoras, la disminucion de los volimenes de vitrificacion y el aumento de la

conductividad térmica, a través de la modificacion de los diferentes tipos de envases.

Crioprotectores

Los crioprotectores son parte fundamental para la supervivencia embrionaria dentro
del proceso de criopreservacion, ya que sin su presencia las células mamiferas,
independientemente de su grado de deshidratacion, no sobreviven a sistemas de

congelamiento por debajo de los -20°C (Mazur, 1980).

La vitrificacion al ser una técnica que consiste en la criopreservacion a través del
aumento de la viscosidad de las soluciones crioprotectoras, necesita de concentraciones de
crioprotectores mayores (4-8 M) a las utilizadas normalmente en el congelamiento (1-2 M)
(Woods et al., 2004). Mientras mayor sea la concentracion de los crioprotectores, mayor
serd la temperatura de transicion para alcanzar el estado vitreo y por consiguiente menor la
probabilidad de formacidn de hielo intracelular y/o cristalizacion (Saragusty y Arav, 2011).
Por lo tanto, las primeras modificaciones en los sistemas de vitrificacion fueron enfocadas
a la disminucion de los efectos tdxicos y osmoticos causados por las altas concentraciones
de los crioprotectores (Kasai y Mukaida, 2004). De esta manera se trabajé con

crioprotectores que tienen una alta permeabilidad (Liebermann et al., 2003), permitiendo
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asi la reduccion de los tiempos de exposicion y evitando de esta manera el dafio osmético

sobre las células (Kasai y Mukaida, 2004).

Dentro de los crioprotectores intracelulares, el EG es un crioprotector con un alto
coeficiente de permeabilidad, razén por la cual es el mas utilizado (Massip, 2001;
Liebermann et al., 2003; Vajta, 2010). Ademas, el EG tiene la capacidad de estabilizar la
membrana de los embriones durante el proceso de vitrificacion y la remocion rapida del
mismo durante el proceso de dilucion (Kasai y Mukaida, 2004). Voelkel y Hu (1992)
reportaron esta efectividad, al observar que el EG permitia la transferencia directa de
embriones bovinos, reduciendo los errores técnicos existentes durante el descongelamiento
que existian con otros crioprotectores como el glicerol (Dochi et al., 2006). Sommerfield y
Niemann (1999), demostraron ademas que el EG puede ser utilizado en concentraciones
que varian entre 1,8 hasta 8,9 M, sin causar dafios a nivel celular o sobre las tasas de
desarrollo de los embriones. Sin embargo, dentro de los crioprotectores intracelulares
utilizados para la vitrificacion, el EG es el que tiene menor capacidad de formacion de
estado vitreo (Baudot et al., 2000), raz6n por la cual es el mayormente utilizado en
combinacion con otros crioprotectores (Emiliani et al., 2000; Campos-Chillon et al., 2006;

Vajta y Kuwayama, 2006; Yang et al., 2007; Vieira et al., 2008; Inaba et al., 2011).

En cuanto a los otros crioprotectores intracelulares, varios experimentos sugieren
que el PROH, el GLY vy el dimetilsulfoxido (DMSO) son igualmente candidatos para ser
empleados en la vitrificacion de embriones (Hubalek, 2003; He et al., 2008; Inaba et al.,
2011; Nicacio et al., 2011). La estrategia para la utilizacidn de este tipo de crioprotectores,

gue son mas estables pero con una mayor toxicidad, es la asociacion de estos con otros
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agentes crioprotectores mas simples, reduciendo asi la toxicidad especifica de los mismos.
De acuerdo con algunos investigadores, la permeabilidad de la combinacion de dos
crioprotectores es mayor que la de sus componentes de forma individual (Vajta y Nagy,
2006). La asociacion mas comunmente utilizada en vitrificacion es la compuesta por EG y
DMSO (Mezzalira et al., 2004; Vajta y Nagy, 2006). Sin embargo, esta puede ser
reemplazada por otro tipo de crioprotectores, como el EG y PROH en la vitrificacion de
embriones producidos in vitro y de ovocitos inmaduros (Vieira et al., 2008; Rodriguez

Villamil et al., 2011).

Ademas de los crioprotectores permeables, se ha propuesto la adicion de
crioprotectores no permeables, tales como disacaridos (sacarosa, trealosa) o
macromoléculas (Ficoll, polivinilalcohol, polivinilpirrolidona), para disminuir la toxicidad
de los crioprotectores permeables al utilizar menores concentraciones de los mismos
dentro de las células (Liebermann, 2003; Kasai y Mukaida, 2004). Este tipo de
crioprotectores son generalmente menos toxicos y pueden mitigar el dafio mecanico que
sufren los embriones durante la criopreservacion (Kasai y Mukaida, 2004). Los sacaridos
son también capaces de preservar la estructura y la integridad funcional de la membrana
celular (Hotamisligil et al., 1996). Disminuyen los efectos osmoticos y toxicos al promover
la deshidrataciéon y por lo tanto facilitan la vitrificacion intracelular, asi como también
permiten la reduccion de la concentracion de crioprotectores dentro de la célula (Kasai y
Mukaida, 2004; Liebermann et al., 2002). Los mas utilizados son sacarosa, galactosa,
trealosa, rafinosa (Kasai, 1996; Kuleshova et al., 1999) y el Ficoll (Kasai et al., 1990).
Varios trabajos han demostrado la superioridad de la trealosa y la galactosa, ya que estas

preservan la membrana lipidica, permiten una mejor estabilizacién de la membrana al
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momento del enfriamiento o descongelamiento y previenen la lisis celular al reducir el
movimiento de agua a través de las membranas (Saha et al., 1996; Chen et al., 2000;
Eroglu et al., 2003; Campos-chillon et al., 2006; Seidel, 2006; Berlinguer et al., 2007). Sin
embargo la mayoria de laboratorios contintan usando la sacarosa (Arav y Zeron, 1997;
Kuleshova et al., 1999; Eroglu et al., 2005; Tang et al., 2007). Al funcionar como buffer
osmotico, equilibrando la salida de las altas concentraciones de crioprotector intracelular,
los sacaridos son también utilizados en el proceso de dilucion de las soluciones

crioprotectoras durante el descongelamiento (Kasai et al., 1992; Kuleshova et al., 1999).

Dentro de las macromoléculas, la primera a ser utilizada en la composicion de las
soluciones de vitrificacion fue el polietilenglicol (Rall y Fahy, 1985). Otros polimeros
menos toxicos también han sido utilizados, como la polivinil pirrolidona (PVP) (Wowk,
2000), dextran (Kuleshova et al., 2001), el alcohol polivinilico (PVA) (Checura et al.,
2007; Vieira et al., 2008; Rodriguez Villamil et al., 2011), o el &cido hialurénico
(Stojkovic et al., 2002; Palasz et al., 2000; 2006; 2008; Sheehan et al., 2007; Block et al.,
2009). También se ha reportado el uso de albumina sérica bovina (BSA), la cual se
aproxima mas a las caracteristicas del suero fetal bovino, ayudando a la suplementacion del
medio y a la disminucion del estrés osmatico de las células (Campos-chillon et al., 2006).
Palasz et al. (2000) compararon la utilizacion de varias macromoléculas, BSA, &cido
hialurénico y Pluronic F-68 en los medios de criopreservacion, demostrando un aumento
de la viabilidad de los embriones posterior al descongelamiento con el uso de cualquiera de

estas macromoléculas.

15



El &cido hialurénico tiene ademas ventajas comparativas frente a las otras
macromoléculas al ser un glicosaminoglicano presente en el oviducto, el cual ha
demostrado tener un papel importante en la proliferacion celular, migracion y
diferenciacion celular, asi como en la regulacion de la expresion genica (Toole, 2001). Por
otra parte, se ha visto que al ser usado en la suplementacion de medios de cultivo, mejora
la calidad y criotolerancia de los embriones, al evitar la formacion de hielo en el espacio
extracelular (Stojkovic et al., 2002; Dattena et al., 2007; Sheehan et al., 2007; Palasz et al.,

2006; 2008; 2009; Block et al., 2009).

Envases

Los envases han sido modificados a través del tiempo, por su parte, con el objetivo
de disminuir el volumen final de medio de vitrificacién donde se mantiene al embrion vy el
material del envase, para optimizar la conductividad térmica y las tasas de enfriamiento.
Las primeras modificaciones que se hicieron, fueron con la intencién de minimizar el
volumen de la solucion de vitrificacion. Las primeras a ser utilizadas fueron las pajuelas
plasticas de inseminacion, sin embargo al usar volimenes >20 uL, solo alcanzaban tasas de
enfriamiento de 2500°C/min (Palasz y Mapletof, 1996). Por su parte, los contenedores de
menor volumen (<5 pL), asociados con el contacto directo con el nitrégeno liquido,
consiguieron aumentar las tasas de enfriamiento hasta casi los 30,000°C/min (He et al.,
2008). La mayoria de estos contenedores, permitieron ademas la disminucion de las

concentraciones de los crioprotectores, disminuyendo el dafio tdxico y mecanico.

Entre los métodos creados estan: el tamafio minimo de la gota (MDS) (Arav, 1992),
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las open-pulled straw (OPS) (Vajta et al., 1998), el volumen minimo de congelacion
(MVC) (Hamawaki et al., 1999), el sistema de hemi-pajuela (Vanderzwalden et al., 2000),
los gel-loading tips (Tominaga y Hamada, 2001), las closed-pulled straw (CPS) (Chen et
al., 2001), nylon mesh (Matsumoto et al., 2001), flexipet denuding pipette (FDP)
(Liebermann et al., 2002), las superfinely open-pulled straw (SOPS) (Isachenko et al.,
2003), las micropipetas plasticas de diametro fino (Cremades et al., 2004), 100 pL
pipetting tip (Hredzak et al., 2005), los cryotip (Kuwayama et al., 2005) y cryotop
(Kuwayama et al., 2005). Dentro de estos, el envase mas usado es el método de la OPS, la
cual alcanza tasas de enfriamiento superiores a 20.000 °C/min, disminuyendo los dafios

toxicos y osmaticos en las células (Vajta et al., 1998).

Modelos posteriores, consiguieron aumentar aun mas las tasas de enfriamiento, al
utilizar para su fabricacion materiales distintos al plastico. Debido a sus caracteristicas
fisicas, el plastico tiene una baja conductividad de calor, por lo tanto el uso de otros
materiales con mayor conductividad permitieron aumentar el intercambio de calor y las
tasas de enfriamiento. Por ejemplo, la utilizacién de las GMP de vidrio permiti6 alcanzar
velocidades de casi 30,000°C/min (Kong et al., 2000; Cho et al., 2002; Rodriguez et al.,
2010). Ademas, se han reportado tasas de desarrollo mayores después de la vitrificacion
con GMP que con la OPS, debido a una mayor conductividad y la utilizacion de un menor
volumen de crioprotectores (Kong et al., 2000; Cho et al., 2002). Otro tipo de materiales
igualmente utilizados han sido: el metal, con las pajuelas metalicas (Bunn et al., 2006), y el

cuarzo, a través de los micro-capilares de cuarzo (Risco et al., 2007; He et al., 2008).

Por otro lado, existen otro tipo de sistemas, que permiten el contacto directo de la
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solucion de vitrificacion con el nitrogeno liquido como los electron micro-grids (Martino et
al., 1996) y los cryoloop (Lane et al., 1999), al ser sistemas abiertos, o por medio del
contacto a través de una superficie solida metalica que se encuentra a la misma temperatura
del nitrogeno (-196°C), como los sistemas de vitrificacion sobre superficie solida SSV

(Dinnyes et al., 2000) o Fyberplugs (Muthukumar et al., 2008).

El sistema de superficie solida de vitrificacion alcanza curvas rapidas de
enfriamiento (>20.000 °C/min), al permitir el contacto de la solucion de vitrificacion sobre
una superficie metalica enfriada previamente dentro del nitrégeno liquido (Dinnyes et al.,
2000). Ademas, al estar la superficie por encima del nivel de nitrogeno, este sistema se
evita la exposicion y generacion de vapores de nitrégeno, lo que hace que se alcance

velocidades de enfriamiento ain mayores (=30.000°C/min) (Sansinena et al., 2011).

HIPOTESIS GENERAL

La vitrificacién en micro-volumen utilizando soluciones simples de etilenglicol
proporciona la supervivencia de ovocitos inmaduros y embriones producidos in vitro y
permiten el desarrollo de sistemas simples de dilucion para la transferencia directa de los

embriones.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar las tasas de viabilidad de ovocitos y embriones bovinos producidos in vitro

vitrificados por medio de sistemas de micro-volumen en soluciones simples de etilenglicol.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la capacidad de formacion de estado vitreo de las soluciones

crioprotectoras al ser expuestas a nitrogeno liquido (Experimento 1a).

- Evaluar el efecto de la toxicidad de las soluciones crioprotectoras simples o
compuestas basadas en etilenglicol sobre los embriones producidos in vitro (Experimento

1b).

- Evaluar la viabilidad de embriones producidos in vitro vitrificados en soluciones

simples o compuestas basadas en etilenglicol (Experimento 1c).

- Evaluar el efecto de dos métodos de vitrificacion en micro-volumen: micro pipetas
de vidrio (GMP) y sobre superficie sélida de vitrificacion (CVM), en la viabilidad de

embriones producidos in vitro (Experimento 2).

- Comparar la supervivencia de los embriones producidos in vivo e in vitro
criopreservados por el método de vitrificacion con CVM o de congelamiento convencional

(Experimento 3).

- Desarrollar un método de dilucién dentro de la pajuela y evaluar el efecto de la
dilucion de las soluciones de vitrificacion en medio holding o en una solucién de sacarosa
sobre la viabilidad de los embriones producidos in vitro vitrificados por el método de CVM

(Experimento 4).
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- Evaluar el efecto de la coloracion Brillante cresyl blue en la seleccion de ovocitos y
la presencia de &cido hialuronico en las soluciones de vitrificacion, sobre la supervivencia
de ovocitos bovinos maduros e inmaduros vitrificados por el sistema CVM (Experimento

5).
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS

PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

Los embriones producidos in vitro para la realizacion de estos experimentos fueron
obtenidos a partir de ovocitos provenientes de ovarios de frigorifico. Para esto, los ovarios
fueron transportados hasta el laboratorio en un recipiente térmico conteniendo PBS
modificado (PBSm), suplementado con 10% de SFB (Natocor, Argentina), a una
temperatura entre los 23 a 30°C. Los complejos cumulos-ovocitos (COCs) fueron
recuperados por medio de la aspiracion folicular de foliculos con diametros entre 3 a 8
mm, con una jeringa con aguja 16G, 3 a 5 horas después de la faena. Los COCs obtenidos
fueron lavados y trasladados a un medio de manutenciéon TCM-199 suplementado con
2,381 mM NaHCO3 vy 0,2mM piruvato de sodio, 50 pug de Gentamicina y 1 mg de BSA,
para asi ser evaluados y seleccionados segun lo descrito por Hasler et al. (1995). Se
consideraron como aptos solo los ovocitos con tres 0 mas capas compactas de células del

cumulus, citoplasma homogéneo y aspecto esférico.

Para la obtencién de embriones, los COCs frescos o vitrificados (segun el
experimento), fueron lavados en el medio TCM-199 y transferidos en grupos (30-50
COCs), a placas de cultivo de 4 pozos NUNC®, las cuales contenian 500uL de

medio/pozo, para asi ser madurados in vitro por un periodo entre 18 a 24 h a 38.8°C, bajo
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atmosfera controlada y 5 % de CO,. El medio utilizado para la maduracion fue el medio
TCM-199 (Sigma, USA), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Natocor,
Argentina), 0,2 mM de piruvato de sodio, 35 mg/ml de FSH porcina (Folltropin-V;
Bioniche Animal Health, Bellevile, ON, Canada), 15 mg/ml de LH (Lutropin; Bioniche
Animal Health) y antibidticos. Posteriormente, los COCs fueron lavados y trasladados a un
medio de fertilizacion FERT-TALP. Para la fertilizacion de los COCs fue usado semen
convencional de toros con fertilidad comprobada. Una pajuela de 0,5mL de semen fue
descongelada por rutina, a 37°C por 60 segundos en bafio maria. Para su seleccion y
capacitacion fue utilizado un sistema de gradientes de particulas de silica (Isolate®, Irving
Scientific). Una vez el semen era descongelado, era depositado en la parte superior de los
gradientes y centrifugado a una velocidad de 2500 rpm por 15 min. El pellet resultado de
esta centrifugacion posteriormente era re diluido en 1 mL de medio de fertilizacion FERT-
TALP y nuevamente centrifugado a 2500 rpm por 5 min, para retirar el polimero. Con este
segundo pellet se realizaba el conteo de la concentracion espermética final y se rediluia,
para poder utilizar la muestra en una concentracion final de 1x10° de spz/mL, sobre cada
gota de cultivo (500uL) que contenia los COCs (30-50 COCs/gota). Después de 20 h, los
cigotos ya formados eran desnudados por medio de vortex, lavados y colocados en medio
cultivo (SOFaa) en grupos de 20 ovocitos/gota, en gotas 500ul, cubierto por aceite mineral
a 38,8°C, 5% CO,, 5% O, y 90% N, y maximo de humedad. Los embriones fueron
observados al dia 2, y 7 para la determinacion del porcentaje de clivaje y de produccion

blastocito posterior a la fertilizacion.
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EXPERIMENTO 1

La evaluacion del efecto de las soluciones crioprotectoras en la viabilidad de los

embriones, se realizo en varias etapas.

Experimento la

Para poder evaluar la capacidad de vitrificacion de la soluciones, se realizd
diferentes asociaciones y concentraciones minimas de los crioprotectores. Las soluciones
de vitrificacion utilizadas estuvieron compuestas por EG en diferentes porcentajes (10%,
20% 6 30%) como unico crioprotector intracelular, en asociacion con un crioprotector
extracelular como la Trealosa (Tr) (0,5M; 0,75M 6 1 M), o en combinacion con otro

crioprotector intracelular como el PROH (10% o 20%; Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Combinaciones de crioprotectores intra y extracelulares para la evaluacion de
la capacidad de induccion de estado vitreo

Crioprotector Intracelular Crioprotector Extracelular
10% PROH + 10% EG 0,5M Trealosa
20% PROH + 20% EG 0,25M Trealosa
20% EG 0,5M Trealosa
20% EG 0,75M Trealosa
20% EG 1M Trealosa
30% EG 0,5M Trealosa
30% EG 0,75M Trealosa
30% EG 1M Trealosa
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Todas las soluciones fueron diluidas en TCM-199 bufferado suplementado con
0,4% de BSA. Como solucidn control fue utilizado 20% EG + 20% PROH + 0,25 M de

Trealosa diluida en el medio TCM-199 modificado.

La evaluacion del estado vitreo de cada solucion fue probada después de ser
cargadas en pajuelas de 0,25 ml (150upL), en micro-pipetas de vidrio (5uL), para
posteriormente, sumergirlas en el nitrégeno liquido o depositadas en gotas de 1uL sobre la
superficie solida de vitrificacion (CVM®, Cryologic) que estaba previamente enfriada a -

196°C.

La visualizacion del estado vitreo, se hizo por medio de inspeccion directa segun lo
descrito previamente por Kasai et al. (1990) y Seki y Mazur (2009). Las soluciones que
permanecieron transparentes estando sumergidas o expuestas al frio trasmitido por el
nitrogeno liquido fueron consideradas como soluciones con la capacidad de vitrificar y
aquellas que presentan una apariencia opaca lechosa fueron consideradas como soluciones

que no vitrifican (Figura 2.1).

Figura 2.1. 1zg. Solucion cristalizada (lechosa), sin capacidad de formacion de estado
vitreo. Der. Solucidn con capacidad de formacion de estado vitreo (transparente).
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Experimento 1b

Para la segunda parte de este experimento se utilizaron embriones bovinos
producidos in vitro de ovarios de frigorifico segun el protocolo descrito previamente, en 8
diferentes replicas. Para la evaluacion de los niveles de toxicidad de las soluciones de
vitrificacion se utilizé un total de 253 embriones, en los estados de blastocisto grado 1. La
clasificacion y evaluacion de la calidad de los embriones fue evaluada segun los

parametros sugeridos por la IETS (Robertson y Nelson, 2011).

Los embriones fueron seleccionados y distribuidos en los tres diferentes grupos de
tratamiento y un grupo control. De esta forma, los embriones fueron expuestos a las
soluciones de equilibrio (SE) a 37°C por periodos de 1 6 5 minutos, para posteriormente
ser trasladados y expuestos en una solucién final de vitrificacion (SV) por 30 segundos. El
grupo control fueron embriones sin ninguna exposicién a las soluciones de vitrificacion,

que fueron seleccionados y colocados inmediatamente en cultivo.

La composicién de las soluciones de vitrificacion evaluadas fueron basadas a partir
de Etilenglicol (EG), 1-2 Propanediol (PROH) y Trealosa (Tr), diluidas en medio buffer

TCM-199, suplementado con 0,4% de BSA.

La solucion de vitrificacion 1, estaba compuesta por la solucion de equilibrio SE1:
10% EG + 10% PROH, seguido de la solucién de vitrificacién SV1: 20% EG + 20%
PROH + 0,25 M Tr. La solucion de vitrificacion 2, estaba compuesta por la solucion SE2:

10% EG + 0,25 M Tr, seguido de la SV2: 20% EG + 1M Tr, y la solucidn de vitrificacion
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3, fue la compuesta por la SE3: 15% EG +0,25 M Tr, seguido de la SV3: 30% EG + 0,75

M Tr.

Posteriormente, después de la exposicion a los crioprotectores, los embriones
fueron transferidos a un medio de dilucion, compuesto por TCM-199 suplementado con
0,25 M de sacarosa por 5 minutos, lavados en medio Holding (Vigro Holding media®,
Bioniche Animal Health), y finalmente transferidos a gotas de medio de cultivo SOF de
200 pL para su cultivo in vitro. Las tasas de re-expansion y de eclosion fueron evaluadas

cada 24 horas por un periodo de 72 horas.

Experimento 1c

En la tercera parte de los experimentos se utilizaron embriones en el estadio de
blastocito gradol, los cuales fueron producidos in vitro a partir de ovarios de frigorifico

segun el protocolo descrito previamente.

Los embriones (n= 320) seleccionados, fueron distribuidos de forma aleatoria en
tres grupos experimentales y un grupo control. Grupo control: embriones que fueron
mantenidos en medio SOFaa para ser cultivados sin sufrir ninguno tipo de tratamiento.
Grupo 1: embriones expuestos a la solucion de equilibrio SE1 (10% EG + 10% PROH),
durante 1 min, seguido de la exposicion por 30 segundos en la solucién de vitrificacion
SV1 (20% EG + 20% PROH + 0,25 M Tr); Grupo 2: embriones expuestos a la solucion
SE2 (10% EG + 0,25M Tr) por 1 min, seguido de SV2 (20% EG + 1M Tr) por 30

segundos; y Grupo 3: embriones expuestos en la SE3 (15% EG + 0,25M Tr) por 1 min,
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seguido de la solucion SV3 (30% EG + 0,75M Tr) por 30 segundos. Todas las soluciones

fueron diluidas en TCM-199 bufferado, suplementado con 0,4% de BSA.

Después de la exposicion de los embriones a las soluciones crioprotectoras a 37°C,
los embriones fueron envasados con el sistema de GMP, que es una modificacion de la
OPS. Las GMPs fueron hechas de micro-capilares de vidrio expuestos al calor y estirados

manualmente hasta que su diametro externo alcanz6 aproximadamente los 0,6 mm.

Para la vitrificacion, los embriones fueron envasados en las GMP por medio de
capilaridad, al colocar la punta mas fina de las micro-pipetas sobre las gotas de 2-4uL de
solucion de vitrificacion final (SV), para asi poder ser sumergidos directamente en el
nitrégeno liquido (-196°C). Una vez vitrificados los embriones fueron almacenados en

tanques de nitrogeno liquido por un periodo de minimo una semana.

Para el proceso de descongelamiento de las muestras, la dilucion de las soluciones
crioprotectoras se realizd en gotas de 300 uL de TCM-199 suplementado con 0,25 M de
sacarosa por un periodo de 5 minutos y posteriormente lavados en tres gotas de S0uL de
medio de cultivo SOFaa. Finalmente, todos los grupos fueron trasladados a gotas de 200
pL de medio SOFaa suplementado con 0,4% of BSA, bajo aceite mineral, para ser
cultivados a 38,8°C, bajo atmosfera controlada con 5% CO, 5% O, y 90% N, por un
periodo de 72 horas. Las tasas de re-expansion y de eclosion fueron evaluadas cada 24

horas durante las 72 horas del cultivo.
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EXPERIMENTO 2

Para este experimento se utilizaron blastocistos grado 1 (n=594), producidos in
vitro segun el protocolo del laboratorio descrito previamente. Los embriones seleccionados
fueron distribuidos de forma aleatoria en 4 diferentes grupos experimentales, y un grupo

control, en 10 diferentes replicas.

Grupo control: fueron los embriones transferidos en el medio de cultivo SOFaa
inmediatamente después de la seleccion, sin ser expuestos a ningun tratamiento. Grupo 1:
embriones expuestos a la solucién de vitrificacion 1 (SV1), compuesta por la solucién de
equilibrio, SE1: 10% EG + 10% PROH (1 min), seguido de la solucion de vitrificacion
SV1: 20% EG + 20% PROH + 0,25 M Tr (30 seg), envasados en las GMP; Grupo 2:
embriones expuestos a la solucién de vitrificacion SV1, envasados en los Fyberplugs,
Grupo 3: embriones expuestos a la solucidn de vitrificacion 3 (SV3), compuesta por SE3:
15% EG + 0,25 M Tr (1min), seguido de la SV3: 30% EG + 0,75 M Tr (30seg), y
envasados en las GMP, Grupo 4: embriones expuestos a la solucion de vitrificacion SV3,

envasados en los Fyberplugs.

La vitrificacion de los embriones fue realizada través de la exposicion de los
embriones en las diferentes soluciones crioprotectoras, para poder ser envasados en los
diferentes sistemas y ser almacenados en nitrogeno liquido. En el caso del sistema de
envase GMP, se realiz6 de la misma forma que fue descrito en el experimento anterior, a
través de capilaridad y la inmersion directa en el nitrégeno liquido (Figura 2.2). Por otro

lado, los embriones envasados en los Fyberplugs, fueron envasados al depositar la gota
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final de la solucion de vitrificacion que contiene el embrion (0,5-1pL), con una micro-
pipeta visualizando bajo la lupa. Una vez depositados en el fyberplug, los embriones
fueron vitrificados a través de sistema de vitrificacion sobre superficie solida, descrito por
Dinnyes et al. (2000), en el sistema de vitrificacién de Cryologic (CVM®, Cryologic,
Australia). Para la generacion del estado vitreo, los fyberplugs fueron colocados sobre una
superficie metalica previamente enfriada a -196°C, para hacer contacto directo con toda la
superficie de la gota (Figura 2.2). Subsecuentemente, los fyberplugs fueron cubiertos con
una hemi-pajuela de plastico y almacenados dentro de nitrégeno liquido. Después de por lo
menos una semana de almacenamiento en el nitrogeno liquido, los embriones en los
diferentes grupos de tratamiento fueron descongelados en sacarosa 0,25M por 5 minutos y
posteriormente lavados y transferidos en el medio de cultivo SOFaa. La evaluacion de las
tasas de re-expansion y eclosion de los embriones fue realizada cada 24 horas durante las

72 horas que permanecieron en cultivo.

Figura 2.2. 1zq. Envasado por capilaridad en micro-pipetas de vidrio. Der. Envasado de
microgota de vitrificacion en Fyberplug.
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EXPERIMENTO 3

Para este experimento, los embriones producidos in vitro (n=445) fueron obtenidos
al dia 7 segun el protocolo descrito previamente. Por su parte, la produccion in vivo de
embriones (n=220), se obtuvo a traves de la colecta de vacas superestimuladas, de acuerdo
con el protocolo descrito por B et al. (2008). Las vacas donadoras fueron artificialmente
inseminadas 12 a 24 horas después de la administracion de LH (Lutropin-V, Bioniche
Animal Health, Canada). EI semen usado para la inseminacién artificial fue el mismo que
se utilizé para la FIV. Los embriones fueron colectados 7 dias después a la LH, por medio
del lavado de los cuernos uterinos con medio PBS (PICTOR-PBS, Biogen Argentina SA,
Argentina). Del total de embriones colectados fueron solamente seleccionados para la
criopreservacion aquellos en estado de morula y blastocisto grado 1 (Robertson y Nelson,
2011). Una vez seleccionados los embriones fueron distribuidos de forma aleatoria en los

diferentes grupos experimentales.

La vitrificacion de los embriones producidos in vivo e in vitro se realizé por medio
del sistema de superficie solida descrito por Dinnyes et al. (2000), con modificaciones
usando el sistema comercial CVM® (Cryologic, Australia), como se describio en el

experimento 2.

Para la dilucion de la solucion crioprotectora durante el descongelamiento, los

fiberplugs fueron destapados dentro del nitrégeno liquido, para liberar la presion de la

hemi-pajuela y luego depositados en una solucion de dilucion de 0,25 M de sacarosa por 5
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min a 37°C, lavados Yy colocados en medio de cultivo SOFaa, para la evaluacion de la

viabilidad de los embriones post-descongelado cada 24 horas por un periodo de 72 horas.

Por su parte, el procedimiento de congelamiento de los embriones in vivo e in vitro,
se hizo con el método convencional, a través de la exposicion de los embriones producidos
in vivo e in vitro a una solucion crioprotectora de 1,5 M de EG (Vigro Ethylene Gycol®,
Bioniche Animal Health, Pullman, USA) por un periodo de 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, los embriones fueron envasados en pajuelas plasticas de 0,25
mL, selladas y colocadas directamente en la congeladora Freeze Control 5500
(Cryologic®, Australia) a -6.5°C. Después de un periodo de adaptacion de 2 a 3 minutos,
se realizo la induccion de la cristalizacion (seeding), iniciandose la curva de congelamiento
con un periodo de 10 min a -6.5°C, y una disminucion progresiva de la temperatura de -
0,6°C/min hasta los —35°C. Los embriones congelados fueron almacenados en nitrégeno
liquido (-196°C) por lo menos por una semana. El descongelamiento de los embriones
congelados, se hizo a través de un bafio maria a 30°C por 30 segundos, y depositados en
una placa de petri, para posteriormente ser lavados y colocados en medio de cultivo
SOFaa, para asi poder evaluar cada 24 horas por un periodo de 72 horas, la viabilidad de

los embriones posterior al descongelamiento.

EXPERIMENTO 4

Para este experimento fueron seleccionados blastocitos bovinos grado 1 producidos
in vitro (n=572), segun el protocolo descrito previamente. Los embriones seleccionados

fueron distribuidos aleatoriamente en 4 diferentes grupos de tratamiento segun la solucion

31



de vitrificacion y/o la solucion de dilucion usada durante el descongelamiento dentro de la

pajuela y un grupo control, en 10 diferentes replicas.

Control: embriones sin ningdn tipo de tratamiento que fueron colocados
directamente en medio de cultivo SOF despues de ser seleccionados. Grupo 1: embriones
expuestos a la solucion de vitrificacion SV1 (EG+PROH), descrita en los experimentos
anteriores, y diluidos durante el descongelamiento dentro de la pajuela en la solucion de
0,25 M de sacarosa. Grupo 2: embriones vitrificados en SV1 y diluidos durante el
descongelamiento dentro de la pajuela en la solucién de dilucién Vigro® holding. Grupo
3: embriones expuestos a la solucion de vitrificacion SV2 (EG), descrita en los
experimentos anteriores, y diluidos en la solucién de 0,25 M de sacarosa, Grupo 4:

embriones vitrificados en SV2 y diluidos la solucién de dilucién Vigro® holding.

El proceso de vitrificacion de los embriones se realizd a través del sistema de
superficie solida CVM®, como fue descrito en el experimento 2. Sin embargo, durante el
proceso de sellado de los fyberplugs, en vez de ser depositados dentro de las hemi-

pajuelas, fueron sellados con una pajuela plastica de 0,5 mL.

Para permitir la dilucién de las soluciones crioprotectoras dentro de la pajuela
(sacarosa ou Vigro® holding), estas pajuelas contenian 200uL de las soluciones de
dilucion en el extremo opuesto por donde se introduce el fyberplug. De esta forma,
permitiendo el almacenamiento de las muestras, y evitando el contacto previo de la
solucion con la muestra vitrificada o la presencia de demasiado espacio de aire (Figura

2.3).
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Después de por lo menos una semana de almacenamiento dentro de termos de
nitrégeno liquido (-196°C), los embriones envasados en los fiberplugs fueron retirados de
los termos dentro de una heladera con nitrégeno liquido para poder ser destapados aun
dentro del nitrogeno liquido, para liberar la presion interna, antes de ser sometidos al
descongelamiento. Posteriormente, las pajuelas selladas nuevamente fueron descongeladas
en bafio maria a 30°C por 30 segundos, y agitadas para la mezcla homogénea de las

soluciones (Figura 2.4).

Luego de 1 minuto los embriones fueron lavados y transferidos en el medio de
cultivo SOFaa, y mantenidos en cultivo, a una temperatura de 38.8°C, bajo atmosfera
controlada de 5% CO, y 5% O, por un periodo de 72 horas. La evaluacion in vitro de las
tasas de re-expansion y eclosion fue realizada cada 24 horas durante las 72 horas de

cultivo.

Vitrification
Solution Drop
(0.6uL)

200pL of

Warming
Solution

e

—t—> Cottom

Fyberplug

A B C

Figura 2.3 Dilucién en la pajuela. (A) Fyberplug con la gota de vitrificacion; (B) Pajuela
plastica de 0,5ml con 200uL de las soluciones de dilucion; (C) Fyberplug sellado con la
pajuela.
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A B c D

Figura 2.4. Esquema de la dilucion del sistema CVM dentro de la pajuela. (A) Se libera la
presion girando el fyberplug dentro del nitrogeno liquido y se expone la pajuela al aire por
5 seg; (B) se sumerge en bafio maria a (37°C) por 30 seg; (C) Se mezcla la solucion de
dilucién dentro de la pajuela con la gota vitrificada; (D) Pajuela de 0,5 mL con el medio de
dilucion que contiene el embridn para la transferencia directa.

EXPERIMENTO 5

Los ovocitos utilizados en este experimento fueron obtenidos de ovarios de
frigorifico, los cuales fueron transportados en medio PBS entre 24 a 32°C hasta el
laboratorio, en un periodo no mayor a 5 horas. Los complejos cumulus-ovocitos (COCs)
fueron aspirados de foliculos entre los 3-8 mm de diametro, lavados en medio Vigro®
Holding y seleccionados segun sus caracteristicas morfoldgicas, dejando como viables solo
los ovocitos con citoplasma homogéneo, rodeados con varias células del cumulus

compactas.
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El total de los ovocitos que fueron seleccionados morfologicamente, pasaron por
una segunda seleccion a partir de la coloracion supravital de Brillante Cresyl Blue (BCB).
Esta coloracion selecciona los ovocitos, al determinar los niveles presentes en los COCs de
la enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6DPH), segln el protocolo descrito por Alm
et al. (2005). Para ello, los COCs fueron depositados en gotas de 100ul de 26uM de BCB
(Sigma, B-5388 St Louis, MO, USA) en PBS suplementado con 0,4% (w/v) BSA (Sigma
A-9647 St Louis, MO, USA), incubados a 38.8°C, en atmosfera controlada con 5% CO,.
Despues de 90 minutos de incubacién, los ovocitos fueron lavados en medio Vigro®
holding, observados bajo estereomicroscopio y clasificados de acuerdo con la coloracion
en dos grupos, como BCB (+), los ovocitos con citoplasma azul (ovocitos maduros), y

BCB(-) ovocitos con citoplasma sin ninguna coloracion (ovocitos en crecimiento).

La vitrificacion de los ovocitos, se realizo en dos ensayos diferentes. El
experimento 5a se realizd en ovocitos inmaduros y el experimento 5b con ovocitos
maduros. El protocolo de vitrificacion para los dos experimentos fue una adaptacion del
protocolo descrito por Zhou et al. (2010), con modificaciones. Los ovocitos fueron
vitrificados a través del sistema de superficie solida de vitrificacion CVM®, de la misma
forma que fue descrito en los experimentos anteriores. Las soluciones de vitrificacién
usadas para los dos experimentos fueron: SV1: 10% EG diluido en medio TCM-199
suplementado con 0,4% de BSA por un periodo de 10 min, para la saturacion inicial de los
ovocitos (Papis et al., 2000), seguido de una solucién de 20% EG + 0,2M trealosa por 30
segundos, para finalmente depositarlos en una tercera solucién de vitrificacion compuesta
por 30% EG + 0,5M trealosa por 30 segundos; SV1+HA: 10% EG por 10 min, seguido de

20% EG + 0,2M trealosa por 30 seg, similar a la primera solucion, con la diferencia de la
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adicion de acido hialuronico en la solucion de vitrificacion final de 30% EG+ 0,5M
trealosa + 0,1g/ml de &cido hialuronico. Por lo tanto, el total de ovocitos seleccionados en
cada grupo fue re dividido en 2 diferentes grupos segun las soluciones de vitrificacion,

siendo 4 grupos experimentales y un grupo control.

Grupo control: ovocitos sin ningun tipo de tratamiento, que fueron colocados en
cultivo inmediatamente después de que fueron seleccionados; Grupo control vit: ovocitos
sin ningun tipo de tratamiento, sino simplemente vitrificados en la solucion de vitrificacion
SV1, Grupo 1: ovocitos seleccionados como BCB (+) expuestos a la solucién de
vitrificacion SV1; Grupo 2: ovocitos seleccionados como BCB (+) expuestos a la
solucion de vitrificacion SV1+HA; Grupo 3: ovocitos seleccionados como BCB (-)
expuestos a la solucién de vitrificacion SV1; Grupo 2: ovocitos seleccionados como BCB

(-) expuestos a la solucion de vitrificacion SV1+HA.

En el experimento 5a, en el que se vitrificd ovocitos inmaduros (n=716), los COCs
seleccionados fueron distribuidos aleatoriamente en los grupos Yy vitrificados,
inmediatamente después del periodo de incubacion en el BCB. Los ovocitos
permanecieron almacenados por lo menos por una semana en nitrogeno liquido. Para la
dilucion de las soluciones crioprotectoras, los fyberplugs fueron retirados de los -196°C y
colocados sobre una primera solucion de 0,5 M de sacarosa por 5 min, seguida de una
segunda solucion de 0,25 M de sacarosa por otros 5 min, y del lavado en medio de
maduracion TCM-199, antes de ser colocados en cultivo (gotas de 500 pL). Los ovocitos
fueron trasladados al medio de TCM-199 y madurados por 24 horas, para continuar bajo el

mismo protocolo de produccién in vitro de embriones usado en todos los experimentos.
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Las tasas de produccién embrionaria fueron evaluadas al dia 2, para observar las tasas de

clivaje y al dia 7, para observar las tasas de blastocitos.

En el experimento 5b para la vitrificacion de ovocitos maduros (n=592), posterior a
la seleccion los COCs fueron lavados después de la seleccion y posteriormente ser
trasladados en gotas de 500uL de medio de maduracion TCM-199, por un periodo entre 20
-24 horas. Transcurrido este periodo, los ovocitos fueron retirados, y por medio de un
pipeteo suave retiradas parcialmente las celulas del cumulus, para facilitar el proceso de
vitrificacion. La division de los grupos de tratamiento, la vitrificacion y la dilucion, la

maduracion y el cultivo fueron realizadas como en el experimento 5a.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de las mediciones de tasas de re-expansion y eclosion del experimento 3

fueron comparadas por el test de Chi-cuadrado, con un nivel de significancia de P<0,05.

Los datos de porcentajes de re-expansion y de eclosion de los experimentos 1, 2, y 4, asi
como las tasas de clivaje y produccion de embriones del experimento 5, al evaluar el efecto
de diferentes factores, fueron transformados por la raiz cuadrada y posteriormente
analizados por ANAVA. El test de diferencia minima significativa (LSD) fue usado para
las subsecuentes comparaciones mdaltiples con ANAVA, teniendo como diferencia
significativa (P<0,05). El analisis estadistico de todos los experimentos del proyecto fue
realizado utilizando el programa Infostat 1.0 (Infostat, Universidad Nacional de Cordoba,

2010).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Experimento la

Los resultados demostraron que las soluciones en volumenes menores a 1 pL,
aumentan las probabilidades de la formacién de estado vitreo aun para el caso de
soluciones compuestas con un solo crioprotector intracelular. Por otro lado, soluciones con
10% EG + 10% PROH, no presentaron la formacion de estado vitreo en ningun tipo de
volumen. Ademas, soluciones con concentraciones iguales 0 mayores a 20% de EG con
concentracion mayor de 0,75 M de trealosa de forma individual o compuesta con otros
crioprotectores, presentaron formacion de estado vitreo en cualquiera de los volumenes

(Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. Ocurrencia del estado vitreo de diferentes soluciones durante la inmersion en

nitrégeno liquido en diferentes envases.

Soluciones de vitrificacion Pajuela GMP CVM
(0,25 ml) (2-5pL) (0,5-1pL)

10% EG +10% PROH + 0,5M Tr - - -
'0% EG + 20% PROH + 0,25M Tr + + +
20% EG + 0.5M Tr - - +

20% EG +0,75M Tr - + 4

200 EG + 1M Tr + + +

30% EG + 0,5M Tr + + +
30%EG + 0,75M Tr + + +

30% EG+ 1M Tr + + +

(-) No vitrifica, apariencia lechosa; (+) Vitrifica, apariencia transparente.

Experimento 1b

Las tasas de viabilidad de los embriones in vitro expuestos a las soluciones
crioprotectoras son los sefialados en la Tabla 3.2. Las tasas de re-expansion no presentaron
diferencias entre las soluciones cuando fueron expuestos por un periodo de 1 min. Sin
embargo las tasas de eclosién fueron mayores (P<0,05) cuando los embriones fueron
expuestos a la solucion de vitrificacion SE2+SV2, en comparacion con la SE3+SV3 y no
difirié con la SE1+SV1, ni con el grupo control. Para el periodo de exposicién de 5
minutos, las tasas de re-expansion y de eclosion fueron mayores para la solucion

SE2+SV2, en comparacién con las SE1+SV1 o SE3+SV3. Mientras que la tasa de eclosion
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fue mayor (P<0,05) en los embriones vitrificados con la SE2+SV2 que en la solucién

SE3+SV3y no difirié con la ES1+VS1, ni con la del grupo control.

Tabla 3.2. Tasas de re-expansion y eclosion posterior a la exposicion en diferentes

intervalos de tiempo en tres diferentes soluciones de vitrificacion

N°. de embriones re-expandidos No. de embriones eclosionados

/ N° embriones tratados (%) / N° embriones tratados (%)
Soluciones Tiempo de exposicion de ) L o

o Tiempo de exposicion de equilibrio
equilibrio

1 min 5 min 1 min 5 min
SE1+SV1  82,0+4,3° 61,8+5,9° 43,1+3,7° 38,9+3,0°
SE2 + SV2 87,6+7,1° 87,7+4,8° 52,5+5,2% 52,0+4,2%
SE3 +SV3 76,5+6,2° 65,6+7,0° 31,645,4° 20,6+3,7°

Control - 62,6+6,6%

SE1=10% EG + 10% PROH (1min) seguido por SV1=20% EG + 20% PROH+ 0,25MTr
(30seq); SE2= 10% EG +0,25MTr (1min) seguido por SV2= 20% EG +1MTr (30seg);
SE3=15% EG + 0,25MTr (1min) seguido por SV3=30% EG + 0,75MTr (30seg).

P Tasas en la misma columna con diferente superindice difieren significativamente,
P<0,05

Experimentos 1c

Los resultados de la viabilidad de los embriones después de la vitrificacion en las
diferentes soluciones, estan indicados en la Tabla 3.3. Las tasas de re-expansion de los
embriones vitrificados en la solucién SV3 fueron mayores (P<0,05) que para la solucion
SV1 y no difirié con la solucién SV2. Las tasas de eclosion por su parte fueron mayores en
el grupo control que en los grupos vitrificados (P<0,05). Las tasas de eclosion del grupo
SV3 fueron mayores (P<0,05) que los grupos SV1 y SV2, y fueron mayores las tasas de

los embriones en la solucién SV2 (P<0,05) que las de los embriones en el grupo SV1.
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Tabla 3.3. Tasas de re-expansion y eclosién de embriones vitrificados en diferentes

soluciones de vitrificaciéon

N Embriones Embriones

0.

Soluciones ) Re-expandidos Eclosionados

Embriones
(%) (%0)
Sv1 81 64,4+0,9° 37,242,5°
SV2 81 68,5+1,5% 49,6+1,0°
SVv3 82 72,2+1,9 58,2+0,8°
Control 76 - 74,442 52

SV1= 10% EG + 10% PROH (1min) sequido por 20% EG + 20% PROH+ 0,5MTr
(30seg); SV2= 10% EG +0,25MTr (1min) seguido por 20% EG +1MTr (30seg); SV3=
15% EG + 0,25MTr (1min) seguido por 30% EG + 0,75MTr (30seg).

%P Tasas en la misma columna con diferente superindice son significativamente diferente,
P<0,05

EXPERIMENTO 2

Las tasas de viabilidad de los embriones vitrificados posterior al descongelamiento
demostraron no presentar interacciones entre los métodos de criopreservacion y las
soluciones de vitrificacion. Al ser analizados por separado cada uno de los factores, se
observo que no hubo diferencias entre los sistemas de criopreservacion (P>0,1). Sin
embargo, se observaron diferencias significativas entre las soluciones de vitrificacion
(P<0,05), al ser analizados por separado. Los embriones vitrificados en la solucion
simplificada de EG (SV3) presentaron tasas de re-expansion y de eclosion mayores
(P<0,05) en comparacion con los embriones vitrificados en las soluciones compuestas con
EG + PROH (SV1), siendo similar a las observaciones hechas en el experimento anterior

(Tabla 3.4).
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Tabla 3.4. Tasas de re-expansion y de eclosion de los embriones vitrificados con dos
diferentes métodos de vitrificacion

Embriones Embriones

Metodos de  Soluciones de No. _ _
Re-expandidos Eclosionados

Vitrificacion Vitrificacion Embriones

(%0) (%)
Control 95 - 770 + 1,3a
GMP 250 67,8+44 40,8+3,4
CVM 249 69,0+2,0 46,0+ 1,3
Sv1 250 63,3+ 3,3 39,7 +2,8°
SVv3 249 73,5+3,1° 471+2,1°
Interaccion
Metodos x Soluciones
Svi1 126 61,2+6,3 36,6 +5,4
GMP
SV3 124 745 +57 450+ 3,9
Svi1 124 655+ 2,6 428+ 1,3
CVM
SV3 125 726+29 493+19

VS1= 10% EG + 10% PROH (1min) seguidos por 20% EG + 20% PROH+ 0,5MTr
(30seg); VS3=15% EG + 0,25MTr (1min) seguido por 30% EG + 0,75MTr (30seg).

P Tasas en la misma columna con diferente superindice difieren significativamente,
P<0,05

EXPERIMENTO 3

Las tasas de re-expansion y eclosién de los embriones producidos in vivo fueron

superiores en comparacién que los producidos in vitro (P<0,01), sin importar el método de
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criopreservacion. Sin embargo, las tasas de viabilidad fueron mayores para los embriones
in vitro vitrificados, que aquellos criopreservados por medio de la congelacion
convencional (P<0,01). Para el caso de los embriones producidos in vivo la
criopreservacion por medio de los dos sistemas presentd tasas de re-expansion y de
eclosion sin diferencias significativas. Solo hubo una tendencia (P=0,09) a una mayor tasa

de eclosion en los embriones congelados que con los vitrificados.

Tabla 3.5. Tasas de viabilidad de los embriones producidos in vivo e in vitro
criopreservados por diferentes métodos.

Produccion Sistema Embriones Re-expansion Eclosion
Embriones Criopreservacion (n) n (%) n (%)
Congelamiento
100 86 (86)° 81 (81)°
In vivo convencional
Vitrificacion 110 93 (85)° 78 (71)°
Congelamiento
222 89 (40)* 45 (20)*
In vitro convencional
Vitrificacion 223 155 (69)° 132 (59)°

D¢ Tasas con diferente superindice difieren significativamente (P<0,05)

EXPERIMENTO 4

La solucion de vitrificacion SV3 (179/235, 76% y 135/235, 57%), obtuvo tasas de
re-expansion y eclosion mayores, que las de la SV1 (146/237, 61% y 88/237, 37%)
(P<0,05). Ademas, las tasas de re-expansion y de eclosion de los embriones vitrificados en

soluciones SV3 y diluidos en 0,25 M de sacarosa fueron similares a los diluidos en
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holding. Sin embargo, para el caso de los embriones vitrificados en la soluciéon VS1 (EG +
PROH), las tasas de re-expansion y de eclosion fueron mayores (P<0,05), para los diluidos

en 0,25 M de sacarosa, que aquellos diluidos en holding (Tabla 3.6).

Tabla 3.6. Tasas de re-expansion y de eclosion de blastocistos diluidos en dos diferentes

soluciones dentro de la pajuela.

Soluciones Soluciones No. Re-expansion Eclosion
Vitrificacion Dilucién Embriones n (%) n (%)
Sacarosa 120 67,7 + 2,3b 470417
Sv1
. d
Holding 117 54,5+ 1,0 27,731
Sacarosa 117 74,7 + 1,3a 57,2 + 2,2b
SV3
. b
Holding 118 773414 58,0+ 2,5
Control - 100 - 77,0+ 1,0 (77)

SV1= 10% EG + 10% PROH (1min) sequido por 20% EG + 20% PROH+ 0,5MTr
(30seg); SV3=15% EG + 0,25MTr (1min) seguido por 30% EG + 0,75MTr (30seg).

P Tasas en la misma columna con diferente superindice difieren significativamente,
P<0,05

EXPERIMENTO 5

En los resultados de los experimentos 5a (ovocitos inmaduros) y 5b (ovocitos
maduros) no hubo interacciones entre la seleccion de ovocitos por medio de la coloracion

de BCB y las soluciones de vitrificacion.
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En el experimento 5a, las tasas de clivaje y de produccion de blastocitos de los
ovocitos inmaduros vitrificados, fue significativamente mayor para los ovocitos

seleccionados BCB+ que para los BCB (-) (P<0,005).

Ademas, los resultados de clivaje de los ovocitos inmaduros que no fueron pre-
seleccionados con BCB vy vitrificados (control vit), fueron intermediarios en comparacion
con los grupos BCB (+) y (-) (Tabla 3.7). Sin embargo, el porcentaje de blastocistos en el

grupo control vit fue menor (P<0,005) que los BCB (+) y no difirio de los BCB (-).

Tabla 3.7. Tasas de clivaje y de produccion de embriones de ovocitos inmaduras
seleccionados por Brillante Cresyl Blue

Seleccion No. Clivaje Blastocistos
BCB Embriones % (n) % (n)
BCB + 243 49,6+2,9 (121)b 6,4+0,4 (16)b
BCB - 248 40,0+1,5 (100) 1,6+0,6 (4)
Control vit 100 44,0+4,5 (44)™ 3,0£2,0 (3)°
Control 120 63,8+3,2 (75) 32,0+1,3 (39)

b€ Tasas con diferente superindice difieren significativamente (P<0,05)

En la tabla 3.8 se muestra la comparacion entre las soluciones de vitrificacion. No
hubo diferencia en las tasas de clivaje y blastocitos producidos con ovocitos vitrificados en
las soluciones de crioprotectoras con o sin la presencia de acido hialuronico. Sin embargo,

las tasas de desarrollo de los embriones en los grupos VS1, VS1+HA vy el control vit
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fueron menores que la de los embriones en el grupo control que no fueron vitrificados

(P<0,001) (Table 3.8).

Tabla 3.8. Tasas de clivaje y porcentaje de blastocitos producidos de ovocitos inmaduros

vitrificados en dos diferentes soluciones de vitrificacion

Solucién No. Clivaje Blastocistos
Vitrificacion Embriones % (n) % (n)
b b
SV1 248 43,0+2,9 (106) 3,320,9 (8)
b b
SV1+HA 243 46,622,6 (115) 4,7+0,9 (12)
Control vit 100 44,0+4,5 (44)° 3,0+2,0 3)°
Control 120 63,8+3,2 (75) 32,0+1,3 (39)

SV1: 10% EG (10 min), seguido de 20% EG + 0,2M trealosa (30 seg) y luego 30% EG +
0,5M trealosa (30 seg); SV1+HA: 10% EG (10 min), seguido de 20% EG + 0,2M trealosa
(30 seg) y luego 30% EG + 0,5M trealosa + 0,1g/ml de &cido hialuronico (30 seg).
Control vit: vitrificados en SV1 sin ser expuestos a BCB
%P Tasas con diferente superindice difieren significativamente (P<0,05)

En el experimento 5b, las tasas de clivaje y de produccién de blastocistos fue mayor
en los ovocitos BCB (+) que en los BCB (-). Asi mismo, las tasas de clivaje y de
blastocitos fueron menores para los embriones en el grupo control vit (no seleccionados en

BCB) (P<0,05) en comparacion con los seleccionados como BCB (+) y no difirio de los

BCB (-) (Tabla 3.9).
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Tabla 3.9. Tasas de clivaje y de produccion de embriones de ovocitos maduras

seleccionados por Brillante Cresyl Blue

Seleccién No. Clivaje Blastocistos
BCB Embriones % (n) % (n)
BCB + 195 46,3+3,0 (90)b 4,6+0,9 (9)b
BCB - 197 30,3+3,1 (60)a 0,5+0,5 (1)a
Control vit 100 36,0+6,8 (36)a 1,0£1,0 (1)a
Control 100 62,0+4,0 (62) 32,0£4,9 (32)

b€ Tasas con diferente superindice difieren significativamente (P<0.05)

Por otro lado, las tasas de clivaje y blastocitos presentaron una tendencia a ser
mayores para los ovocitos maduros vitrificados en las soluciones con presencia de acido
hialuronico (Tabla 3.10). Sin embargo, los resultados no fueron significativamente
superiores entre la solucion SV1+HA y las soluciones SV1 vy el control vit (P=0,56).
Ademas, las tasas de desarrollo de los embriones en los grupos SV1, SV1+HA y el control
vit fueron menores que la de los embriones en el grupo control que no fueron vitrificados

(P<0,005).
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Tabla 3.10. Tasas de clivaje y porcentaje de blastocitos producidos de ovocitos maduros

vitrificados en dos diferentes soluciones de vitrificacion

Seleccién No. Clivaje Blastocistos
BCB Embriones % (n) % (n)

b b

SVv1 195 35,7+4,2 (70) 2,1+0,8 (4)

b b

SV1+HA 197 40,9+3,7 (80) 3,0+1,1 (6)
. b b

Control vit 100 36,0+6,8 (36) 1,0£1,0 (1)
Control 100 62,0£4,0 (62) 32,0+4,9 (32)

SV1: 10% EG (10 min), seguido de 20% EG + 0,2M trealosa (30 seg) y luego 30% EG +
0,5M trealosa (30 seg); SV1+HA: 10% EG (10 min), seguido de 20% EG + 0,2M trealosa
(30 seg) y luego 30% EG + 0,5M trealosa + 0,1g/ml de &cido hialuronico (30 seg).
Control vit: vitrificados en SV1 sin ser expuestos a BCB

%P Tasas con diferente superindice difieren significativamente (P<0,05)
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados de esta tesis confirman la hipotesis que la utilizacion de soluciones
crioprotectoras simples compuestas por etilenglicol y los métodos de vitrificacion en
micro-volumen como el de la superficie solida, permiten la vitrificacion de ovocitos y
embriones producidos in vitro. Ademas, fue posible el desarrollo de un sistema simple de
dilucion simple para la transferencia directa de los embriones, llegando a ser un método
factible para ser usado en campo. Ademas, que al simplificar la metodologia, permitiria
igualmente disminuir los errores de manipulacion y la variacion que existe durante el

proceso de dilucion.

La vitrificacién es un proceso fisico que tiene la capacidad de solidificar una
solucion a bajas temperaturas, no por la cristalizacion, sino por la extrema elevacién de la
viscosidad durante el enfriamiento (Rall y Fahy, 1985). Sin embargo, para alcanzar un
estado vitreo estable con bajas concentraciones de crioprotectores es necesario la
combinacidn de altas tasas de enfriamiento con la disminucion del volumen de la solucién
de vitrificacion (Yavin y Arav, 2007). Con el fin de evaluar, cuél seria la solucion méas
apta, que cumpliera con las caracteristicas de capacidad de formacion de estado vitreo y
baja toxicidad, se comenzé en el Experimento 1 por evaluar la capacidad de vitrificacion
de las soluciones compuestas por EG. Los resultados demostraron, que la asociacion de
crioprotectores como el EG + PROH aumentan la posibilidad de vitrificacion, tal cual fue

planteado por otros autores (Baudot et al., 2000; Chian et al., 2005; Vajta y Nagy, 2006;
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Rodriguez Villamil et al., 2011). Sin embargo, a pesar que el EG es uno de los
crioprotectores mas debiles en la formacion de estado vitreo, si es utilizado en
concentraciones mayores al 20% es suficiente para alcanzar el estado vitreo si se lo
combina con crioprotectores extracelulares como la Trealosa (Kasai et al., 1996; Saha et

al., 1996; Campos-chillon et al., 2006).

De igual forma, se evaluaron los niveles toxicos de las soluciones propuestas, ya
que independiente de la capacidad de formacién de estado vitreo, el nivel de toxicidad de
las soluciones es propio de cada combinacion, y es otro de los factores que influye
directamente en la viabilidad de las células vitrificadas. Se utilizé el EG como principal
crioprotector de las soluciones ya que es uno de los crioprotectores intracelulares con
menor toxicidad (Massip, 2001; Dochi et al., 2006) y el principal componente de la
mayoria de las soluciones de criopreservacion (Saha et al., 1996; Vajta et al. 1998; Kasai
2002; Campos-chillon et al., 2006; Vieira et al., 2007). Al evaluar las tasas de
supervivencia (re-expansion y eclosion), después de exponer los embriones en diferentes
intervalos de tiempo a las soluciones de vitrificacion simples de EG o compuestas de EG y
PROH, no se observaron diferencias significativas entre las soluciones cuando fueron
expuestos los embriones por 1 min. Sin embargo, las tasas de eclosion fueron mayores
cuando los embriones fueron expuestos a las soluciones simples con EG que con las
compuestas por un periodo de 5 minutos. Estos hallazgos confirmaron no solo la baja
toxicidad especifica del EG, sino también que la toxicidad de la combinacién de dos
crioprotectores no es aditiva sino sinérgica (Lawson et al., 2011). Raz6n por la cual, es
menos toxica la combinacion del EG con un crioprotector extracelular como la trealosa que

con el PROH (Saha et al., 1996; Kasai et al., 1996; Kuleshova et al., 1999; Campos-
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chillon et al., 2006; 2009; Taniguchi et al., 2007; Lawson et al., 2011). La adicion de otro
crioprotector intracelular permite la disminucion de la toxicidad de la solucién, sin
embargo la reduccion de la concentracion es mas facil de ser alcanzada a través del uso de
crioprotectores no permeables, ya que permanecen en el espacio extracelular, ayudan a
disminuir los dafios osmoticos y reducen la formacion de hielo intracelular en las células
(Liebermann et al., 2003; Fuller y Paynter 2004; Kasai y Mukaida, 2004). Por otra parte,
estos resultados igualmente confirman que la reduccion de los tiempos de exposicion
también disminuyen los niveles de toxicidad de los crioprotectores (Kasai y Mukaida,

2004; Rodriguez Villamil et al., 2011).

Las tasas de supervivencia de los embriones después de ser vitrificados evaluadas
en el Experimento 1c, presentaron resultados diferentes al del Experimento 1b donde se
evalud solo la toxicidad. A pesar de que se mantuvieron las diferencias significativas entre
las soluciones simples con EG y las compuestas con EG y PROH, las tasas de eclosion de
los embriones vitrificados en las soluciones con 20% de EG (49%) fueron menores que en
las soluciones con 30% de EG (59%). Confirmando, que es precisamente la combinacién
de niveles de toxicidad bajos, la formacion de un estado vitreo estable y la baja formacion
de hielo intracelular la clave para mejorar las tasas de supervivencia de los embriones
durante el proceso de vitrificacion/dilucion (Liebermann, 2012). Por lo tanto,
independientemente de que la trealosa tenga la capacidad de aumentar el estado vitreo de
un crioprotector formador de vidrio débil como el etilenglicol y reduzca el estrés osmotico
en el embrion (Liebermann et al., 2003), el uso de porcentajes de EG menores al 30%,

como unico crioprotector permeable resulta en una menor viabilidad post vitrificacion
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porque es posible que la solucidn sea més inestable durante la dilucién, aumentando las
posibilidades de formacion intracelular de cristales tal cual lo plantea Mazur et al. (2007).

En el experimento 2, una vez seleccionadas las soluciones méas Optimas para vitrificar, se
evalud el efecto de los envases y las técnicas de vitrificacion en las tasas de supervivencia
embrionaria. Como ya habiamos mencionado la tasas de enfriamiento son otro punto clave
en el aumento de la probabilidad de estado vitreo (Yavin et al., 2009) Yy esta influenciada
por la conductividad térmica de los contenedores y el volumen relativo de la solucion que
rodea al embridn que esta directamente influenciada (Bunn et al., 2006; He et al., 2008;
Rodriguez et al., 2010). Por otro lado, partiendo del hecho que la disminucion de las tasas
de enfriamiento se ven directamente influenciadas con la disminucion del tamafio de las
muestras y la modificacion de los envases, decidimos analizar el efecto de los envases y de
los sistemas de criopreservacion sobre la viabilidad de los embriones con las dos mejores

soluciones obtenidas en los dos primeros experimentos.

En los Gltimos afios, varios envases han sido utilizados para alcanzar tasas de
enfriamiento mas rapidas durante la vitrificacion como, las OPS, hemi-pajuelas, tips de gel,
plastico de diametro fino, cryotop, etc (Vajta et al., 1998; Lane et al., 1999;
Vanderzwalmen et al., 2000; Tominaga y Hanada, 2001, Cremades et al., 2004,
Kuwayama, 2007), llegando a elevar las tasas de congelamiento hasta 20,000°C/min. Sin
embargo, es mas facil alcanzar dichas tasas usando contenedores con una mayor capacidad
de transferencia de calor como el vidrio o el cuarzo (Cho et al., 2002; Risco et al., 2007), o
por medio de sistemas que no usen envases (Lane et al, 1999; Dinnyes et al., 2000),
permitiendo el aumento de las tasas de supervivencia de los embriones vitrificados (Cho et

al., 2002; Lindemans et al., 2004; Rodriguez et al., 2010). Si bien no hubo diferencias
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significativas en las tasas de eclosion de los embriones vitrificados en las micro-pipetas de
vidrio GMP (40,8%) o el sistema CVM (Fyberplug; 46.0%) hubo una tendencia a una
mayor tasa de eclosion de los embriones congelados por el sistema CVM sugiriendo que
este sistema puede ser superior. Una probable causa de esta tendencia, sea que las tasas de
conductividad del sistema CVM (10 W/mk) son mayores que las de las GMP (0,8 W/mK)
permitiendo una vitrificacion mas rapida. Ademas, debido a que la gota de vitrificacion en
el sistema CVM puede ser controlada a través de una micro-pipeta (0,6 pL), y en las GMP
al ser envases hechos a mano, los volimenes envasados no son controlados (=2 uL), las
tasas de supervivencia embrionaria fue mas variable en los embriones vitrificados con las
GMP (rango 13% a 64% de eclosion) que las vitrificadas con el sistema CVM (rango 37%

a 50%) (Tabla 3.4).

Otra de las ventajas del sistema CVM es que al ser un sistema cerrado, no tiene
contacto directo con el nitrogeno liquido durante ninguna parte del proceso, lo que
disminuye el riesgo de contaminacion con agentes bacterianos y/o virales durante la

vitrificacién y el almacenamiento (Bielansky y Lalonde, 2009; Beebe et al., 2011).

Una vez comprobada la eficiencia de los sistemas de vitrificacion y de las
soluciones crioprotectoras se decidio analizar en el Experimento 3, si el comportamiento
de los embriones producidos in vivo e in vitro es similar al ser utilizado el mismo sistema
de vitrificacion. Al comparar las tasas de supervivencia de los embriones in vitro e in vivo
al ser criopreservados por medio de los métodos de vitrificacion o de congelamiento
convencional se observaron diferencias significativas entre los diferentes tipos de

embriones, asi como de entre las técnicas de criopreservacion. Las tasas de supervivencia
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de los embriones producidos in vitro fue menor que la de los embriones producidos in vivo,
sin importar la técnica de criopreservacion, confirmando los resultados reportados por
otros autores (Sommerfield y Niemman 1999; Kaidi et al., 2001; Seidel, 2006). Las
diferencias entre los tipos de embriones a nivel morfologico (Abe y Hochi, 2003), ultra-
estructural (Fair et al., 2001), metabolico (Khurana y Niemman, 2000) y genomico (Rizos
et al., 2002; 2003), se refleja en un dafio celular y disturbios metabdlicos mayores para los
embriones in vitro cuando son sometidos a procedimientos de criopreservacion que para
los producidos in vivo (Rizos et al., 2003; Yu et al., 2010). Las células generalmente sufren
un estrés durante la criopreservacion, sin embargo los embriones producidos in vitro tienen
un estrés osmotico mayor comparado con los embriones in vivo debido a los altos
porcentajes de lipidos que tienen en la membrana y la poca flexibilidad, que hace que sean

menos tolerantes a las bajas temperaturas (Seidel, 2006).

A su vez, las tasas de supervivencia de los embriones producidos in vitro fueron
mayores para los embriones criopreservados por el método de vitrificacion que por el
método de congelacién lenta (59% vs 20%), lo que es consistente con los resultados
reportados por otros autores (Kaidi et al., 2001; Nedambale et al., 2004; Peachey et al.,
2005; Mucci et al., 2006; Yu et al., 2010). Las caracteristicas estructurales tales como; los
blastomeros que parecen hinchados (Van Soom et al., 1992), una zona pelGcida fragil
(ZP) (Duby et al., 1997) y como fue mencionado anteriormente, el alto contenido de los
lipidos intracitoplasmaticos (Abe et al., 2004; Barcelo-Fimbres y Seidel, 2011), en los
embriones producidos in vitro hacen que sean mas sensibles que los producidos in vivo
cuando son criopreservados por medio del procedimiento de congelamiento convencional

(Kaidi et al., 2001; Assumpcao et al., 2008; Dinnyes y Nedambale, 2009; Nicacio et al.,
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2011). Las gotas lipidicas tienen una estrecha relacion con la maduracion mitocondrial
(Gomez et al., 2008). Es por esta razon que cuando la criopreservacion afecta los lipidos,
la estructura mitocondrial es probablemente alterada, y el desarrollo de los embriones
disminuido (Gomez et al., 2008). El procedimiento de congelamiento convencional puede
ser altamente perjudicial para las células con alto contenido lipidico, al involucrar tiempos
de exposicion prolongados en las temperaturas en las que mas ocurren los dafios (15°C a
0°C). El uso de tasas de congelamiento mas rapidas en los procedimientos de vitrificacion
beneficia a los embriones y ovocitos, al proporcionar un transito mas rapido a traves de
esta zona de temperatura (Visintin et al., 2002). Ademas, la vitrificacion previene los
dafios mecanicos (He et al., 2008; Yavin et al., 2009) causados por la formacion de hielo
intracelular (Bagis y Odoman 2005). Otros han demostrado que el desplazamiento de los
lipidos intracelulares por medio de la centrifugacion, la reduccion del contenido lipidico en
el citoplasma de los embriones con fenazin etosulfato y el cultivo in vitro en medios libres
de suero, mejoran significativamente las tasas de supervivencia de los embriones in vitro a
la criopreservacion (Abe y Hochi, 2003; Abe et al., 2004; Mucci et al., 2006; Seidel, 2006;

Pryor et al., 2007).

Finalmente, a pesar de que las tasas de expansion de los embriones in vivo fueron
similares entre los vitrificados y los congelados se presentd una tendencia a una menor tasa
de eclosion en los embriones vitrificados en comparacion con aquellos que fueron
congelados. Este hallazgo es dificil de interpretar ya que otros estudios han observado que
la vitrificacion es un método apto para la criopreservacién de embriones producidos in
vivo, con tasas similares de supervivencia a las de congelamiento convencional (Van

Wagtendonk-de Leeuw et al., 1997; Campos-chillon et al., 2006; Pryor et al., 2007; Yu et
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al., 2010). Por lo tanto, la tendencia a tasas de eclosion diferentes observadas en este
estudio justifica investigaciones futuras, mediante la evaluacion de las tasas de prefiez en

receptoras.

Ante la necesidad de optimizar el sistema de vitrificacion para la transferencia
directa de los embriones, se decidio estudiar en el Experimento 4 el sistema de dilucion en

pajuela para el método CVM.

Para evitar la toxicidad y los dafios osmoticos producidos por los crioprotectores
durante la dilucion, es necesario que los crioprotectores intracelulares sean removidos de
forma rapida y proporcional a la entrada de agua, para prevenir el sobre hinchamiento y
dafo celular (Liebermann et al., 2003; El-Gayar et al., 2008). Rutinariamente los
protocolos de descongelamiento de los embriones vitrificados, usa la dilucién con
concentraciones decrecientes de sacarosa para balancear el hinchamiento causado por la
salida relativamente lenta del crioprotector permeable de la célula (Ishimori et al., 1993;
Saha et al., 1996; Kasai y Mukaida, 2004; Guignot et al., 2006). Los resultados de este
experimento confirmaron la importancia del uso de sacarosa para la dilucién y salida de los
crioprotectores intracelulares, cuando los embriones fueron vitrificados en las soluciones
compuestas por EG-PROH, al obtener tasas de eclosion mayores cuando los embriones
vitrificados fueron diluidos en sacarosa que en el medio holding. Sin embargo, cuando los
embriones fueron vitrificados en las soluciones simples con EG, no hubo diferencias entre
el uso de sacarosa 0 medio holding como solucion de dilucion, similar a las observaciones
hechas por otros autores (Saha et al., 1996; Campos-Chillon et al., 2006), que sugirieron

igualmente que el uso o no de sacarosa durante el proceso de dilucion es irrelevante
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cuando las soluciones tienen como Unico crioprotector intracelular el EG. Las mejores
tasas de eclosion de los embriones vitrificados en las soluciones compuestas por EG-
PROH cuando fueron diluidos en sacarosa es debido, a que las altas concentraciones de los
crioprotectores tienen un flujo de salida lento de la célula hasta que las condiciones iso-
osmoticas se restauran. Por lo tanto necesitan de una solucion hiperténica para aumentar el
flujo neto de salida de los crioprotectores. En cambio, las soluciones que utilizan solo EG,
tienen una rapida salida de las células embrionarias, lo que permite que puedan ser
colocadas directamente en soluciones isotonicas o0 en las receptoras (Massip, 2001).
Resultados similares también fueron mostrados en estudios previos (Pugh et al., 2000;
Taniguchi et al., 2007), en los cuales se observo que los embriones vitrificados diluidos
dentro de la pajuela tuvieron tasas de supervivencia mayores, cuando fueron
criopreservados en soluciones simplificadas con uno que con dos crioprotectores

intracelulares.

Por otro lado, la evaluacion in vitro del sistema de dilucién dentro de la pajuela
demostrd que es un método factible para la transferencia directa, ya que reduce la
posibilidad de errores en la manipulacién y la variacion de técnicas durante el proceso de
dilucion. Otros estudios han demostrado tasas de eclosion similares usando la dilucion
dentro de la pajuela con envases de micro-volumen como OPS, GMP o Cryotop (Vajta et
al., 1999; Vieira et al., 2007; Inaba et al., 2011). Sin embargo, estos dispositivos tienen
protocolos muy complicados para la dilucion de los embriones vitrificados, por lo que es
necesario para diluir la gota de vitrificacion, introducir los envases dentro de una pajuela
plastica de transferencia de 0,25mL que contienen las soluciones de dilucién. Esto hace

que el operador tenga que manipular ain mas el embrion durante el descongelamiento,
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teniendo ademas variaciones de temperatura que pueden afectar la viabilidad, y el tiempo
necesario para transferir, disminuyendo las tasas de supervivencia, si los sistemas son
usados a nivel de campo sin laboratorio al lado de la manga. Los resultados en este estudio
demostraron, que estos protocolos simplificados de descongelamiento y de dilucion dentro
de la pajuela de embriones vitrificados por el método CVM, ofrecen la posibilidad de
llevar a cabo la transferencia de embriones a campo. Sin embargo, sera necesario hacer
experimentos a futuro que confirme estos resultados por medio de la transferencia de

embriones en receptoras.

Por ultimo, en cuanto a la vitrificacion de ovocitos, la proporcion de ovocitos
vitrificados que desarrollan en blastocitos es bastante baja. Para obtener resultados
satisfactorios es importante tener ovocitos de buena calidad y competentes (Sirard et al.,
2006). Sin embargo, solo un porcentaje del total de ovocitos recuperados podra ser usado.
La evaluacion morfoldgica ha demostrado su eficiencia en la seleccion de ovocitos de
“buena” calidad, comprobando la correlacion de la integridad del citoplasma y de las
células del cumulus con la competencia del ovocito y la tasa de produccion de blastocistos
(Hawk et al., 1994; Fair, 2003; Merton et al., 2003). No obstante, la coloracion con
Brillante Cresyl Blue es una opcion para mejorar la seleccion de los ovocitos inmaduros
por medio de la actividad de la enzima G6DPH (Rodriguez-gonzalez et al., 2003; Pujol et
al., 2004; Alm et al., 2005; Wu et al., 2007; Opiela et al., 2008; Pereira et al., 2010; Silva
et al.,, 2011). Los resultados del Experimento 5 demostraron que cuando los ovocitos
fueron seleccionados como BCB (+) las tasas de supervivencia fueron mejores que los
BCB (-). Ademas, esta observacion también se presentd cuando los ovocitos vitrificados

seleccionados como BCB+ fueron comparados con el grupo control de vitrificacion que no
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fueron seleccionados por BCB, lo que confirmé la observacion hecha por otros autores
previamente, que la tincion con BCB tiene la capacidad de reconocer los ovocitos con alta
competencia de desarrollo (Rodriguez-Gonzalez et al., 2003; Alm et al., 2005; Manjunatha
et al., 2007; Wu et al., 2007; Ishizaki et al., 2009; Heleil et al., 2010; Silva et al., 2011).
Por otro lado, los mayores porcentajes de produccion de blastocistos de ovocitos
seleccionados como BCB (+) confirma la observacion hecha por Hadi et al. (2010), en el
cual los ovocitos inmaduros seleccionados como BCB (+) obtuvieron tasas de desarrollo
mayores despueés de ser vitrificados, al alcanzar porcentajes mayores de ovocitos en estadio

MII que los obtenidos por el grupo control de vitrificacion.

En cuanto a la vitrificacion, existen varios reportes acerca de las diferencias en las
tasas de supervivencia después de la descongelamiento de los ovocitos maduros de los
inmaduros. Algunos autores observaron que los ovocitos inmaduros son mas sensibles a la
criopreservacion debido a la poca estabilidad de la membrana y la susceptibilidad del
citoesqueleto (Ambrosini et al., 2006) sin embargo otros han observado el aumento de
anormalidad cromosomales, alteracion en la distribucion de granulo corticales vy
alteraciones en el huso meiotico en los ovocitos maduros (Hyttel et al., 2000, Shaw et al.,
2000, Morato et al., 2008). Sin embargo, todos estos reportes son variables y hasta
contradictorios, debido a las diferencias que existen entre los protocolos y procedimientos
entre laboratorios. Los resultados de esta tesis indicaron que los ovocitos maduros son mas
susceptibles a la vitrificacion, al presentar tasas de desarrollo menores después de ser
diluidos que los ovocitos inmaduros, siendo similar a lo observado por otros autores
(Magnusson et al., 2008; Zhou et al., 2010). Estos resultados se dieron probablemente

debido a que la expansion de las células del cumulus lleva a un incremento del area y
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volumen y de los cambios de permeabilidad, que se ha visto hacen que sean mas sensibles

(Agca et al., 1998; Wang et al., 2010).

Ademés, el efecto de las soluciones de vitrificacion también obtuvo tasas de
desarrollo similares para los ovocitos maduros e inmaduros. Las tasas de clivaje y
produccion de blastocitos vitrificados en las soluciones de vitrificacion suplementados con
acido hialuronico (SV1+HA) presentaron solo una tendencia a mejorar comparados con
los vitrificados sin la presencia de acido hialuronico (SV1). Otros estudios demostraron la
eficacia del acido hialuronico en el aumento de las tasas de supervivencia de embriones
después de la vitrificacion, pero estos estudios usaron el acido hialuronico en los medios de
cultivo (Stojovic et al., 2002; Block et al., 2009; Palasz et al., 2008, 2009) o durante el
proceso de deshidratacion previo a la criopreservacion (Sheehan et al., 2007), lo que
sugiere que el uso de acido hialuronico puede ser méas efectivo si es usado durante un
proceso de pre-incubacidn previo a la criopreservacion que dentro de la solucion como tal.
Ademaés, Palasz et al., (2000) demostraron la eficacia del hialuronato sodico (SH) dentro
de las soluciones de congelamiento. Sin embargo, estos resultados igualmente demostraron
que este beneficio proporcionado por el SH dentro de la solucidn de criopreservacion es
similar al proporcionado por otras macromoléculas como BSA o los surfactantes de

transferencia de embriones.
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CAPITULO5

CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis confirman la hipotesis propuesta. La vitrificacion en
micro-volumen utilizando soluciones simples de etilenglicol proporciona la supervivencia
embrionaria de ovocitos inmaduros y embriones producidos in vitro y permiten la

utilizacion de sistemas simples de dilucion para la transferencia directa de los embriones.

Las conclusiones especificas de esta tesis son:

Soluciones de Vvitrificacion simples compuestas por EG como Unico crioprotector
intracelular en porcentajes de concentracion al 30%, tienen alta capacidad de generar
estado vitreo, asi como las soluciones compuestas de EG en combinacién con otros

crioprotectores.

Las tasas de viabilidad de los embriones expuestos a las soluciones crioprotectoras simples
0 compuestas fueron similares cuando fueron expuestos por cortos periodos de tiempo (1

min).

A pesar que la solucion de 20% EG presento los menores niveles de toxicidad, frente al
30% EG o al 20% EG+20% PROH, las tasas de viabilidad posteriores a la vitrificacion
fueron mayores en la solucion de 30% de EG, que para las solucion compuesta EG-PROH

o la solucién con 20% EG
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No hubo diferencia entre los dos sistemas de vitrificacion que utilizan envase de micro-

volumen evaluados GMP ¢ el sistema de la superficie solida CVM.

Las tasas de viabilidad de embriones vitrificados en una solucién de EG al 30%, fueron
similares posterior al descongelamiento al ser diluidos dentro de la pajuela, tanto en medio

holding o en sacarosa.

El sistema CVM puede ser usado como técnica de criopreservacion de los embriones

producidos tanto in vitro como in vivo

El sistema CVM mejoro las tasas de viabilidad post-descongelado de los embriones in

vitro en comparacion con el congelamiento convencional

Los ovocitos maduros e inmaduros seleccionados por medio de la tincién de BCB tienen
mayores tasas de tasas de desarrollo que los ovocitos BCB negativos y que los no

seleccionados con BCB.

El uso de &cido hialuronico en las soluciones de vitrificacion de ovocitos no mejoro las

tasas de desarrollo embrionario.
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