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Resumen

Se evalud la eficiencia de diferentes solucio-
nes de vitrificacion para criopreservar blasto-
cistos bovinos producidos in vitro. Para ellos
se realizaron evaluaciones mediante cultivo in
vitro. Se compararon 2 soluciones de vitrifi-
cacion: Propilenglicol + Glicerol (Pg+Gli) y
Etilenglicol + Ficoll + Sacarosa (EFS). Se en-
contraron diferencias significativas en las tasas
de desarrollo y eclosion en favor de EFS (56.4
vs 33.3% y 35.4 vs 13.3 %; P<0.05). Lue-
go se compararon 3 soluciones de vitrificacion:
EFS, EFS modificado (EFSm) y Etilenglicol
+ Glicerol (Eg+Gli). Las soluciones EFSm y
Eg+Gli alcanzaron mayores tasas de eclosion
que la solucion EFS (57.7 vs 59.6 vs 35.7%;
P<0.05). Finalmente, la solucion Eg+Gli fue
evaluada en combinacion con diferentes con-
centraciones de sacarosa. No se encontraron di-
ferencias significativas en la tasa de desarrollo
de las diferentes soluciones, mientras que las
tasas de eclosion de la solucion Eg+Gli com-
binada con sacarosa 0.1 M o 0.3 M fueron
mayores que la misma solucidn sin sacarosa o
combinada con 0.5 M. Finalmente se reali-
zaron evaluaciones mediante transferencia a
receptoras empleando como control embriones
bovinos producidos in vivo. Las tasas de pre-
niez y nacimientos de los embriones producidos
in vivo fueron significativamente mayores que
las de los embriones producidos in vitro. No
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hubo diferencias en la duracion de la gestacion
y la proporcidn de sexos, mientras que el peso al
nacer de los terneros provenientes de embrio-
nes producidos in vitro fue significativamente
mayor que los originados a partir de embriones
producidos in vivo. Se registrd una cantidad
significativamente mayor de partos distécicos
en los tratamientos que emplearon embriones
producidos in vitro. Estos resultados muestran
que la vitrificacion puede ser usada con éxito
en la criopreservacion de embriones producidos
in vitro, y que podria ser considerada para su
uso en programas comerciales.

Palabras clave: Etilenglicol, glicerol, saca-
10sa, prenez, Criopreservacion.

Vitrification of in vitro produced
bovine embryos
Summary

The efficacy of different vitrification solu-
tions to cryopreserve in vitro-produced bovine
blastocysts was evaluated based on in vitro de-
velopment of embryos in culture. In the first
experiment, 2 vitrification solutions were com-
pared: propylene glycol + glycerol (Pg+Gly)
and ethylene glycol + Ficoll + sucrose (EFS).
Differences in the overall development and ha-
tehing rates in _favor of EFS were found (56.4
vs 33.3% and 35.4 vs 13.3 %; P<0.05). In
the second experiment, 3 vitrification solutions
were compared: EFS, modified EFS (EFSm)
and ethylene glycol + glycerol (Eg+Gly). The
vitrification solutions EFSm and Eg+Gly yield
higher hatching rates than did EFS (57.7 vs
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59.6 vs 35.7%; P<0.05). Finally Eg+Gly
plus different sucrose concentrations were eva-
luated. There were no significant differences in
development rates among solutions. As for ha-
tehing, the Eg+Gly plus 0.1 M sucrose group
had a greater rate as compared with Eg+Gly
plus 0 M sucrose and Eg+Gly plus 0.5 M su-
crose groups and, Eg+Gly plus 0.3 M sucrose
group had a greater rate as compared with the
Eg+Gly plus 0 M sucrose and Eg+Gly plus 0.5
M sucrose groups. Finally, in vivo development
of embryos was evaluated by transferred into
recipients, using in vivo produced bovine em-
bryos as control. Pregnancy and calving rates
showed a difference between in vivo produ-
ced embryos freshly transferred and in vitro
produced embryos. There were no significant
differences in gestation length and sex ratio
between treatments. As for birth weight, the-
re were significant differences between fresh in
vivo produced embryos and all treatments of in
vitro produced embryos. There were significant
differences in dystocial parturition between
in vivo produced embryos and all treatments
with in vitro-produced embryos. These resul-
ts demonstrate that vitrification can be used
successfully in the cryopreservation of in vitro-
produced bovine embryos, and that it might be
considered for use in commercial programs.

Key words: Ethylene glycol, glycerol, sucro-

se, pregnancy, cryopreservation.

Introduccion

Desde que en 1973 fue reportado el na-
cimiento del primer ternero a partir de un
embrién congelado (Wilmut y Rowson,
1973), se han realizado progresos conside-
rables que han conducido a mejorar los mé-
todos de criopreservacién para embriones
obtenidos 7 vive (Fahning y Garcia, 1992;
Niemann, 1991). En afos recientes los ma-
yores esfuerzos han sido dirigidos a mejorar
la tasa de sobrevida de los embriones obte-
nidos 7 vitro luego de la criopreservacién

(Hasler y col., 1995; Kaidi y col., 2000;
Leibo y Loskutoff, 1993; Mahmoudzadeh y
col., 1994; Massip y col., 1993; Palasz y col.,
1997; Sommerfeld y Niemman, 1999; Su-
zuki y col., 1993; Vajta y col., 1996; Wurth
y col., 1994). Para ello se han empleado dos
enfoques: modificar los sistemas de cultivo
in vitro y desarrollar técnicas de criopreser-
vacion especialmente adaptados a este tipo
de embriones (Greve y col., 1993; Massip y
col., 1995; Vajta, 1997).

El objetivo del presente trabajo ha sido
comparar diferentes protocolos de vitrifi-
cacién y realizar modificaciones para adap-
tarlos a los embriones bovinos obtenidos 77
vitro. Para ello se realizaron evaluaciones de
sobrevida iz vitro de los embriones luego
de ser vitrificados y, finalmente, se evalué la
sobrevida embrionaria mediante transferen-
cias.

Materiales y métodos
Donantes de ovocitos

Las drogas, hormonas, reactivos y otros
productos empleados en los diferentes expe-
rimentos fueron obtenidos de los siguientes
proveedores:

* 17 beta estradiol: Laboratorio Rio de
Janeiro, Santa Fe, Argentina.

e Aceite mineral: Laboratorios Pharmos,
Buenos Aires, Argentina.

* Antibidtico antimicético (AA) y so-
lucién buffer fostato salina de Dulbecco
(DPBS): Gibco, Grand Island, NY, EUA.

* Dispositivo intravaginal de progestero-
na (Easy Breed - CIDR): InterAg, Hamilton,
New Zealand.

* FSH (Folltropin-V): Vetrepharm Inc,
London, ON, Canada.

e FSH porcina (pFSH) y Cloprostenol
— Estrumate: Schering Laboratories, Oma-
ha, NE, EUA.

* GnRH (Receptal) Laboratorie Hoechst,
Munich, Alemania.

* LH ovina purificada Immuno Chemi-

cal Products, Auckland, New Zealand.
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El resto de los productos utilizados para
la preparacién de medios y soluciones fue
obtenido de Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, EUA.

En todos los casos se utiliz6 agua ultrapu-
rificada mediante un filtro NanoPure (SKC
Inc., Eighty Four, PA, USA).

Produccion de embriones bovinos obtenidos
in vitro

Aspiracién folicular de las donantes: co-
mo donantes de ovocitos se emplearon va-
cas Hereford adultas (edad: 4 a 8 afios; peso
corporal promedio + DS: 574 + 40 kg). La
puncién de los foliculos se realizé6 emplean-
do una aguja de 18 G x 45 cm conectada a
una bomba de vacio. La aspiracién fue guia-
da mediante un ecégrafo Aloka 500 (Aloka,
Tokyo, Japan) con un transductor lineal de
7,5 MHz (Bols y col., 1995a).

Como medio para la aspiracién de los
oocitos se emple6 TCM 199 combinado
con 0,05 mg/ml de heparina, 100 Ul/ml
de penicilina, 0,1 mg/ml de estreptomici-
na, 0,05 mg/ml de kanamicina, y 0,5% de
BSA-FAE

Maduracién iz vitro: una vez extraidos
del liquido de aspiracién bajo lupa, los ovo-
citos fueron transferidos al medio de mante-
nimiento compuesto por TCM 199 combi-
nado con HEPES 15 mM (empleado como
buffer) y 10% de SFB. Para la maduracién
in vitro (IVM) los ovocitos fueron lavados
dos veces en medio de mantenimiento y dos
veces en un medio compuesto por TCM
199-bicarbonato combinado con 10% de
SEB, 10 pg/ml de LH ovina purificada
(NIH-oLH-S1), 1 pg/ml de pFSH, 1 pg/ml
de 178-estradiol y cisteamina 100 pM (de
Matos y col., 1995). Los complejos cimu-
lus-ovocitos (COCs) fueron cultivados du-
rante 24 hs en gotas de 50 pl de medio de
IVM bajo aceite mineral a 39°C en atmds-

fera de 5% CO2, 7% O2 y 88% N2, con

saturacién de humedad.

Fertilizacién in vitro: luego de la ma-
duracién, los COCs fueron incubados du-
rante 22 h en gotas de 50 pl de medio de
fertilizacién in vitro bajo aceite mineral, con
una concentracién de 1x106/ml de esper-
matozoides seleccionados mediante el pro-
cedimiento de Percoll (Parrish y col., 1986).
Como medio de fertilizacién in vitro se
empled TALP combinado con 6 mg/ml de
BSA-FAF, penicilamina20 pM, hipotaurina
10 pM, y 10 pg/ml de heparina. El medio
TALP fue compuesto segun fuera descripto

por Parrish y col (1986).

Cultivo in vitro: los supuestos cigotos
fueron transferidos al medio synthetic ovi-
duct fluid modificado (SOFm; Tervit y col.,
1972; Edwards y col., 1997) combinado
con glutamina 1 mM, 2% (v/v) de BME,
1% (v/v) de MEM y 4 mg/ml de BSA-FAF
(274 a 276 mOsm/l) y cultivados durante
48 hs, en gotas de 40 pl bajo aceite mineral
(10 embriones por gota), a 39°C en atmds-
fera de 5% CO2, 7% O2 y 88% N2, con
saturacién de humedad. Al cabo de 48 hs,
los embriones fueron transferidos al mismo
medio, pero conteniendo glucosa 1,5 mM
(Furnus y col., 1997) e incubados en las
mismas condiciones durante 5 dias. El me-
dio de cultivo fue cambiado cada 48 hs.

Los embriones fueron clasificados de
acuerdo a su estadio de desarrollo y su mor-
fologia (Lindner y Wright, 1984). Sélo se
emplearon en los experimentos blastocistos
en expansién y expandidos de calidad exce-
lente y buena. Los embriones obtenidos en
los Dias 6 y 7 (generalmente 10 a 20 em-
briones por dia) fueron asignados aleatoria-
mente a los diferentes tratamientos dentro
de cada experimento.
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Produccion de embriones bovinos obtenidos
in vivo

Superovulacién e inseminacién de las
donantes: como donantes de embriones se
emplearon vacas Hereford adultas (edad: 4
a 8 afos; peso corporal promedio + DS: 574
+ 40 kg). Las donantes fueron divididas en
grupos de 4 animales. En cada grupo el es-
tro fue sincronizado por medio de un dispo-
sitivo intravaginal (CIDR) conteniendo 1,9 g
de progesterona (se consideré Dia 0 el dia
de la insercién del CIDR) y 5 mg de 17-88
estradiol, i.m. 12 hs después de la insercién
del CIDR.

El tratamiento de superestimulacién fue
iniciado el Dia 4 utilizando FSH (Folltro-
pin-V) reconstituida segtin las indicaciones
del proveedor y de acuerdo al siguiente es-
quema:

Dia 4: 2,5 ml por la mafana, 2 ml 12 hs
después.

Dia 5: 2 ml por la mafiana, 1,5 ml 12 hs
después.

Dia 6: 1,5 ml por la mafana, 1 ml 12 hs
después.

Dia 7: 1 ml por la mafana, 0,5 ml 12 hs
después.

En el Dia 6 las donantes recibieron tam-
bién 2 ml de Cloprostenol (andlogo de pros-
taglandina F2alfa), i.m., y el CIDR fue reti-
rado en la tarde del mismo dia. El Dia 8 se
administraron 2,5 ml de GnRH (Receptal),
i.m. En la manana y la tarde de los Dias 7,
8 y 9 se realizé la deteccién de celo durante
30 minutos por observacién de la conducta
de monta. Aquellos animales que mostraron
celo recibieron inseminacién artificial 12 hs
después.

Recoleccién y evaluaciéon de los em-
briones: los embriones fueron recolectados
en forma no quirdrgica seis dias después de
la deteccidén del celo. Para este propdsito
fueron lavados ambos cuernos uterinos con
DPBS combinado con 1% de SFB y 1% de

AA. Los embriones fueron buscados bajo lu-

pa e inmediatamente colocados en medio de
mantenimiento, consistente en DPBS com-
binado con 10% de SFB y 1% de AA.

Los embriones fueron clasificados de
acuerdo a su estadio de desarrollo y su mor-
fologia (Lindner y Wright, 1984). Solo fue-
ron empleados en los experimentos aquellas
morulas compactas o blastocistos de calidad
buena o excelente. Los embriones recolec-
tados cada dia (usualmente 20 a 30) fueron
asignados aleatoriamente a los diferentes
tratamientos dentro de cada experimento.

Protocolos de vitrificacion

Todas las soluciones utilizadas en los
protocolos de criopreservacion se realizaron
en una solucién base consistente en DPBS
combinado con 10% de SFB y 1% de AA.
En todos los tratamientos los embriones
fueron cargados individualmente en pajue-
las de 0,25 ml (IMV, LAigle, Francia). Una
vez criopreservados los embriones fueron al-
macenados en nitrégeno liquido durante 6
a 12 meses hasta la transferencia.

Vitrificacién con propilenglicol + gli-
cerol (Pg+Gli): se empled el protocolo de
vitrificacién descripto por Scheffen y col.
(1986) y Massip y col. (1986), con modi-
ficaciones. Este protocolo emplea glicerol
y propilenglicol como crioprotectores para
componer la solucién de vitrificacién (gli-
cerol 25% + propilenglicol 25%). Antes
de sumergir los embriones en la solucién
de vitrificacién éstos son colocados en una
solucién de equilibrado (glicerol 10% +
propilenglicol 20%). La remocién del crio-
protector se realiza en dos pasos empleando
sacarosa 1 M.

Vitrificacién con etilenglicol + Ficoll
70 + sacarosa (EFS): se empled el protoco-
lo de vitrificacién descripto por Kasai y col.
(1990), modificado por Zhu y col. (1993).
Este protocolo emplea etilenglicol, Ficoll 70
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y sacarosa como crioprotectores para com-
poner la solucién de vitrificacién (etilen-
glicol 40% + Ficoll 70 18% + sacarosa 0,3
M). Antes de sumergir los embriones en la
solucién de vitrificacidn éstos son colocados
en una solucién de equilibrado (etilenglicol
20%). La remocién del crioprotector se rea-
liza en un paso empleando sacarosa 0.5 M.

Vitrificacién con la solucién EFS mo-
dificada (EFSm): se realizé6 una modifi-
cacién del protocolo EFS descripto en la
secciéon anterior. La variante consistié en
equilibrar los embriones en dos pasos, antes
de ser vitrificados (etilenglicol 10% y luego
etilenglicol 20%).

Vitrificacién con etilenglicol + glicerol
(Eg+Gli): se empled, con modificaciones,
el protocolo de vitrificacién descripto por
Yang y col. (1992), el cual fue desarrolla-
do como una modificacién del protocolo
Pg+Gli. Este protocolo emplea etilenglicol y
glicerol como crioprotectores para compo-
ner la solucién de vitrificacién (glicerol 25%
+ etilenglicol 25%). Antes de sumergir los
embriones en la solucién de vitrificacién és-
tos son colocados en dos soluciones de equi-
librado (glicerol 10% y luego glicerol 10%
+ etilenglicol 20%). La remocién del crio-
protector se realiza en tres pasos empleando
concentraciones decrecientes de sacarosa.

Evaluacion in vitro de la sobrevida embrionaria
luego de la criopreservacion

La evaluacién in vitro de los embriones
descongelados se realizé, luego de la remo-
ciéon del crioprotector, mediante el cultivo
de los mismos en gotas de 50 pl de SOFm
adaptado de acuerdo a lo descripto anterior-
mente (5 a 7 embriones/gota).

El desarrollo, medido como la forma-
cién de blastocele (en las mérulas) o la re-
expansién del mismo (en los blastocistos),

y la eclosién, fueron evaluados cada 24 hs
hasta las 72 hs para estimar la viabilidad em-
brionaria. La tasa de desarrollo fue calculada
como el cociente entre el nimero de em-
briones que formaron o expandieron el blas-
tocele y el nimero de embriones colocados
en cultivo, mientras que la tasa de eclosién
fue calculada como el nimero de embriones
que eclosionaron sobre el niimero de em-
briones colocados en cultivo.

Finalmente, en los experimentos donde
se realizd el recuento del niimero de nicleos
de aquellos blastocistos que sobrevivieron
luego de 72 hs de cultivo, se emple6 para
marcar los nucleos el marcador fluorescente
especifico para ADN Hoechst 33342, ob-
servandolos mediante un microscopio de
epifluorescencia Nikon Optiphot (Nikon
Co., Tokio, Japdn; de Matos y col., 1995).

Evaluacion in vivo de la sobrevida embrionaria
luego del criopreservacion

La evaluacién de los tratamientos de crio-
preservacién también se realizd por transfe-
rencia a receptoras. Se emplearon para ello
vacas adultas Polled Hereford (edad: 4 a 6
afos; peso corporal promedio + DS: 398 +
30 kg). El celo fue sincronizado empleando
una unica dosis i.m. de 2 ml de Cloproste-
nol. Siete dias después de la deteccién del
estro los embriones fueron transferidos en
forma no quirtrgica (1 embrién por recep-
tora) en el cuerno uterino ipsilateral al cuer-
po lateo usando un catéter de transferen-
cia de embriones bovinos (I.M.V., LCAigle,
Francia).

La prefiez fue diagnosticada 30 dias des-
pués de la transferencia mediante una ecogra-
fia transrectal empleando un ecégrafo Aloka
500 (Aloka, Tokio, Japén) con un transduc-
tor lineal de 7,5 MHz. Quince dias antes de
la fecha estimada de parto las receptoras pre-
fiadas fueron separadas y mantenidas en co-
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rrales. Durante el periodo de nacimientos el
grupo fue controlado dos veces por dia para
registrar los partos distécico.

Se definié la tasa de prefiez como el co-
ciente entre el nimero de receptoras prena-
das y el niimero de receptoras que recibie-
ron embrién y tasa de nacimientos como
el cociente entre el nimero de terneros
nacidos y el nimero de receptoras que re-
cibieron embrién. La tasa de partos disté-
cicos fue calculada como el cociente entre
el ndmero de partos distécicos y el nimero
total de partos. La relacién de sexos fue cal-
culada como el cociente entre el nimero de
machos y hembras nacidas, y la duracién
de la gestacién como el intervalo de tiem-
po entre las fechas de transferencia y na-
cimiento, mds 6 dias (considerada la edad
embrionaria).

Analisis estadistico

Las diferencias en las tasas de desarrollo,
eclosién, prenez, nacimientos y partos dis-
técicos y las relaciones de sexos fueron ana-
lizadas empleando el zesz Exacto de Fisher.

Las diferencias en el niimero de ntcleos,
duracién de la gestacién y peso al nacimien-
to fueron analizados mediante el zesr de T o
ANOVA, segun correspondiera.

Los valores de probabilidad menores que
0,05 fueron considerados como significati-
VOs.

Todos los zests fueron realizados emplean-
do el programa Statistica para Windows (Stat
Soft Inc., 1999).

Resultados

Se procesé un total de 5.088 ovocitos, de
los cuales clivaron luego de la fertilizacién
3.796 (74,6%) y 1.041 de ellos alcanzaron
el estadio de blastocisto (27,4%). En los ex-
perimentos se empled un total de 829 blas-
tocistos, y 212 no fueron incluidos en los
experimentos debido de su mala calidad.

Efecto de la vitrificacién con las solucio-
nes Pg+Gli y EES en la sobrevida iz vitro de
embriones bovinos obtenidos in vitro:

Se emplearon 244 embriones para com-
parar la sobrevida in vitro luego de la vitrifi-
cacién, 120 de los cuales fueron vitrificados
con la solucién Pg+Gliy 124 con EFS.

Los embriones vitrificados con EFS al-
canzaron tasas de desarrollo y eclosién mds
altas que aquellos vitrificados con Pg+Gli,
tanto en el grupo de Dia 6 como en el de
Dia 7. También fueron significativas las di-
ferencias cuando se comparé la suma de los
resultados de los embriones de Dia 6 + Dia
7. No se observaron diferencias significati-
vas tanto en las tasas de desarrollo como de
eclosién en la vitrificacién de embriones de
Dia 6 y Dia 7 dentro de cada método de
vitrificacién (Tabla I).

Tabla 1. Tasas de desarrollo y de eclosion de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con Pg+Gli y EFS.

Tratamientos Dia 6 (%) Dia 7 (%) Dia 6 + Dia 7 (%)
Pg+Gli 14/44 (31,8)a 26/76 (34,2)2 40/120 (33,3)a
Desarrollo
EFS 28/46 (60,8)b 42/78 (53,8)b 70/124 (56,4)b
Pg+Gli 6/44 (13,6)2 10/76 (13,1)2 16/120 (13,3)2
Eclosion
EFS 18/46 (39,1)0 26/78 (33,3)b 44/124 (35,4)

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que
eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Los valores con superindices distintos dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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También se encontraron diferencias sig-
nificativas en el promedio del nimero de
nucleos de aquellos embriones que sobrevi-
vieron a la vitrificacién (Tabla II).

Tabla II. Niiyero de nitcleos de enibriones bovinos obtenidos
in vitro vitrificados con las soluciones Pe+Gli y EFS.

Tratamientos N NUmero de nucleos
Pg+Gli 40 98,4+30,4 @
EFS 70 119,7+42,5D

Los valores estan expresados como el promedio del niimero de niicleos, con
el desvio estandar. Los valores con superindices distintos difieren significati-
vamente (P<0,05).

Efecto de la vitrificacién con las solucio-
nes EFS, EFSm y Eg+Gli en la sobrevida in
vitro de embriones bovinos obtenidos in vi-
tro:

Se emplearon 370 embriones para com-
parar la sobrevida in vitro luego de la vitri-
ficacién, 123 de los cuales fueron vitrifi-
cados con EFS, 123 con EFSm y 124 con
Eg+Gli.

No hubo diferencias significativas en
las tasas de desarrollo entre las soluciones.
Con respecto a las tasas de eclosién, EFSm
y Eg+Gli alcanzaron valores més altos que
EFS en la evaluacién en los embriones de
Dia 6, Dia 7 y Dia 6 + Dia 7. Fueron tam-
bién significativas las diferencias entre los
embriones de Dia 6 vitrificados con EFS y
Eg+Gli. Sin embargo, no hubo diferencias
en las tasas de desarrollo y eclosién entre
los embriones bovinos obtenidos 77 vitro de

Dia 6 y Dia 7 dentro de cada tratamiento
(Tabla III).

Tabla I11. Tasas de desarrollo y de eclosion de embriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con EFS, EFSm 0 Eg+Gl.

Tratamientos Dia 6 (%) Dia 7 (%) Dia 6 + Dia 7 (%)

EFS 24/48 (50,0)a 47/75 (62,6)2 71/123 (57,72

Desarrollo EFSm 32/49 (65,3)2 50/74 (67,5)2 82/123 (66,6)2
Eg-+Gli 33/49 (67,3)2 48/75 (64,0) 81/124 (65,3)2

EFS 14/48 (29,1)a 30/75 (40,0) 44/123 (35,72

Eclosion EFSm 25/49 (51,0)0 46/74 (62,1)b 71/123 (57,7)b
Eg+Gli 31/49 (63,2)P 43/75 (57,3)b 74/124 (59,6)0

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que
eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Los valores con superindices distintos dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).

Por otra parte las soluciones EFSm y
Eg+Gli tuvieron un nimero promedio de
nucleos significativamente mayor que la so-
lucién EFS (Tabla IV).

Efecto de diferentes concentraciones de
sacarosa en la vitrificacién sobre embriones
bovinos obtenidos 77 vitro:

Se evalué la sobrevida in vitro de los em-
briones luego de la vitrificacién con la so-
lucién Eg+Gli, la cual fue combinada con
diferentes concentraciones de sacarosa.

Tabla IV, Niimero de niicleos de embriones bovinos obteni-
dos in vitro vitrificados con EFS, EFSm 0 Eg+Gli.

Tratamientos N Ndmero de nucleos
EFS 44 115,1+35,7 @
EFSm 71 131,8+48,0 b
Eg-+Gli 74 133,3+40,1 b

Los valores estan expresados como el promedio del niimero de niicleos, con
el desvio estandar. Los valores con superindices distintos difieren significati-
vamente (P<0,05).
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Se emplearon 480 embriones, 120 de los
cuales fueron vitrificados con Eg+Gli, 120
con Eg+Gli combinado con sacarosa 0,1 M,
120 con Eg+Gli combinado con sacarosa
0,3 M y 120 con Eg+Gli combinado con
sacarosa 0,5 M.

No hubo diferencias significativas en
las tasas de desarrollo entre las soluciones.

La tasa de eclosiéon mostré que el agregado
de sacarosa 0,1 6 0,3 M resulté beneficio-
sa, efecto que se revirtié cuando la concen-
tracién de sacarosa fue mayor (0,5 M). No
hubo diferencias en las tasas de desarrollo
y eclosién en la comparacién entre los em-
briones de Dia 6 y Dia 7 dentro de cada
tratamiento (Tabla V).

Tabla V. Tasa de desarrollo y eclosion de entbriones bovinos obtenidos in vitro vitrificados con la solucion Eg+Gli combinado

con djferentes concentraciones de sacarosa.

Concentracion Dia 6 (%) Dia 7 (%) Dia 6+7 (%)
de sacarosa
oM 42/62 (67,7)2 45/58 (77,5)2 87/120 (72,5)a
0,1 M 42/64 (65,6)2 44756 (78,6)2 86/120 (71,6)a
Desarrollo
0,3M 46/62 (74,2)2 36/58 (62,1)2 82/120 (68,3)a
0,5M 36/62 (58,1)2 37/58 (63,7)2 73/120 (60,8)2
oM 29/62 (46,7)ac 26/58 (44,8)2 55/120 (45,8)2
0,1 M 42/64 (65,6)P 38/56 (67,8)b 80/120 (66,6)P
Eclosion
0,3M 40/62 (64,5)ab 32/58 (55,1)ab 72/120 (60,0)P
0,5M 28/62 (45,1)C 26/58 (44,8)2 54/120 (45,0)2

Los valores estan expresados como el cociente entre los embriones que re-expandieron el blastocele/total de los embriones criopreservados y los embriones que
eclosionaron/total de los embriones criopreservados. Valores con diferentes superindices dentro de las columnas difieren significativamente (P<0,05).

Cuando se analizé el niimero de ntcleos
se observé un efecto beneficioso experimen-
tado por el grupo en el que se agregd sacaro-
sa 0,1 M a la solucién Eg+Gli (Tabla VI).

Efecto de la vitrificacién en la sobrevida
luego de la transferencia de embriones bovi-
nos obtenidos 77 vitro:

Se emplearon 343 embriones obtenidos in
vitro, 80 fueron vitrificados con la solucién
EFSm, 81 con Eg+Gli combinado con sacaro-
sa0,1 M, 82 con Eg+Gli combinado con saca-
rosa 0,3 M y 100 fueron usados como control
fresco. Ademds, 100 embriones obtenidos in
vivo fueron transferidos como control.

Tabla VI. Niimero de niicleos de embriones bovinos obteni-
dos in vitro vitrificados con Eg+Gli combinado con diferentes
concentraciones de sacarosa.

Concentracion N Numero de ntcleos

de sacarosa

oM 87 92,7+36,0 @
0,1M 86 127,4+49,4 b
0,3M 82 111,4+48,4 ab
0,5M 73 99,6+39,4a

Los valores estan expresados como el promedio del nimero de niicleos, con
el desvio estandar. Los valores con superindices distintos difieren significati-
vamente (P<0,05).
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Tanto las tasas de prefiez como las tasas
de nacimientos fueron significativamente
mayores para los embriones obtenidos in
vivo que para los obtenidos iz vitro, cual-
quiera fuera el tratamiento. Las tasas de pre-
fiez y nacimientos de todos los tratamientos
que emplearon embriones obtenidos i vitro
fueron iguales (Tabla VII).

No hubo diferencias significativas en la
duracién de la gestacién y la proporcion

de sexos entre los tratamientos. Hubo di-
ferencias significativas entre el peso al naci-
miento de los embriones obtenidos 7 vive
con respecto a los obtenidos 77 vitro (Tabla
VIII).

Hubo una incidencia significativamente
mayor de partos distécicos entre el grupo de
receptoras que recibieron embriones obte-
nidos in vitro (Tabla IX). Pese a ello no se
registraron muertes de terneros.

Tabla VIL. Transferencia de enibriones bovinos transferidos en fresco o vitrificads.

Tratamientos

Fresco Fresco EFSm (%) Eg+Gli + Sac. Eg+Gli + Sac.
in vivo (%) in vitro (%) 0,1 M (%) 0,3 M (%)
Tasa
de prefiez 75/100 (75,08 517100 (51,000 32/80 (40,000 40/81 (49,40  41/82 (50,0)0
Tasa de a b b b b
nacimientos 75/100 (75,02 49/100 (49,0) 28/80 (35,0) 40/81 (49,40 38/82 (46,3)

Sac = Sacarosa

Valores con diferentes superindices dentro de las filas difieren significativamente (P<0,05).

Tabla VIII. 1 ongitnd de la gestacion, peso al nacipiento y proporcion de sexos después de la transferencia de embriones bovinos

transferidos en fresco o vitrificados.

Tratamientos Longitud de la Peso al Proporcion de

gestacion (dias) nacimiento (kg) sexos (m:h)
Fresco in vivo 284,0+1,54 35,5+3,02 40:352
Fresco in vitro 283,1+1,34 39,1+2,0D 25:24a
EFSm 285,1+£3,32 39,1+2,0b 14:14 4
Eg+Gli + Sac. 0,1 M 282,8+1,42a 412+38Db 22:184
Eg+Gli + Sac. 0,3 M 283,0+1,44 39,1+2,2b 21:172

Sac = Sacarosa

Los valores estan expresados como los promedios del longitud de la gestacion y peso al nacimiento, con el desvio estandar. Los valores con diferentes superin-

dices dentro de la columna difieren significativamente (P<0,05).
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Discusion

Cuando se vitrific6 con la solucién EFS
a los blastocistos obtenidos in vitro, se ob-
tuvieron mejores resultados que cuando se
emple6 la solucién de vitrificacién Pg+Gli,
tanto en la evaluacién de las tasas de de-
sarrollo y de eclosién como en el nimero
promedio de nucleos. Este hecho puede ser
explicado por la mayor permeabilidad del
etilenglicol en la membrana celular de los
embriones comparado con el propilengli-
col y el glicerol (Palasz y Mapletoft, 1996).
Ademds, la sacarosa y el Ficoll 70 (criopro-
tectores no permeables) confieren un efec-
to protector adicional a la solucién EFS,
mientras que Pg+Gli no posee crioprotec-
tores no permeables en su formulacién. La
sacarosa causa la deshidratacién del em-
brién, con lo cual reduce la probabilidad
de formacién de hielo intracelular y au-
menta la concentracién de macromoléculas
en el citoplasma, facilitando de esa forma
la vitrificacién intracelular (Rall, 1987),
mientras que el uso de Ficoll 70 como una
macromolécula facilita la vitrificacién y
previene la formacién de hielo extracelular
durante la vitrificacién y el proceso de des-
congelamiento (Fahy y col., 1984; Kasai y
col., 1990). Estos resultados confirman ha-
llazgos previos segiin los cuales la adicién
de azdcares tales como sacarosa, dextrosa
o trealosa, y macromoléculas tales como
polietilenglicol, Ficoll 70 y polivinilpirro-
lidona mejoraban la sobrevida in vitro de
los blastocistos después de la vitrificaciéon
(Ohboshi y col., 1997; Saha y col., 1996;
Saito y col., 1994).

No hubo diferencias en las tasas de de-
sarrollo entre las tres soluciones de vitri-
ficacién utilizadas: EFS, EFSm y Eg+Gli.
Sin embargo, la tasa de eclosién y el na-
mero promedio de nicleos de los embrio-
nes vitrificados con la solucién EFS (1 pa-
so de equilibrado) fueron menores que la
de aquellos vitrificados con las soluciones

EFSm y Eg+Gli (ambas emplearon 2 pa-

sos de equilibrado). Una diferencia esencial
mostré estar relacionada con el niimero de
pasos y/o la concentracién del crioprotec-
tor en los pasos antes de la vitrificacién mds
que con la combinacién de los crioprotec-
tores. Estos resultados son similares a aque-
llos reportados en trabajos previos, donde
se mostrd que un incremento en el nimero
de pasos de equilibrado antes de la inmer-
sién final en la solucién de vitrificacién fue
acompanado por un incremento de la so-
brevida embrionaria luego de la remocién
del crioprotector (Darvedil y col., 1994;
Kuwayama y col., 1992; Mahmoudzadeh y
col., 1995; Ohboshi y col., 1997).

No se encontraron diferencias en las
tasas de desarrollo entre los tratamientos
en los que se varié la concentracién de
sacarosa adicionada a la solucién Eg+Gli.
Sin embargo, el uso de la solucién Eg+Gli
combinado con sacarosa 0,1 y 0,3 M mos-
tré tasas de eclosién y promedio del ndme-
ro de nucleos mayores que las soluciones
Eg+Gli sin sacarosa y con sacarosa 0,5 M.
La sacarosa confiere un efecto protector
adicional debido a que este crioprotector
no permeable provoca la deshidratacién
del embrién, con lo cual reduce la proba-
bilidad de formacién de hielo intracelular
y provoca una concentracién de las macro-
moléculas del citoplasma, facilitando la vi-
trificacién intracelular (Rall, 1987). Estos
resultados confirman los hallazgos previos
sobre una mejora en la sobrevida in vitro de
los blastocistos luego de la vitrificacién con
adicién de aztcares tales como la sacarosa,
dextrosa y trealosa (Saito y col., 1994). Sin
embargo, sélo el uso de bajas concentra-
ciones de sacarosa (0,1 y 0,3 M) tiene un
efecto positivo, por cuanto una concentra-
cién mds alta (0,5 M) resulté en menores
tasas de eclosién. Esto coincide con estu-
dios previos (Leibo, 1984; McWilliams y
col., 1991; Somgsasen y col., 1995; Széll y
Shelton, 1986) que sugieren que el uso de
concentraciones altas de sacarosa como un
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buffer osmético tiene efectos adversos sobre
los embriones congelados y descongelados,
los cuales podrian ser permeables a los so-
lutos.

En ninguno de los experimentos ana-
lizados hasta aqui se encontraron diferen-
cias significativas al comparar las tasas de
sobrevida de los embriones obtenidos en
Dia 6 y Dia 7. Por lo tanto, podemos con-
cluir que, sin importar el dia de cultivo,
en nuestro sistema de produccién in vitro
de embriones bovinos el comportamiento
de los blastocistos en presencia de la solu-
ciones de vitrificacién fue similar. Muchos
estudios han reportado diferencias en la
criopreservacién de blastocistos obtenidos
en diferente dia de cultivo (Hasler y col.,
1995; Hasler y col., 1997; Mahmoudzadeh
y col., 1995; Massip y col., 1995; Ohboshi
y col., 1997; Saha y Suzuki 1997; Vajta y
col., 1996). El uso de diferentes sistemas
de cultivo provee condiciones especificas
necesarias para la produccién del embrién.
Asimismo, las caracteristicas morfol(’)gicas
y bioquimicas del embrién después del
cultivo estdn condicionadas por el sistema
de cultivo empleado (Kaidi y col., 1998;
Massip y col., 1995; Ohboshi y col., 1997;
Pugh y col., 1998; Yamashita y col., 1999),
y esto podria explicar muchas diferencias
en los resultados obtenidos en estudios
previos.

Las tasas de prefiez y nacimientos de
los embriones obtenidos in vivo fueron
mayores que las de aquellos obtenidos in
vitro, lo cual estd relacionado con la me-
nor robustez de estos ultimos (Greve y col.,
1993; Massip y col., 1995). Al comparar
entre si los tratamientos que involucraron a
los embriones obtenidos in vitro se observd
que tanto aquellos que fueron transferidos
en fresco como los que fueron vitrificados
consiguieron tasas de éxito similares. Estos
resultados coinciden con trabajos previos
realizados también con embriones bovi-
nos, pero con otros protocolos de criopre-

servacion (Massip y col., 1995; Tachikawa
y col., 1993).

No hubo diferencias entre los trata-
mientos ni en la duracién de la gestacién
ni en la proporcién de sexos. El peso al
nacer de los terneros obtenidos a partir de
embriones obtenidos in vitro fue mayor
que el de los obtenidos a partir de los em-
briones obtenidos in vivo. El incremento
en el peso condujo a un incremento signi-
ficativo del ndmero de partos distécicos.
Este hecho ha sido reportado previamente
(Farin y Farin 1997; Walker y col., 1996).
La obtencién de terneros inusualmente
grandes a partir de los embriones obteni-
dos in vitro podria ser un factor limitante
para el uso de este tipo de embriones en
programas comerciales.

Nuestros resultados coinciden par-
cialmente con un importante estudio de
campo (Van Wagtendonk-De Leeuw vy
col., 1998) donde se compararon los ter-
neros obtenidos luego de la transferencia
de embriones bovinos obtenidos in vitro
con aquellos obtenidos por inseminacién
artificial. En dicho estudio se obtuvieron
mds machos a partir de embriones obteni-
dos in vitro y la duracién de la gestacién
fue mayor, en contraste con lo observado
en el presente estudio. Sin embargo, ambos
estudios coinciden en que los terneros ob-
tenidos a partir de los embriones obtenidos
in vitro fueron més pesados que aquellos
obtenidos in vivo.

En un estudio previo realizado por
nuestro grupo (de Matos y col., 1995) se
encontrd que los blastocistos de Dia 6 con-
gelados con glicerol mostraron mayores
tasas de sobrevida in vitro post-desconge-
lamiento que aquellos obtenidos en el Dia
7. En el presente estudio la edad de los em-
briones en el momento de la vitrificacién
no tuvo efecto en la sobrevida in vitro, su-
giriendo que la vitrificacién podria ser més
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adecuada que el congelamiento lento para
la criopreservacién de los embriones bovi-
nos obtenidos in vitro.

Estos resultados muestran que la vitrifi-
cacién puede ser usada con éxito en la crio-
preservacién de embriones producidos in
vitro y que podria ser considerada para su
uso en programas comerciales.
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