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Resumen

Con el objetivo de comparar dos métodos de criopreservacion, Congelacion Lenta (CL) y Vitrificacion
(V) sobre la calidad (morfologia y nuclearidad) de embriones bovinos producidos in-vitro; blastocitos
de excelente calidad (90-100 células), fueron criopreservados por CL (77) y V (50) y evaluados por
microscopia éptica al descongelamiento y posterior a 12 horas de cultivo. La morfologia y la huclearidad
fueron registradas: Compacto , Parcialmente Expandido, Expandido, Picnético y Fragmentado; <40,
40-60, 61-80 y >80 nucleos. Al descongelamiento los embriones Parcialmente Expandidos se
caracterizaron por tener <40 nucleos. Los embriones Compactos y Expandidos presentaron la mayor
cantidad de nucleos (61-80;>80). El 57.3% de los embriones presentaron <40 nucleos. El17.7% de los
embriones presentaron mas de 60 ndcleos. A las 12 horas el 36.6% de los embriones presentd méas de 60
nacleos, recuperandose en un 132.7% con el cultivo. No existié diferencia entre las técnicas de
criopreservacion (p>0.05) en ninguna de las fases. Al evaluar conjuntamente ambas fases, todos los
embriones con méas de 60 nucleos al descongelamiento, aumentaron su nuclearidad durante el cultivo
y algunos (20%) de los que presentaron baja nuclearidad pasaron a tener mas de 60 ndcleos, y aunque
expandieron, presentaron picnosis. Los embriones con <40 ndcleos, presentaron compactacion y
picnosis. Los embriones con 40-60 nlcleos aunque expandieron, presentaron picnosis y fragmentacion.
Méas que al método de criopreservacion, las alteraciones celulares observadas podrian deberse a
caracteristicas propias de los embriones producidos in-vitro. Se necesitan nuevas investigaciones que
caractericen posibles factores de competencia embrionaria para soportar procesos de criopreservacion,
ya que algunos embriones resisten sin problema dicha préctica.
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Introduccién (rdpida y lenta), han sido los de mayor uso por los
diferentes grupos de trabajo o investigacioén en nuestro
La criopreservacion de embriones es umedio.
complemento de la Fertilizacidn Vitro (FIV) como
una manera de mantener bancos de germoplasma corDurante el procesamiento y enfriamiento de los
fines investigativos, de preservacion o practicoembriones, o durante la recuperacion de los mismos
Diversas técnicas han sido utilizadas, transponiendaego de la descongelacion, existen riesgos de dafios
las de los embriones producidosvivo, dentro de por varios factores que incluyen: 1) toxicidad de
ellas, principalmente los métodos de congelacidarioprotectores; 2) lesion por el “superenfriamiento”;
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3) dafos fisicos a la membrana por cristaleanfotericina) e inseminados con semen separado por
extracelulares formados durante el enfriamiento; 4radiente de Percoll de toro Blanco oreji-negro (BON),
toxicidad por la concentracion de electrolitos; 5)justando la concentracion a 1 x &8lulas por ml, en
formacion y crecimiento de cristales intracelularesnedio de fertilizacion (IVF-TALP suplementado con
lesivos para la membrana u organelas citoplasmaticddeparina, Hipotaurina, Penicilamina y Epinefrina) en
6) fracturas celulares; 7) lisis por las diferencias en k&l cual permanecieron por 18 horas, para ser finalmente
osmolaridad dentro y fuera de la célula (13). cultivados en medio de desarrollo (CR1-AA) durante 7
dias hasta alcanzar su estado de blastocito. Durante
Dentro de los procesos de criopreservacion existeado el tiempo de incubacion los oocitos/embriones
diferentes factores que afectan la eficiencia ddueron mantenidos en condiciones de una tension de
proceso y la supervivencia asi como la viabilidad d€O2 del 5%, humedad relativa del 95% y una
los embriones, después de la congelacion tgmperatura de 39 °C.
descongelacion, que se deben tener presentes antes
de realizar el proceso; entre los factores mas Unidades Experimentales.7 embriones en
relevantes tenemos la calidad y el estado de desarradistadio de blastocisto y de excelente calidad de
de los embriones (8), siendo mas susceptiblesaguerdo a su nuclearidad (90 — 100 células) y a su
procesos de enfriamiento y calentamiento aquellaworfologia (integridad de masa celular interna'y zona
embriones en estado temprano de desarrollo (18). Belucida, citoplasma homogéneo, blastomeras de talla
ha descrito que los embriones producitogtro son homogénea y sin signos de picnosis), fueron
mas susceptibles a éstos procesos de enfriamientarjopreservados siguiendo el protocolo de congelacion
calentamiento que los producidasvivo, al parecer, lenta (Tto C) y 50 por el de vitrificacion (Tto V) de
como un resultado de sus variaciones y diferenciaguerdo al protocolo que se describe a continuacion.
morfologicas y bioguimicas, entre ellas, la estructura
de la zona pellcida, la cual es més facilmente digerida TratamientosTanto el protocolo de congelacion lenta
por métodos enzimaticos pero mas resistente a ¢@mo el de vitrificacion de embriones bovinos, se
eclosion en los embrionds vitro (15), el grado de realizaron de acuerdo a lo descrito por Agka y
compactacion de la mérula ( 10,20), el pobre contactwlaboradores (1). Brevemente: Para el caso de la
intercelular (21), el incremento del contenido lipidicovitrificacion, los embriones fueron equilibrados a 27 +/-
intracelular (16, 17) y el tamafioy namero de célula2°C primero en 10% de glicerol por 5 minutos y luego
de la masa celular interna (22), diferencias que gmnsferidos a una solucion 10% de glicerol mas 20% de
han atribuido al medio ambiente inapropiado de latilen glicol por 5 minutos y finalmente por 30 segundos
maduracion de los oocitos y al sistema de cultiven 25% de Glicerol mas 25% de etilen glicol suplementado
embrionario utilizado (16, 22). con 15% de suero fetal bovino y colocados en pajillas de
0.25 ml conteniendo previamente una solucion de sucrosa
El objetivo de este estudio fue evaluar la calidadM e inmediatamente después colocados en nitrégeno
de embriones bovinos producidiasvitro, mediante liquido. Los embriones fueron descongelados a 37°C,
el analisis de su morfologia y nuclearidaddepositados en una caja de petri y agitados suavemente
postdescongelacion, sometidos al método estandaara ser transferidos a una solucién de 0.5y 0.25 M de

(congelacion lenta) y al de Vitrificacion. sucrosa por 5 minutos. Para la congelacién lenta, los
embriones fueron expuestos a una solucion 1.4 M de
Materiales y métodos glicerol por 10 minutos y luego colocados en una pajilla

de 0.25 mly depositados en un congelador programable

Embriones.El procedimiento de obtencidn, a—-7 °Cy llevados hasta -35°C a unatasa de congelacion
maduracion, fertilizacion de oocitos y de desarrollo dde 0.5°C por minuto para luego ser depositados en
embriones bovinos, se realiz6 de acuerdo a lo descritdrégeno liquido. La descongelacion se realizé a 20 °C.
por Camargo y colaboradores (3). Brevemente: Oocitdsiego de la remocién del crioprotector, todos los
recuperados de ovarios provenientes de matadeembriones fueron lavados en PBS suplementado al 15%
principalmente de razas cebl y Holstein, fuerowon suero fetal bovino antes del cultivo.
madurados por 24 horas en gotas de 100 il de medio de
maduracion (TCM 199 suplementado con 10% de suero EvaluacionLa morfologia de los blastocitos fue
fetal bovino, piruvato, LH, FSH, Estradiol y penicilina/evaluada por microscopia Optica clasificando los
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embriones en las siguientes categorias de acuerdo alglos embriones sufrieron durante la criopreservacion
capacidad de re-expansion: Compacto, Parcialmengeal momento de evaluar presentaron menos de 40
expandido, Expandido nucleos. EIl 17.71% de los embriones presentaron
mas de 60 nucleos. (véase Tabla 1).
Cada categoria subclasificada en: Normal, Picnhético,
Fragmentado. Fase Final A las 12 horas de cultivo, posteriores
al descongelamiento (Fase Final), los resultados fueron
El nimero de células se evalu6 por medio dis siguientes:
microscopia de fluorescencia luego de tincién por
Hoechst (19), se contaron los nimeros de nucleos Durante el proceso, 9 embriones fueron descartados
por embrion y fueron clasificados de la siguientgor problemas en la técnica, 3 por presentar ruptura de
manera: < 40 Ndcleos, 40 — 60 Nucleos, 61 — 88u zona pelicida y 9 embriones fueron extraviados,
Nucleos, > 80 Nucleos. guedando dentro del analisis en definitiva, 60 embriones
para el Tto Cy 46 para el Tto V.
Ambos parametros de calidad embrionaria fueron
evaluados tanto al momento de la descongelacion Del andlisis del Factorial de Correspondencia
(Fase Inicial) como a las 12 horas de cultivo (Fas8imple (véase Figura 2), se establece que no existio
Final), y fueron realizados por el mismo observadowiferencia significativa entre las dos técnicas de
criopreservacion en cuanto a la calidad embrionaria
Analisis Estadisticd?ara la presente investigacion(morfologia y nimero de nucleos) 12 horas después
se uso6 un Andlisis Factorial de Correspondencia Simptiel descongelamiento (p> 0.05) (datos en rojo Figura
(5,11), el cual, como instrumento particular adaptad®). El 36.56% de los embriones presenté mas de 60
al tratamiento estadistico de datos provenientes @cleos, incrementandose en un 132.7% con respecto
variables cualitativas, responde a dos objetivos: Reduairla Fase Inicial. (véase Tabla 2).
la dimensionalidad de la informacion y explorar su
dindmica. Mediante esta técnica se pueden apreciar Los embriones con un nimero de ntcleos mayor a
similitudes y disimilitudes entre las modalidades0 se caracterizaron por tener morfologia expandida
asociadas a las diferentes variables, pudiéndose fornyagn algunos casos presentaron picnosis (datos en azul
clases donde se condensa la informacion relacionadégura 2). Los embriones con un nimero de nudcleos
Se emplearon como variables activas la Morfologia inferior a 40, tenian morfologia compactay en algunos
el Numero de nucleos evaluado a partir de rangos; cornasos presentaron picnosis (datos en verde Figura 2).

variable ilustrativa, los tratamientos. Los embriones con un niimero de nucleos que oscilaba
entre 40 y 60, presentan una morfologia compacta y
Resultados fragmentada (datos en violeta Figura 2).

Fase Inicial Inmediatamente después de la Analisis Conjunto.Para saber cual era la
descongelacion de los embriones (Fase Inicial) fueratiferencia entre los tratamientos, se evaluaron
evaluados 77 embriones para el Tratamiento C y Simultaneamente la Fase Inicial y la Fase Final,
para el Tratamiento V. encontrando lo siguiente:

Como podemos observar en el Factorial de EIl Analisis de clasificacion jerarquica no permitio
Correspondencia Simple (véase Figura 1), no smaracterizar alguna clase de manera clara y
establecié diferencia entre los dos sistemas dmnsistente, tanto en la fase inicial, lafinal, y enla
criopreservacion en cuanto a su efecto sobre la calidadaluacion conjunta (datos en rojo en Figura 3), delo
embrionaria (p> 0.05) (datos en rojo en Figura 1)yjue se infiere que no existe diferencia entre las dos
Los embriones parcialmente expandidos s&cnicas de criopreservacion (p> 0.05).
caracterizaron por tener menos de 40 nucleos y en
algunos casos se presenté fragmentacion (datos enLos embriones que presentaron buenas
azul en Figura 1). Los embriones compactos y losaracteristicas al momento de la descongelacién,
expandidos presentaron la mayor cantidad de nuclepgjoraron su nuclearidad durante el cultivo, todos
(61-80; >80) (datos en verde en Figura 1). EI 57.29%guellos que presentaron mas de 60 ndlcleos a la
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Tabla 1. Evaluacién morfol6gica a la descongelacion  Tabla 2. Evaluacion morfolégica a las 12 horas de

(Fase Inicial). cultivo (Fase Final).

Variable Congelacion Vitrificacion % Total Variable Congelacién Vitrificacion % Total

n % n % n % n %

1. Morfologia 1. Morfologia
Compacto Compacto
Normal 28 364 7 14.0 27.56 Normal 7 11.7 6 13.0 12.26
Picnotico 8 104 2 4.0 7.87  Picnético 3 5.0 4 8.7 6.60
Fragmentado 1 1.3 1 2.0 1.57 Fragmentado 8 13.3 3 6.6 10.38
Parcialmente Parcialmente
Expandido Expandido
Normal 27 350 28 56.0 43.31 Normal 11 18.3 6 13.0 16.04
Picnotico 4 5.2 5 10.0 7.09  Picnético 1 1.7 0 0.0 0.94
Fragmentado 1 1.3 1 2.0 157 Fragmentado 13 216 11 239 22.64
Expandido Expandido
Normal 7 9.1 6 12.0 10.24  Normal 15 25.0 10 217 23.58
Picnotico 1 1.3 0 0.0 0.79  Picnético 1 1.7 2 4.4 2.83
Fragmentado 0 0.0 0 0.0 0.00 Fragmentado 1 1.7 4 8.7 4.72
Total 77 1000 50 100.0 Total 60 100.0 46 100.0
2. Nuclearidad 2. Nuclearidad
<40 41 707 14 36.8 57.29 <40 26 49.1 9 225 37.63
40 - 60 10 172 14 36.8 25.00 40-+60 8 15.1 16  40.0 25.81
61 -80 5 8.6 7 18.5 1250 61-80 7 13.2 3 7.5 10.75
>80 2 35 3 7.9 521 >80 12 226 12 30.0 2581
Total 58 100.0 38 100.0 Total 53 100.0 40 100.0

21 embriones clasificados segun su morfologia no se evaluaron pat@8 embriones clasificados segin su morfologia no se evaluaron para
el nimero de nucleos. el nimero de nacleos.

descongelacion, aumentaron su nimero de nucleogi?), en relacion a que la sobrevivencia es una variable
algunos de los que presentaron baja nuclearidad (20¢gpendiente de ciertos factores como la raza y el estado
pasaron a tener mas de 60 nucleos, caracterizandaogedesarrollo. Aun cuando se conocen diferencias en
por una morfologia expandida y picnética. cuanto a toxicidad y formacién de cristales intra y
extracelulares, entre otras, entre los diferentes agentes
El 10.83% de los embriones con morfologiacrioprotectores y componentes de los medios de
expandida, presentaron en las dos fases mas deddgelacion, nuestros resultados no arrojan diferencias

nucleos. significativas de un método y otro con relacién a la
sobrevivencia post-descongelacion, nia las alteraciones
Discusion celulares generadas por cada uno de ellos, sin embargo,

en trabajos anteriores, se halogrado encontrar una mayor

Aun cuando los embriones producidosvitro  tasa de prefiéz de embriones bovinos producidos in vitro,
parecen ser mas susceptibles al dafio celular, ambmsnetidos al método de vitrificacion comparados con
métodos de criopreservacion de embriones han sidguellos que fueron congelados (1,6).
utilizados por otros grupos de investigadores logrando
criopreservar embriones de varias especies a diferentesindependientemente del método de criopreservacion
estados preimplantatorios, sin embargo, la bagmpleado en nuestro experimento, las bajas celularidades
sobrevivencia post-descongelamiento al parecer es uptos procesos de fragmentacion y picnosis encontrados
constante. De hecho, aun cuando las técnicas €ée una alta proporcion, parecieran ser consecuencia
congelacion han logrado tasas de prefiez entre 60-70fés de caracteristicas propias de los embriones
en embriones producidmsvivo, los resultados obtenidos producidos in-vitro que de la técnica empleada en la
en embriones producidos in vitro son considerablemengeiopreservacion de los mismos. Sin embargo, nuestros
bajos (9), mejorando en el caso de la vitrificacion (6)Jdatos no permiten realizar un analisis de dichas
Nuestros resultados coinciden con lo expuesto por Kasaindiciones.
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Figura 1. Factorial de correspondencia simple Fase  Figura 3. Factorial de correspondencia simple Fase
Inicial. Inicial y Final.

IPEN. Parcialmente Expandido Norm#PEP. Parcialmente Expandido Picnético: Fase Inicial. IPEN: Parcialmente Expandido Normal; IPEP: Parcialmente
IPEF. Parcialmente Expandido Fragmentd@®. Compacto NormalCP. Compacto Expandido Picnético: IPEF: Parcialmente Expandido Fragmentado; ICN: Compacto
Picnético;ICF. Compacto FragmentadiEN. Expandido Normal;IEP. Expandido Normal; ICP: Compacto Picnético; ICF: Compacto Fragmentado; IEN: Expandido
Picnoético;|IEF: Expandido Fragmentado; <40l: Menos de 40 nucleos; 40-601: EntréNormal; 1EP: Expandido Picnético; IEF: Expandido Fragmentado; <40l: Menos
40y 60 nucleos; 61-80I: entre 61 y 80 nlcleos; >801: Mas de 80 nlicleos. de 40 nucleos; 40-60I: Entre 40 y 60 nucleos; 61-801: entre 61 y 80 nicleos; >80I:
Méas de 80 nucleos.
Noétese la conformacion de tres clases, de acuerdo a la similitud entre las variables
arrojadas por el andlisis estadistico: 1) Embriones parcialmente expandidos $tase Final. FPEN: Parcialmente Expandido Normal; FPEP: Parcialmente
alteraciones citoplasmaticas (IPEN) con menos de 40 nicleos (circulo azul); BExpandido Picnético: FPEF: Parcialmente Expandido Fragmentado; FCN:
Embriones expandidos (IEN) y compactos (ICN) sin alteraciones citoplasmaticasGompacto Normal; FCP: Compacto Picnético; FCF: Compacto Fragmentado; FEN:
con una nuclearidad entre 61 — 80 (circulo verde) y, 3) Similitud entre los doExpandido Normal; FEP: Expandido Picnético; FEF: Expandido Fragmentado;
tratamientos (circulo rojo). <40F: Menos de 40 nlcleos; 40-60F: Entre 40 y 60 nlcleos; 61-80F: entre 61y 80
nlcleos; >80F: Mas de 80 nlcleos.

Aparte de la similitud de los tratamientos (circulo rojo), el andlisis estadistico no
logré caracterizar ninguna clase.

Se ha sugerido que los embrioimagtro presentan
menos celularidad que los producidwosivo, quizas
por procesos de apoptosis (13), alteraciones en la
. organizacién de su citoesqueleto, mayor sensibilidad
e + a la manipulacién y a la criopreservacion y un
""" ' Prorrotooooooomoomoo o detrimento en su competencia para el desarrollo
“a . . posterior (14). Aun partiendo de embriones de
: “excelente calidad”, de acuerdo a su morfologia y
nuclearidad, las bajas celularidades encontradas al
momento del descongelamiento, podrian deberse ala
baja calidad de las blastémeras en cuanto a su
organizacion celular, y que durante el enfriamiento,
Figura 2. Factorial de correspondencia simple Fase  asta menor calidad conduciria a lesiones fatales en
Final. muchas de ellas. Se conoce, por ejemplo, que los
FPEN. Parcialmente Expandido Norm8PEP. Parcialmente Expandido Picnético: €MPriones producidos in vitro presentan alteracion en
FPEE_Parcialmente Expandido Fragmentde{oiN. Compacto NormaECP. Compa_cto sus perfiles metabc')licos, especia|mente e| oxidativo,
Picnético;FCF. Compacto FragmentadeEN. Expandido NormalfEP. Expandido ., . .
Picnotico;FEF. Expandido Fragmentado; <40F: Menos de 40 niicleos; 40-60F: Ent6ON mayor produccion de especies reactivas de
40y 60 nlcleos; 61-80F: entre 61 y 80 nucleos; >80F: Méas de 80 nlcleos. oxigeno altamente lesivas para los sistemas
Nétese la conformficién de cuatro clases, de acuerdo a la similitud entre las variafg@embranales (2, 4) De igual manera, se han descrito
Ao por o il sl ) Enbriones expandcos (1) con e ok iteraciones en los procesos de maduracion nucleolar
con nuclearidad entre 40 — 60 (circulo violeta); 3) Embriones compactos sin alteracif] 2) quizas relacionados con la incapacidad de regular

citoplasmatica y algunos con signos de picnosis (FCN y FCP) con nuclearidad menor a s
40 (circulo verde), y 4) Similitud de los tratamientos (circulo rojo). clertos genes, como el g|Utat|0n (7), durante el
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desarrollo temprano, previa ala activacion del genormdescongelacién menos de 40 ndcleos sin presentar
propiamente dicho e incluso posterior a ella. Estas fallatteracién en su morfologia, mejoraron su nuclearidad
estarian generando alteraciones, principalmente al nivesin el cultivo. Podria pensarse que aln a expensas
de citoesqueleto que los hiciera mas susceptibles alds la pérdida de blastémeras, quizas como
bajas temperaturas y a la manipulacion. consecuencia de procesos apoptéticos conducentes a
la eliminacién de células afectadas y por lo tanto no
Sin embargo, algunos embriones (17.7%) lograwmiables, algunos embriones cuentan con la maquinaria
superar, sin sufrir dafios apreciables, las condicionascesaria para sobrepasar estas inclemencias, no solo
impuestas por la criopreservacion, lo cual sugiere cientastableciendo su nuclearidad, sino progresando en el
competencia, es asi como aquellos embriones quedasarrollo bajo las mismas condiciones artificiales
momento de la descongelacién presentaron buenaspuestas que los que no lo hacen.
caracteristicas morfolégicas y mas de 60 células, en
un 100% progresaron en su desarrollo bajo condiciones Se hace necesario adelantar estudios que intenten
de cultivo. Es méas, una proporcion apreciable (20%aracterizar posibles factores de adquisicién de
de los embriones que presentaron al momento dedampetencia para soportar estos procesos.

Summary
Evaluation of two criopreservation methods on quality of in vitro-produced bovine embryos

The aim of this study was to compare two cryopreservation methods, Cooling (Standard method)
and Vitrification, on quality (morphology and nuclearity) of bovine in-vitro produced embryos. Good
quality bovine blastocysts (90-100 cells) were preserved using Cooling (n=77) and Vitrification (n=50)
protocols and then evaluated by optic microscopy at thawing and after 12 hours of culture after
thawing. Morphology and nuclearity were registered: Compacted, Partially Expanded, Expanded,
Picnotic and Fragmented; <40, 40-60, 61-80 and >80 nucleus. Atthawing, compact and expanded
embryos showed a greater amount of nucleus (61-80;<80) whereas partially expanded embryos had
<40 nucleus. 57.3% of embryos showed <40 nucleus and 17.7% more than 60 nucleus. At 12 hours of
culture after thawing, 36.6% of embryos showed more than 60 nucleus, improving nuclearity on
132.7% with culture. There was not any difference between criopreservation techniques employed
(p>0.05) neither at thawing nor after 12 hours culture. Evaluating both moments, all of embryos that
has showed more than 60 nucleus improved their nuclearity during culture and some of them (20%)
that has showed a low nuclearity become to have more than 60 nucleus, and although they got
expanded, they showed picnosis. <40 nucleus embryos showed compactation and picnosis, moreover,
40-60 nucleus embryos become expanded although, they revealed picnosis and fragmentation. Rather
than criopreservation method, cellular disturbance may be due to certain in-vitro embryo features,
because some of them are more resistant. litis necessary to make new works to characterize in-vitro
embryo factors that make them more competent to support criopreservation.

Key words: cooling, IVF, vitrification
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