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INTRODUCCION

El desarrollo alcanzado por las biotecnologias de la reproduccion nos permite en
la actualidad la obtencién de embriones en la especie bovina por medio de dos
técnicas: produccidn in vivo, a partir de hembras sometidas a tratamientos de
multiovulacién y posteriormente inseminadas y lavadas para la recuperacion de
embriones, e in vitro, a partir de ovocitos que son madurados, fecundados y cultivados
en el laboratorio hasta que alcancen el estadio deseado para transferencia o
criopreservacién. En los ultimos afios, la produccion de embriones in vitro se ha
convertido en una técnica de uso habitual en ganaderia bovina en algunos paises,
como es el caso de Brasil, Argentina y Canada, ya que permite la producciéon de
embriones de alto valor genético (Bruyére y cols., 2012) con resultados que mejoran
los obtenidos con la producciéon de embriones in vivo, acelerando la mejora genética.

Sin embargo, actualmente, en Europa esta técnica tiene un uso limitado.

El desarrollo de técnicas de criopreservacion que posibilita la conservacion de
embriones durante largos periodos de tiempo sin pérdida de su viabilidad, ha
permitido la comercializacion de embriones a gran escala y ha supuesto una
importante reduccién de los costes de aplicacion de estas tecnologias (Kim y cols.,

2012; Moratd y cols., 2012).

Los embriones tienen una elevada sensibilidad a la criopreservacién, debido a
sus caracteristicas morfoldgicas, que los diferencian de otras estructuras (células,
tejidos). Presentan diferente respuesta ante la presencia de los agentes
crioprotectores (CPs), dada su naturaleza multicelular. EI embriéon se encuentra
rodeado por una zona pellcida, que actia como una barrera fisioldgica dificultando la
difusidon del medio de criopreservacion, y ademas presenta una cavidad llena de fluido
denominada blastocele. Para realizar una correcta criopreservacién es necesario
eliminar la mayor cantidad posible de agua del embridn (células y blastocele), y el
grado de deshidratacion serd uno de los factores determinantes del éxito de la técnica
(Morato y cols., 2012). Ademas, esta sensibilidad estd influida por otros factores como
son la especie, edad, calidad y estadio del embrién y el método de produccién del

mismo (Abdalla y cols., 2012; Moratd y cols., 2012).



Los embriones producidos in vitro (EPIV) son de menor calidad que los
producidos in vivo lo que determina menores tasas de prefiez obtenidas tras la
transferencia a hembras receptoras (Rizos y cols., 2008). Aunque el mejor sistema para
evaluar la calidad de un embrién es su capacidad para dar lugar a una gestacién y al
nacimiento de una cria viable, existen otros métodos que permiten valorar la calidad

de los embriones.

El ndmero de células y su diferenciacién son también indicadores de calidad
embrionaria. La tincién diferencial nos permite diferenciar y contar las células de la
masa celular interna (MCl), a partir de las cudles se desarrollard el feto, y las del
trofectodermo, en la periferia del embrién, que dardn lugar a los anejos fetales.
Aunque los EPIV tienen un nimero similar de células totales que los obtenidos in vivo,

el nimero de células de la MCl y la ratio MCl/células totales son mas bajos en los EPIV.

Otro indicador util para la valoracién de la calidad embrionaria es el grado de
apoptosis o muerte celular autodirigida. La apoptosis es un procedimiento fisiolégico
de eliminacién de células degeneradas, sin embargo, altas tasas de apoptosis pueden
comprometer la viabilidad embrionaria. Para su valoracidn, actualmente se dispone de
dos técnicas que nos permiten observar la fragmentaciéon del ADN o la identificacién
de las proteinas que regulan la apoptosis. Aunque se trata de un fendmeno presente
tanto en los embriones producidos in vivo como en los producidos in vitro, en los

segundos existe un mayor porcentaje de células apoptdticas en la MCI.

Tanto el numero de células del embridn, como los indices de apoptosis pueden
tener repercusiones sobre su capacidad de supervivencia a la criopreservacion v,
consecuentemente, sobre las tasas de gestacién tras la transferencia de los embriones

a las receptoras.

Los embriones pueden criopreservarse por dos métodos: congelacion lenta (o
cldsica) o por vitrificacion. En el caso de los EPIV la vitrificacién se impone a la
congelacion lenta como método de criopreservacién, gracias a sus mejores resultados.
El mayor dafio celular durante la criopreservacidn se debe a la formacién de cristales
de hielo intracelular que sucede al someter al embrién al proceso de congelaciéon
lenta. La vitrificacién permite solidificar células sin que se produzca esa cristalizacién,

creando un estado similar al vidrio (Kim y cols., 2012).
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Desde la primera aplicacion de la vitrificacion en embriones de ratén y vaca, la
técnica ha experimentado grandes mejoras, tras la introduccién de soportes de
minimo volumen que permiten aumentar la velocidad de enfriamiento vy

calentamiento (Kimy cols., 2012).

Sin embargo, uno de los problemas que presenta la vitrificacién es la necesidad
de realizar multiples pasos para eliminar los CPs del embrién antes de poder
transferirlo a la hembra receptora. Hay que tener en cuenta que se trabaja en
condiciones de campo, en las que no se dispone de un laboratorio para poder realizar
el protocolo de calentamiento en las condiciones que proporcionan o6ptimos
resultados de supervivencia. Por ello, seria necesario buscar un sistema que permita
una aplicacién directa, similar a la utilizada en la inseminacién artificial o en Ia
transferencia directa de embriones congelados en etilenglicol (Akiyama vy cols., 2012).
En los ultimos afios, se han realizado numerosos estudios en busca de un sistema de
vitrificacidn/calentamiento que permita realizar la eliminacién de los crioprotectores
en la propia pajuela (in-straw). Sin embargo, las experiencias a nivel de campo son

reducidas, debido a la complejidad de los experimentos y a su carestia.



Crioprotectores: Eleccion del mas adecuado

Los CPs son moléculas que se emplean en la criopreservacion para evitar las
lesiones causadas por la misma. Pueden clasificarse en dos tipos: permeables y no

permeables:

= Permeables: es el caso de etilenglicol (EG), el propilenglicol y el
dimetilsulféxido (DMSO). Realizan su funciéon entrando en la célula y
reemplazando el agua intracelular, modificando sus caracteristicas fisico-
quimicas y su respuesta ante el descenso de la temperatura. Sus

mecanismos de accidn son:
- Disminucidn del punto de congelacién de la suspension.

- Impiden la formacién de hielo, al disminuir la velocidad de

crecimiento de cristales y la modificacién de su forma.

= No permeables: se encargan de reducir el agua intracelular por efecto
osmético. Cuando se pone en contacto una célula con una solucién que
presente una elevada concentracién de los mismos, esta responderd
deshidratdndose para contrarrestar la diferencia de presion osmética. Se

clasifican a su vez en dos tipos:

- Bajo peso molecular: mono y disacaridos como la sucrosa (el mas

empleado actualmente), trehalosa, glucosa y galactosa.

- Alto peso molecular: polimeros como el polivinilalcohol,

polietilenglicol, Ficoll y la polivinil pirrolidona.

El CP empleado debe ser lo menos toxico posible para los embriones. Hay que
tener en cuenta que la toxicidad es temperatura-dependiente, especialmente en los
CPs permeables, por lo que la temperatura debe ser un factor a considerar en los

ensayos de toxicidad de los CPs. (Ali y Shelton, 2007)

Para disminuir los efectos toxicos de las soluciones de vitrificaciéon, se emplean

varias estrategias (Vajta, 2006):

1. Empleo de CPs de baja toxicidad y alta permeabilidad: es el caso de EG, cuyo

uso se ha extendido en practicamente todas las especies.



2. Utilizacion de dos o, mas frecuentemente, tres CPs. Estas asociaciones deben
estudiarse previamente, para evitar que los agentes empleados muestren
efecto sinérgico y la toxicidad se multiplique. En el caso de los embriones
bovinos, la combinacién de EG con DMSO en presencia de sucrosa, es la mezcla
de eleccion, ya que la permeabilidad de la misma es superior a la de los
componentes individualmente. También se pueden hacer asociaciones de mas

de tres CPs, pero requieren aun mas estudio.

3. Adicién de los CPs por pasos, en soluciones de concentracién ascendente. Los
métodos recientes, ademads, se centran en buscar el menor tiempo de

exposicion posible a los CPs, dependiendo del tipo de muestra.

4. Disminucion de la temperatura durante la exposicidon del embrién a la solucidn
final de vitrificacion (concentracion mas elevada de CPs). Este procedimiento
podria ser util pero existe el riesgo, aun no comprobado, de que se produzcan

lesiones por frio.

llustracidn 1. Respuesta de un embridn a la exposicion a las soluciones de vitrificacion. A: embridon en solucién
isosmaética. B: embrion en solucion hiperosmatica, pierde agua intracelular por accion CPs no permeables. C:
entrada en el embrién de CPs permeables. D: embrién con CPs reemplazando el agua intracelular (Veterinary

Medicine and Biomedical Sciences, Texas A&M University)



Historia de la vitrificacion

Hoy en dia Basile J. Luyet es considerado como el padre de la vitrificacién.
Aunqgue ya en 1860, Edward W. Brayley propuso la posibilidad de vitrificar agua, y

Walter Stiles en 1930 sugirio la vitrificacion como estrategia para la criopreservacién.

Luyet fue quien realmente desarrollé este sistema,
dedicando dos décadas de su vida a su estudio.
Establecid los factores de los que depende, dos
intrinsecos a la muestra (velocidad de cristalizacion y
tamafio) y uno extrinseco (velocidad de enfriamiento), y
comenzd a realizar deshidrataciones del material a
vitrificar mediante la breve exposicion del mismo a EG y

glicerol.

Abandond sus investigaciones acerca de este tema

tras la refutacion de sus teorias al demostrarse la [ilustracién 2. Profesor Luyet, hacia
1970 (Schmidt, 2006)

presencia de cristales de hielo en sus experimentos. Sin

embargo, mientras se dedicaba al estudio de la relacién entre la hemdlisis y la

formacién de hielo, consiguid, por accidente, vitrificar células sanguineas.

A Luyet le siguieron afios mas tarde, multiples investigadores, destacando entre
ellos Tokio Nei, que vitrifico gldbulos rojos en una solucion al 30% de glicerol con una
tasa de enfriamiento de 10°°C/min (Nei, 1976), y Briigeller y Mayer, quienes realizaron
la primera demostracidn reproducible de vitrificacion de agua pura y de una solucién

0,1 M de CucCl, (Briigeller y Mayer, 1980).

En 1985, Rall y Fahy realizaron la primera vitrificacién de embriones de ratén en

estadio de 8 células (Rall y Fahy, 1985).
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Caracteristicas Generales

Desde el punto de vista de la fisica, la definicién de vitrificacién es la
solidificacion de una solucidn a bajas temperaturas sin formacién de cristales de hielo.
Podria considerarse como un aumento extremo de la viscosidad (Vajta, 2000). El
nombre hace referencia a la apariencia macroscépica que toma dicha solucidn,
permaneciendo clara y transparente, en estado vitreo. Aunque este método evita en
gran medida la formacion de hielo intracelular y las lesiones derivadas, la vitrificacion
tiene otros efectos negativos que deben ser evaluados antes de optar por uno u otro

sistema (Vajta y cols., 2006).

Para alcanzar el estado vitreo se requiere someter a la muestra a velocidades de
enfriamiento muy elevadas y ha de ser expuesta a concentraciones de CPs, muy
superiores a las empleadas tradicionalmente en la congelacion lenta. Los CPs permiten
qgue la solucién adquiera una mayor viscosidad durante el enfriamiento, retrasando
con ello la capacidad de reordenamiento de las moléculas del agua y disminuyendo su
capacidad de formar cristales de hielo. Ademads, la tasa de enfriamiento rdpida hace
que disminuya bruscamente el movimiento molecular de manera que estas moléculas
no tengan tiempo de ordenarse y orientarse de acuerdo a sus cargas, por lo que se

formara una masa amorfa (Kim vy cols., 2012).

Asi, se deberd establecer un sistema que permita alcanzar tasas de enfriamiento
maximas y seguras, combinado con la minimizacién del efecto téxico causado por las

altas concentraciones de CPs (Vajta y Nagy, 2006).

A grandes rasgos el proceso de vitrificacion se podria resumir de la siguiente

manera:

= Exposiciéon del material a criopreservar (ovocitos, embriones) a soluciones de
vitrificacion con concentraciones ascendentes de CPs, disueltos en un buffer en
presencia o no de CPs no permeables. La ultima solucién, con la concentracion de

CPs mds elevada podra oscilar entre 5-7M (Vajta, 2013).

= Envasado del material a vitrificar en dispositivos apropiados.

11



= Descenso ultrarrdpido de la temperatura. Este paso se realiza generalmente
exponiendo la muestra directamente al nitrégeno liquido (Vanderzwalmen vy cols.,

2012).

Se puede hablar de dos tipos de vitrificacion distintos. Por un lado estd la
vitrificacion cldsica, que emplea una pajuela de 0,25 ml como dispositivo de
almacenamiento, también utilizado en la técnica de congelacion lenta. Por otra parte,
en la ultima década se ha desarrollado un nuevo concepto de vitrificacion empleando
el minimo volumen de solucién posible para acelerar la tasa de enfriamiento mediante
el empleo de dispositivos adecuados para ello. Este ultimo procedimiento se conoce

como vitrificacién ultrarrapida.
=>» Vitrificacion clasica
Los primeros experimentos de vitrificacién realizados con embriones bovinos,
empleaban el mismo dispositivo de almacenaje que el empleado para la congelacién
lenta, es decir, pajuelas de plastico de 0,25 ml. Para obtener las tasas de enfriamiento
indispensables para conseguir el estado vitreo, éstas eran introducidas directamente

en el nitrégeno liquido. Mediante este procedimiento se obtenian velocidades de

enfriamiento de, aproximadamente, 2.500°C/min (Vajta y cols., 1998).

Sin embargo, las caracteristicas de estas pajuelas han resultado ser un
impedimento para que el intercambio de temperaturas sea suficientemente rdpido. La
necesidad de introducir cantidades de solucidn de vitrificacién relativamente altas (>5
ul), requeridas para formar una columna estable de medio, y las paredes gruesas de las
mismas, actluan como aislante térmico, alejando la muestra bioldgica de la fuente de
frio, o de calor en el caso del calentamiento. Ademas, los cambios de presidon extremos
inducidos por la inmersién en el nitrégeno liquido de un sistema cerrado, provocan en
muchos casos que, aun estando intactas, las pajuelas estallen y se pierda con ello la

muestra que se pretende vitrificar.

Para mejorar este sistema, Vajta desarrollé un dispositivo denominado Open-
pulled straw (OPS) (llustracion 2), que consiste en una pajuela de 0,25 ml estirada por
efecto del calor hasta conseguir que el didametro interno y el grosor de su pared

disminuyan hasta 0,8 y 0,7 mm respectivamente. El embridn se carga colocando el
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extremo abierto del OPS sobre la gota de medio, que entrard en el mismo por
capilaridad con un volumen de, aproximadamente 2-6 ul. Gracias a este sistema se
alcanzan tasas de enfriamiento de hasta 16.000°C/min (Vajta y cols., 1998; Kuwayama

y cols., 2005).

llustracion 3. OPS (a) con un diametro aproximadamente un 50% inferior a la pajuela de 0,25 mL convencional (b)

=» Vitrificacion ultrarrapida

Debido a las limitaciones del sistema de vitrificacion en pajuela, comenzaron a
desarrollarse dispositivos que favorecieran el intercambio térmico, incrementandose,
tanto las velocidades de enfriamiento como las de calentamiento. En 1996, Martino y
cols., describieron un sistema de vitrificacién para ovocitos bovinos basado en la
utilizacidon de una gradilla de cobre de microscopia electrdnica, que permitia conseguir
tasas de enfriamiento superiores a las obtenidas mediante la vitrificacidon clasica,
mejorando de forma significativa la tasa de supervivencia de los ovocitos (Mukaida y

cols., 2002).

En consecuencia, comenzé a estudiarse esta posibilidad, utilizando diversos
dispositivos que mejoraran las caracteristicas del anterior. Algunas técnicas se basaban
en el contacto directo de la muestra con el nitrégeno liquido mediante la inmersién en
el mismo de una gota de medio conteniendo al ovocito/embrién. Este proceso
presentaba muchos inconvenientes, incluyendo el riesgo de contaminacién, que se
puede evitar utilizando nitrégeno liquido estéril. Pero el principal problema gque habia
era que la cantidad de medio necesaria para la formacidn de una gota es relativamente
grande (5-6 pl) y ademas, antes de sumergirse la misma en el nitrégeno liquido, se
mantiene un corto periodo de tiempo flotando en él, reduciendo considerablemente la

tasa de enfriamiento (Vajta, 2000).
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Se considerd que este problema podria solucionarse con el empleo de otros

soportes que pudieran mantener volimenes minimos de medio conteniendo la

muestra. De los disponibles actualmente, cabe destacar:

Cryoloop: se trata de un pequefio bucle de nylon de 20 pl de ancho y con un
diametro de 0,5-0,7 mm montado en un tubo de acero inoxidable, que permite
manejarlo a bajas temperaturas. De esta manera se formard una fina pelicula
de medio conteniendo la muestra. Una vez realizada la vitrificacion, se
conserva en un criotubo abierto que permite la circulacién del nitrégeno
liguido. La tasa de enfriamiento maxima obtenida con este dispositivo es de

32.000°C/min (Mukaida y cols., 2002) (llustracidn 3).

|

llustracion 4. Blastocistos en el lazo con una fina capa de solucion (Mukaida y cols., 2003)

Cryotop: esta formado por una pelicula de polipropileno unido a un mango de
plastico y con una pajuela para cubrirlo y aislarlo una vez contenga el material
vitrificado. Los embriones se cargan sobre la pelicula y el medio se aspira casi
en su totalidad quedando un volumen inferior a 0,1 pl, tras lo cual se sumerge
en el nitrégeno liquido directamente y se cubre con la funda. Las tasa de
enfriamiento puede alcanzar 42.100°C/min (Kuwayama, 2007; Cobo y cols.,

2008) (llustracion 4).

llustracidn 5. Cryotop (Kuwayama y cols., 2005)

Fibreplug: estructura de fibra con un gancho en la parte final. Permite emplear
un volumen de medio minimo de 0,5 pl/embrién. Se alcanzan velocidades de

enfriamiento de 40.000°C/min (Criado-Scholz, 2012) (llustracién 5).
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llustracion 6. Fibreplug (Current Frontiers in Cryopreservation, Katkov)

Estos dispositivos han permitido reducir el tiempo de exposicién a la solucién
final de vitrificacidon (y la mas téxica, al tener la mayor concentracion de CPs), gracias al

aumento de la velocidad de enfriamiento.

Vitrificacion Vitrificacion
clasica ultrarrapida

Medio de
Mantenimiento

NN\

Solucién de
Vitrificacion 1

722

Solucién de
vitrificacion 2

Nitrégeno
Liquido

llustracion 7. Representacion de un embridn (circulo) durante vitrificacion clasica y vitrificacion ultrarrapida. La
concentracion de CP en solucidn se muestra por la oscuridad del sombreado. (Modificado de Mukaida y cols.,

2003)

15



=>» Calentamiento

En la vitrificacion, el proceso de calentamiento es tan importante como el de
enfriamiento. Si no se realiza correctamente se produce el fenémeno denominado
"desvitrificacion" que se traduce en la formacién de cristales de hielo. El calentamiento
debe desarrollarse rapidamente, para lo cual, las muestras se sumergen de forma casi
inmediata en soluciones de calentamiento (entre 39-41°C) para que el intercambio de

temperatura suceda lo mas rapido posible (Vajta y Nagy, 2006).

Dadas las altas concentraciones de CPs empleados, es necesario realizar un
proceso de eliminacién y de rehidratacién celular. Para conseguirlo, generalmente se
realiza un calentamiento en varias etapas, mediante el cual se somete al material
biolégico criopreservado a soluciones con concentraciones decrecientes de CPs no
permeables que, por efecto osmético, favorezcan la salida de los CPs intracelulares,
evitando los bruscos intercambios de agua. Un protocolo comunmente empleado
utiliza la sucrosa como CP no permeable, en dos soluciones con concentraciones de
0,25y 0,15 M respectivamente, para finalmente pasar la muestra por una solucion sin

sucrosa (Vajta y cols., 1999; Gémez y cols., 2009).

Se recomienda mantener las muestras vitrificadas a temperatura ambiente
durante 3 segundos antes de sumergirlas en la soluciéon de calentamiento (39-41°C),

para evitar roturas de la zona pelucida (Vajta y Nagy, 2006).

Las velocidades de calentamiento obtenidas con el empleo de los dispositivos de

almacenamiento mencionados son (Diez, 2012):
= Pajuela clasica: 1.300°C/min.
= OPS: 13.900°C/min.
= Cryoloop: 21.000°C/min.
= Cryotop: 23.000°C/min.

»  Fibreplug: 20.900°C/min.
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Danos durante la vitrificacion

Antes de centrarnos en las posibles lesiones producidas durante la vitrificacidn,
es necesario conocer los dafios que produce la criopreservacion en general. Podemos

hablar de tres tipos de dafio en tres rangos de temperatura diferentes:

» De +15°C a -5°C: las lesiones por enfriamiento. Implican cambios en ciertas
estructuras como gotas lipidicas, membranas ricas en lipidos y estructuras
como microtibulos y microfilamentos del citoesqueleto. Se trata de
alteraciones parcialmente irreversibles y a las que los embriones bovinos son

relativamente resistentes.

» De -5°C a -80°C: los dafios ocurren sobre todo en el rango de -5°C a -40°C. Es el
momento en el que ocurre la formacién de hielo extra e intracelular, ya
indicada anteriormente como la mayor fuente de lesién. Producen efectos

deletéreos, mayormente mecdnicos, sobre todas las estructuras.

» De -50°C a -150°C: debido al efecto mecanico de la solucidn solidificada, hay un

elevado riesgo de rotura de la zona pelucida (ZP).

La fase de almacenamiento a temperaturas inferiores a -150°C (normalmente a -
196°C) es la menos peligrosa, sin embargo, el calentamiento accidental durante la
misma es una de las causas mas frecuentes de dafos, por lo que el manejo de las
muestras una vez introducidas en el nitrégeno liquido debe ser especialmente

cuidadoso para que no se pierda la cadena de frio.

Ademas, cuanto mas pequefia es la muestra, mas posibilidades de supervivencia
presenta, caracteristica que concede cierta ventaja a los embriones en estadio de
blastocisto, formados por células muy pequefias, frente a los ovocitos, cigotos vy

embriones en estadios tempranos.

La vitrificacidn presenta multiples ventajas frente a la congelacién lenta, como es
la eliminacion total de cristales de hielo intracelulares y la supresion de las lesiones por
enfriamiento al reducir casi en su totalidad la fase de descenso de temperaturas entre

+15°Cy -5°C.
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Sin embargo, presenta como inconveniente el riesgo de transmision de
enfermedades a través del nitrégeno liquido y su posible efecto en las receptoras y la
futura cria. La posibilidad de infeccion y el desarrollo de las técnicas reproductivas
actuales estan inevitablemente relacionados, ya que protocolos como la recoleccién
de semen y de embriones, no se realizan en condiciones totalmente estériles. Se trata
de un riesgo tedrico y es muy discutido ya que nunca ha sido probado. Se han realizado
cientos de miles de transferencias de embriones y ninguna de ellas ha resultado en
infecciéon (Vajta y cols.,2006). Sin embargo, este riesgo es uno de los principales

argumentos esgrimidos en contra de este procedimiento.

Los dispositivos de almacenamiento utilizados en este sistema se caracterizan
por eliminar las barreras entre la muestra y la fuente de frio, pero con ello también
eliminan la proteccidon. Bielansky y cols. (2000) demostré experimentalmente la
posibilidad de infeccion de embriones a través de nitrégeno liquido contaminado con
BVDV (Bovine Viral Diarrhea Virus), y BHV-1 (Bovine Herpesvirus-1) en muestras no
selladas. Es por esto que se han desarrollado nuevos sistemas y dispositivos que
permiten mantener unas condiciones asépticas. Se buscan formas de mantener las
muestras aisladas, realizando modificaciones de dispositivos ya existentes o
almacenando los mismos, conteniendo la muestra, en pajuelas u otros dispositivos que

garanticen el aislamiento del exterior.

En otras areas de la medicina humana se ha probado la transmisién de agentes
infecciosos a través del nitrégeno liquido, pero hay que tener en cuenta que las
muestras empleadas fueron de un tamano 10>-10* veces superior que el material
biolégico empleado en embriologia (muestras de sangre), lo que podria explicar la

diferencia (Vajta y cols., 2006).

Bielanski y Vajta (2009) contemplan una serie de medidas preventivas para evitar
en la medida de lo posible la transmisidn de infecciones durante el proceso de
vitrificacion y el almacenamiento de embriones: (i) conservar la integridad de la ZP que
supone una importante proteccién para el embrién; (ii) realizacion de multiples
lavados previos, permitiendo una importante disminucion de los agentes infecciosos
que la muestra pudiera contener (normativa IETS); (iii) cargado y sellado correcto del

dispositivo de almacenamiento evitando el contacto directo con el nitrégeno liquido, y
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(iv) trabajar con la maxima esterilidad posible tanto del propio nitrégeno liquido como

del contenedor en el que se almacenaran las muestras.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo de este trabajo fue la adaptacion de un método de
vitrificacion/calentamiento (Fibreplug) que permitiera realizar la transferencia directa
de los embriones vitrificados en las explotaciones. Para ello, se analizaron tres
sistemas de calentamiento en paso Unico, uno convencional (control) y dos
modificados, y su efecto sobre la supervivencia embrionaria (re-expansion y eclosién) y

el nimero de células totales en los embriones eclosionados tras el tratamiento.

Nuestra hipotesis es que el calentamiento de EPIV bovinos en un solo paso
puede realizarse directamente en la pajuela que se va a emplear para la transferencia
de embriones, sin que se produzca pérdida de la viabilidad embrionaria, y permitiendo,

por tanto, la adecuacién del procedimiento a las condiciones de campo.
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MATERIAL Y METODOS

Salvo que se indique lo contrario, todos los productos quimicos y los reactivos
utilizados fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid). Los medios de cultivo

fueron elaborados con agua Milli-Q (Tipo 1).

Produccion de embriones in vitro

=>» Obtencién y maduracién de ovocitos

Para la recoleccién de ovocitos se emplearon ovarios de vacas sacrificadas en el
Matadero Central de Asturias, conservados en solucién salina (NaCl 9 g/mL) con
antibidticos (penicilina, 100 Ul/mL y sulfato de estreptomicina, 100 mg/mL) a 25-30°C
hasta la colecta de complejos cumulus-ovocito (CCOs). A su llegada al laboratorio, los
ovarios fueron lavados para la eliminacién de los restos de sangre, y dispuestos en

vasos de precipitado con solucién salina fresca, a 30°C.

Se aspird el contenido de los foliculos visibles de 3 a 7 mm de didmetro, por
medio de una aguja de 18 G conectada a una jeringuilla de 10 mL; el medio colectado
se recogié en un tubo Corning® de 50 mL con medio de mantenimiento (MM), que
consistié en Tissue Culture Medium 199 (TCM199® Invitrogen, Barcelona), 25 mM
HEPES y Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumine -BSA-) 0,4 g/L. El sedimento
del liquido folicular aspirado formado, se recogié con una pipeta Pasteur de vidrio y se
depositd en una placa de Petri de 90 mm con MM, para la busqueda de los CCOs con la
ayuda de un estereomicroscopio a 20x. Solo se seleccionaron para la maduracién
aquellos ovocitos que presentaran un cumulus oophorus compacto, con un citoplasma

homogéneo y rodeados por, al menos, tres capas de células de la granulosa (60x).

Tras un triple lavado en MM, los ovocitos seleccionados se lavaron dos veces en
placas de Petri de 35 mm con medio de maduracién (MIV; TCM 199® NaHCOs (2,2 g/L),
suero fetal bovino (Fetal Calf Serum -FCS-; 10% v:v), FSH porcina (1 pug/mL), LH (5
pug/mL) y 17 B-Estradiol (1 pg/mL)). La maduracion se llevd a cabo en placas de cuatro
pocillos (placa 4-Well) con 500 pL de medio de maduracidn/pocillo, conteniendo entre
35 y 40 ovocitos. Se incubaron a 39°C, en atmdsfera de 5% de CO, en aire y con

humedad saturada durante 22-24 horas.
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=>» Fecundacién in vitro

La separacion del semen fue llevada a cabo mediante el procedimiento swim-up
descrito por Parrish y cols. (1986). El semen a utilizar, procedente de un eyaculado del
un unico toro y congelado en pajuelas, se descongelé exponiendo la pajuela 5
segundos al aire e introduciéndola en un bafio de agua a 37°C durante 30 segundos. El
contenido de la pajuela se afadié a un tubo de poliestireno que contenia 1 mL de
medio de Swim-up (Sperm-TALP) (Tabla 1), previamente equilibrado, a razén de 170 puL
por cada tubo. Se mantuvo durante una hora a 39°C, en atmésfera de 5% de CO, en

aire y con humedad saturada.

Tabla 1. Composicion medio Sperm-TALP

Componente Concentracion
HEPES 10 mM
BSA 6%
NacCl 114 mM
KCl 3,22 mM
NaH,PO, 0,30 mM
MgCl, 0,49 mM
CaCl, 2,04 mM
Lactato sddico 35mM
NaHCO; 25 mM
Piruvato sodico 1,006 mM
Gentamicina 10 mg/mL
Rojo Fenol 10 mg/mL

Transcurrido el tiempo indicado, se aspird el sobrenadante (700-800uL), que
contenia los espermatozoides motiles, y se centrifugd durante 7 minutos a 200 x g. Se
retird el sobrenadante y se obtuvo un pellet de un volumen de, aproximadamente, 100

uL, a partir del que se determind la concentracién espermatica en hematocitémetro.
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Tras la maduracion in vitro, los CCOs se lavaron dos veces en MM vy otras dos
veces en medio de fecundacidn (medio Fert-TALP) (Tabla 2) previamente equilibrado,
suplementado con heparina (20 pg/mL), PHE (40 puL/mL) y se depositaron en pocillos
de una placa 4-well, con 500uL de medio de fecundacién en cada pocillo, a razén de

80-100 ovocitos/pocillo.

Tabla 2. Composicion del medio Fert-TALP

Componente Concentracion
NacCl 114,06 mM
KCl 3,32 mM
NaH,PO,-H,0 0,30 mM
MgS0,-6H,0 0,49 mM
CaCl,:2H,0 2,04 mM
Lactato sddico 3,06 mM
NaHCO; 25 mM
Piruvato Sédico 1,006 mM
Gentamicina 10 mg/mL
Rojo Fenol 10 mg/mL
BSA 6%

Antes de la puesta en contacto de los espermatozoides con los CCOs maduros, se
verificd que su viabilidad y motilidad fueran adecuadas, por medio de una observacién
entre porta y cubre. Se afiadieron los espermatozoides a una concentracion de 2x10°

células/mL de medio de fecundacidn.

La fecundacién se completé incubando los ovocitos y los espermatozoides juntos
durante 18-20 horas a 39°C en un atmésfera de 5% de CO, en aire y humedad

saturada.
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=>» Cultivo in vitro

Los presuntos cigotos fueron sometidos a una agitacién en un tubo Corning® de
15 mL con MM (2 mL) y empleando un vdrtex, durante 2 minutos, para separar las
células del cumulus y los espermatozoides sobrantes. Después se lavaron 3 veces en
MM vy dos en el medio de cultivo, denominado Fluido Oviductal Sintético (Synthetic
Oviductal Fluid -SOF-) suplementado con 6g/L de BSA (SOF-6) (Tabla 3) (Holm y cols.,
1999).

Tabla 3. Composicion medio mSOF

Componente Concentracion
NacCl 107,63 mM
KCl 7,16 mM
KH,PO, 1,19 mM
MgSO,-7H,0 1,51 mM
CaCl,:2H,0 1,78 mM
Lactato sddico 5,35 mM
NaHCO; 25 mM
Piruvato sédico 7,27 mM
L-Glutamina 0,20 mM
Aminoacidos esenciales 45 uL/mL
Aminoéacidos no 5 uL/mL
esenciales
Tri-citrato sodico 0,34 mM
Mio-inositol 2,77 mM
Rojo Fenol 10 pg/mL

Los presuntos cigotos se cultivaron en microgotas de SOF-6 (50 uL), cubiertas con
aceite mineral que se prepararon previamente y se equilibraron durante 2 horas antes

de anadir los cigotos (entre 35 y 40 por cada gota). El cultivo se llevo a cabo a 39°C, en
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atmasfera de 5% de CO, y 5% de O,. Las renovaciones de medio se realizaron en los
dias 3 y 6 tras las puesta en cultivo y se analizé el desarrollo embrionario en los dias 3,

6,7vy8.
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llustracion 8. Blastocistos bovinos producidos in vitro en dia 7 aptos para criopreservacion.
Vitrificacion
Blastocistos de dia 7 y 8, de calidad excelente y buena se vitrificaron por medio

del Cryologic Vitrification Method (CVM) empleando las soluciones descritas por Vajta

y cols. (1998). El dispositivo de almacenamiento empleado fue el Fibreplug:

= Grupo Control: Fibreplug convencional. Se almacena en nitrégeno

liquido incluido en la pajuela desarrollada para el sistema.

= Meétodo Experimental 1: Fibreplug modificado. El gancho del final se
recorta ligeramente, sin llegar a eliminar el acodamiento y se afina la
porcion superior de su cuello, disminuyendo el didmetro, para que
guepa en pajuelas de transferencia de embriones (0,25 mL), cuyo
diametro es inferior a los que incorpora el Fibreplug. El embridn
vitrificado se almacenara en una pajuela de 0,25 mL, cargada con una
columna de 7 mm de medio de calentamiento (MC) compuesto por TCM
199 Hepes, 20% FCS y sucrosa 0,25 M), seguida de 1 cm de aire y una

ultima columna de 6 cmm de MC.
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llustracion 9. A: Fibreplug Grupo Control (Sin modificar). B: Fibreplug Grupo Experimental 1 (modificado)

* Método Experimental 2: Fibreplug modificado 2. Unicamente lleva
recortado ligeramente el gancho del final. Se almacena en nitrégeno

liquido incluido en la pajuela habitual, de forma similar al grupo control.

Sobre una placa calefactada a 41°C los embriones se lavaron dos veces en medio
de mantenimiento de vitrificacion (MMV) que estd compuesto por TCM 199 HEPES y
FCS al 20% vy se incubaron en dos soluciones de vitrificaciéon con CPs en concentracién
ascendente: en la primera, VS1 (MMV + 7,5% EG + 7,5% DMSO), se mantuvieron
durante 3 minutos, y en la segunda, VS2 (MMV + 16,5% EG + 16,5% DMSO), 25
segundos. Seguidamente se colocaron los blastocistos, de uno en uno, en cada uno de
los 3 tipos de Fibreplug, en un volumen de 1 uL de medio, se vitrificaron por contacto
directo con un bloque de acero (bloque Cryologic) superenfriado en una caja de
poliexpan llena de nitrégeno liquido, y se introdujeron en el envase correspondiente a

cada método, previamente enfriado.

Calentamiento

Segun lo indicado anteriormente, se establecieron 3 grupos experimentales:

e Grupo Control: se realizd una Unica incubacién sumergiendo el
Fibreplug convencional en un pocillo de la placa 4-well que contenia 1

mL de MC.

e Método Experimental 1: la incubacion se realizd en la propia pajuela en

la que fue conservado el embrién desde el momento de su vitrificacion.
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La pajuela con el Fibreplug modificado 1 se mantuvo 3 segundos al aire
y seguidamente se introdujo en agua a 41°C durante 10 segundos, para
lograr la descongelacién del MC que contenia. Una vez fuera del agua,
se empujo el tapdn de algoddn de la pajuela hasta que el medio hubo
contactado con el gancho del Fibreplug y se introdujo de nuevo en el
agua a 41°C durante 5 minutos. Tras la incubacion, se retird el Fibreplug
con un ligero movimiento de rotacion, quedando el embrién en el

interior de la pajuela.

e Método Experimental 2: se realizé la incubacién directamente en una
pajuela de 0,25 mL cargada con una columna de 1 cm de MC, seguida de
otra columna de 1 cm de aire y una ultima columna de MC, hasta
rellenar la pajuela en su totalidad. Las pajuelas se mantuvieron en agua
a 41°C. En el momento del calentamiento, tras dejar el Fibreplug 3
segundos al aire, se introdujo en la pajuela conteniendo el MC. Se
mantuvo durante 5 minutos y se extrajo el Fibreplug con un ligero

movimiento de rotacion.

Tras los 5 minutos de incubacion, se recuperaron los embriones de los 3 grupos
experimentales, y se cultivaron en microgotas de SOF-6 + 10% de FCS durante 48 horas
a 39°C, en atmodsfera de 5% de CO, y 5% N, y humedad saturada. Se analizaron los
indices de re-expansién a las 2, 24 y 48 horas post-calentamiento, y la eclosidn a las 24

y 48 horas.

Recuento celular: Tincion nuclear con bisbencimida

Los blastocistos eclosionados después de la calentamiento se fijaron en una
solucion de paraformaldehido al 0,4%. Después de un doble lavado en PBS-PVA
(polivinilalcohol), se incubaron en una solucién de bisbencimida (25 pg/mL) durante 3
minutos. Tras otro lavado en PBS-PVA, se montaron entre porta y cubre en una
solucién de montaje y se observaron al microscopio de fluorescencia con un filtro de

rango 420 nm.
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llustracidén 10. EPIV vitrificado en dia 8 por el método experimental 2, a las 48 horas de cultivo tras el

calentamiento

Diseno experimental

Se estudiaron 3 protocolos de calentamiento en un Unico paso. Se analizaron los
porcentajes de supervivencia (contando el nimero de blastocistos re-expandidos)
transcurridas 2, 24 y 48 horas después del calentamiento y, los porcentajes de
eclosién, a las 24 y 48 horas. Por otro lado se analizd el efecto de los protocolos
indicados sobre la calidad de los embriones realizando el recuento de sus células

totales.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron por el procedimiento general de modelos lineales de SAS
(General Lineal Models, GLM; SAS, 1999) y el test de Duncan para las diferencias de las
medias (P<0,05). Los valores se expresaron como Medias de Minimos Cuadrados +
Error estandar (Least Square Means * Standard error, LSM * SE). Los efectos analizados
fueron el protocolo de calentamiento y la edad de los blastocistos en el momento de la

vitrificacion.
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RESULTADOS

e Efecto del protocolo de calentamiento sobre la supervivencia de EPIV bovinos.

Se vitrificd y calentd un total de 76 embriones bovinos en 3 réplicas. De éstos se
desestimaron los resultados obtenidos para el método experimental 1, debido a las
elevadas tasas de degeneracién. En la tabla se muestra, por tanto, el analisis
estadistico de los resultados obtenidos en protocolos de calentamiento de embriones
relativos al grupo control y grupo experimental 2. Estos suman un total de 67
embriones vitrificados y calentados. La edad del embrién (dia 7 u 8) no tuvo efecto

sobre los porcentajes de supervivencia, por lo que se presentan los datos agrupados.

Tabla 4. Efecto del protocolo de calentamiento sobre la supervivencia de embriones bovinos producidos in vitro y

vitrificados por la técnica CVM (control) y la técnica modificada (Exp)

2h 24h 48h
Grupo N R
%RE %RE %EC %RE %EC
Control 34 3 67,94+8,1 70,43+9,6 53,94+11,1 70,4319,6 70,05+16,4
Exp 33 3 65,08+7,8 73,42+8,5 29,6419,8 73,4118,5 67,46114,5

N: nimero de embriones puestos en cultivo tras el calentamiento. R: réplicas de calentamiento. RE: reexpansion. EC:

blastocistos eclosion. No hay diferencias significativas

Las tasas de supervivencia a las 2 horas post-calentamiento fueron de
aproximadamente el 70%, manteniéndose sin apenas variaciones a las 48 horas.
Respecto a los porcentajes de eclosidn, aumentaron notablemente 48 horas después
del calentamiento, en comparacién con las tasas obtenidas a las 24 horas, alcanzando

valores del 70%.

e Efecto del método de calentamiento sobre el nUmero de células totales.

Tabla 5. Efecto del protocolo de calentamiento sobre el nimero de células totales de los embriones bovinos

producidos in vitro vitrificados por la técnica CVM (control) y la técnica modificada (Exp).

CELULAS

Grupo R N TOTALES
Control 2 16 248,53+16,4
Exp 2 16 216,71+14,6

N: nimero de embriones puestos en cultivo tras el calentamiento. R: réplicas del calentamiento. No hay diferencias

significativas
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Se realizd el recuento de células totales de 32 embriones vitrificados y
calentados en las dos ultimas réplicas. No hubo diferencias significativas en el nimero

de células de los embriones eclosionados de ambos grupos experimentales.
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DISCUSION

En el presente estudio se vitrificaron con éxito embriones bovinos producidos in
vitro en estadio de blastocisto expandido, empleando una modificaciéon del CVM, que
permitird la transferencia directa de los embriones vitrificados sin manipulaciéon por

parte del técnico responsable de la transferencia.

El Fibreplug consiste en un gancho sobre el que se deposita la gota de medio de
vitrificacion conteniendo el embriéon. En nuestro trabajo, los fibreplugs fueron
modificados acortando el gancho de forma que permitiera vitrificar el embrién en el
minimo volumen posible, pero que pudiera ser introducido en una pajuela clasica de
transferencia, cuyo didmetro es de 2 mm. Previamente, en el laboratorio se habia
comprobado que la exposicién Unica de los embriones vitrificados a una solucién de
sucrosa 0,25 M durante 5 minutos (en lugar de la doble incubacién tradicional) no
afectaba a la supervivencia embrionaria (Trigal y cols., 2012a). Otros autores han

confirmado recientemente este hecho (Moratd y Mogas, 2013)

Una de las principales ventajas de la vitrificacién frente a la congelacién lenta es
la reduccién de costes ya que permite prescindir de equipamientos especializados
como son los biocongeladores programables, de alto coste econdmico. Por otra parte,
en el caso de la vitrificacidn, los protocolos de calentamiento tradicionales se realizan
en varios pasos, con el fin de eliminar los CPs del espacio intracelular. Este hecho es el
principal causante de la escasa difusion de esta técnica ya que, para llevarlo a cabo, se
requiere personal especializado y una serie de infraestructuras no disponibles en las
condiciones habituales de transferencia de embriones, por lo que cada vez se opta mas

frecuentemente por la transferencia directa de embriones congelados en EG.

Dado que los embriones producidos in vitro sobreviven mejor a la
criopreservacién por vitrificacion, son muchos los grupos de investigaciéon que han
realizado estudios en busca de la simplificacion de los pasos de calentamiento de los

embriones vitrificados.

En nuestro estudio no se obtuvieron diferencias significativas en las tasas de re-
expansioén transcurridas 2, 24 y 48 horas tras el calentamiento y tampoco en las tasas

de eclosién a las 24 y 48 horas entre los embriones calentados por el método directo

31



en la propia pajuela y los que fueron expuestos a la misma solucién de calentamiento
en un pocillo de una placa 4-well. La tasa de supervivencia se mantuvo en valores
cercanos al 70% a lo largo de las 48 horas de cultivo post-calentamiento en los dos
grupos analizados. Sin embargo, las tasas de eclosion aumentaron a las 48 horas, con

relacion a las registradas a las 24 horas post-calentamiento.

Nuestros resultados son algo inferiores a los obtenidos por /naba y cols. (2011)
que realizaron un estudio similar, empleando como dispositivo de almacenamiento el
Cryotop. Si bien, la concentracién de sucrosa empleada en la solucion de vitrificacidn

es algo superior a la empleada en nuestro estudio (0,3 M).

En un estudio realizado por Vajta y cols. (1999), se utilizd como dispositivo de
almacenamiento el OPS. El protocolo de vitrificacion se realizd en dos pasos
exponiendo el embrién a una primera solucidn de vitrificacién (EG y DMSO al 10%)
durante 1,5 minutos, y durante 25 segundos, a una segunda solucién con EG y DMSO al
20%. Al igual que en nuestro estudio, realizd el calentamiento en un pajuela
precargada con una solucion de sucrosa al 0,2 M y una incubacién de 5 minutos.
Aunque los porcentajes de supervivencia y de eclosién de su trabajo fueron superiores
a los que nosotros obtuvimos, tampoco encontraron diferencias significativas entre el
grupo control (embriones calentados en 0,8 mL de medio 0,2 M de sucrosa durante 5

minutos) y el grupo experimental de calentamiento in-straw.

Los resultados obtenidos por Trigal y cols. (2012b) en un estudio en el que se
vitrificaron embriones bovinos siguiendo el mismo protocolo de vitrificacion que en el
nuestro y empleando la misma solucidn de calentamiento, presentan tasas de re-
expansion superiores a las nuestras. Sin embargo, las tasas de eclosidn resultan ser
inferiores. La diferencia entre ambos estudios es que, el proceso de calentamiento no
se realizd en la propia pajuela como en nuestro caso, sino en un pocillo de una placa 4-
well, que es el equivalente a nuestro grupo control. No obstante el nimero de réplicas
y de muestras empleadas en este estudio fueron muy superiores a las que se

realizaron en el nuestro, lo cual podria explicar las diferencias encontradas.

En el caso de un estudio realizado por Viera y cols. (2007), en el que los
embriones se almacenaron en micropipetas de cristal expuestas a una fuente de calor

y estiradas hasta obtener un didmetro de 0,6 mm, las tasas de re-expansion tras 24
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horas fueron superiores a las presentadas en este trabajo. Este estudio difiere del
nuestro en el soporte empleado y en el protocolo de calentamiento que se realizé en
dos pasos: primero se sumergio la micropipeta verticalmente, en un tubo con solucién
de calentamiento a 39°C de manera que se eliminaba el hielo y entraba parte de la
solucién en el dispositivo por capilaridad; seguidamente se introdujo la punta de la
micropipeta conteniendo el embrién en una pajuela de 0,25 mL previamente cargada
con la misma soluciéon de calentamiento y, con la ayuda de una jeringa acoplada al
extremo opuesto de la pajuela, se aspird para asegurar la entrada de la muestra en la

misma.

Para suprimir el paso de introduccién del embrién en la pajuela utilizada para la
transferencia, también se ha estudiado la posibilidad de vitrificar los embriones en la
misma, realizando columnas de diferentes medios, de manera que, una vez calentado,
solo sea necesario agitar la pajuela para que los medios se mezclaran e incubar unos
minutos. Es el caso del estudio realizado por Yang y cols. (2007), en el que se
vitrificaron mérulas de ratén producidas in vivo en una pajuela cargada con tres
columnas diferentes de medio, una mas grande con medio de sucrosa 0,5 M, seguida
de solucidon de vitrificacién vy, finalmente, la misma solucidn de vitrificacion
conteniendo el embrién, separadas entre si por burbujas de aire. Los resultados de re-
expansion fueron muy elevados (93,7% de embriones incubados durante 5 minutos),
aungue no se puede obviar el hecho de que tratamos con embriones de diferente
especie animal, producidos in vivo y, por tanto, de una calidad muy superior a los que

se emplearon en nuestro estudio, que siguieron un sistema de produccién in vitro.

Akiyama y cols. (2012), en un estudio similar, vitrificaron embriones de bovino
producidos in vivo en una pajuela cargada con 4 columnas de medio. Las dos de los
extremos contenian la solucion de calentamiento (5% EG y 0,15 M Sucrosa), mientras
que, las centrales contenian la solucidn de vitrificacion y una de ellas, el embrién. Tras
el calentamiento, la supervivencia (re-expansiéon) de los embriones fue superior al

90%.

Sin embargo, los EPIV no presentan buenos resultados de supervivencia cuando
se vitrifican con este tipo de protocolos. Asi ocurrié en el estudio desarrollado por

Taniguchi y cols. (2007), que usaba una pajuela precargada con medio de
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calentamiento (sucrosa 1 M), seguido de dos columnas de solucién de vitrificacion mas
pequefias, la Ultima conteniendo el embridén. Las tasas de supervivencia a las 48 horas
de cultivo fueron de aproximadamente el 65%, ligeramente inferiores a los resultados

obtenidos en nuestro estudio.

El recuento nimero de células de los embriones es un dato importante que
deberemos tener en cuenta ya que, aun obteniendo tasas de supervivencia elevadas
durante el cultivo in vitro, las lesiones celulares producidas como consecuencia de la
vitrificacion pueden afectar a la implantacién tras la transferencia a hembras
receptoras. Por ello, este valor se considera como un indicador de la calidad

embrionaria.

En el estudio anteriormente mencionado, realizado por Trigal y cols.(2012b), el
resultado del recuento de células totales fue inferior al obtenido en nuestro
experimento. Por otro lado, Trigal y cols. (2013), realizaron otro estudio en el que se
valoraba la supervivencia y calidad de embriones vitrificados tras haber sido sometidos
a altas presiones hidrostaticas subletales. En este caso se emplearon como grupo
control, embriones producidos in vitro vitrificados siguiendo un protocolo similar al
nuestro, utilizando como dispositivo de almacenamiento el Fibreplug. Este grupo
diferia de nuestro experimento en el protocolo de calentamiento, en este caso,
sometiendo la muestra a una doble incubacidn en soluciones con concentraciones
decrecientes de sucrosa. Los resultados obtenidos en el recuento de células fueron
muy similares a nuestros resultados. De esta manera podriamos considerar que la
calidad de los embriones calentados en paso Unico en la propia pajuela, no presenta
diferencias significativas con los embriones que han sufrido un protocolo de

calentamiento en varios pasos.
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CONCLUSION

El calentamiento de embriones en la misma pajuela empleada para la
transferencia en una solucién de sucrosa 0,25 M a 41°C, durante 5 minutos, permitié
obtener resultados de supervivencia, eclosién y numero de células totales

comparables a los conseguidos en el grupo control.

Este estudio demuestra que es posible la vitrificacién y el calentamiento de
embriones bovinos producidos in vitro, de forma que se pueda realizar su transferencia
directa. No obstante son necesarias mas réplicas y confirmar la calidad de los

embriones con ensayos de transferencia en hembras receptoras.
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