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Resumen

La criopreservacion de embriones bovinos producidos in vitro facilita el uso de
programas de transferencia de embriones, el establecimiento de bancos de
germoplasma con acceso permanente a material genético de un determinado
individuo o raza y las biotecnologias asociadas como clonacion y transgénesis
(Albarracin, 2005). Consecuentemente, esto ha generado la necesidad de conservar
los embriones excedentes de la produccién in vitro. Sin embargo, la criopreservaciéon
de esta clase de embriones, por medio de métodos convencionales de congelamiento,
no ha alcanzado tasas de sobrevivencia satisfactorias (Vajta, 2000), lo que ha llevado
a la utilizaciéon de otros métodos como la vitrificaciéon. Este método, con curvas de
enfriamiento superiores a las de la congelacién convencional, permite la reduccién
del tiempo de exposicidén del embrién en los puntos criticos de temperatura, disminuye
los dafos térmicos y mecdnicos causados durante la formacién de hielo y aumenta
la viabilidad de los embriones, posterior a su devitrificacion (Lazar, 2000; Arteaga et
al., 2002; Vajta y Kuwayama, 2006, Mucci et al., 2006).
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Vitrification as an alternative to conserve in vitro
produced embryos

Abstract

Cryopreservation of bovine embryos produced in vitro eases the use of embryo
transfer programs, establishing germplasm banks with a permanent access to genetic
material of a determined individual or race and the biotechnologies related such as
cloning and transgenesis (Albarracin, 2005). Therefore, this has brought a necessity
to conserve the embryos remaining from the in vitro production. Nevertheless, the
cryopreservation of such embryos by the use of conventional freezing methods has not
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reached satisfactory survival rates (Vajta, 2000),
so other methods, such as vitrification, have been
being used. This method hast cooling curves
above those from the traditional freezing, allows
to reduce the embryo’s exposition time in the
critical temperature points, reduces thermal and
mechanic damage caused during the formation
of ice and increases the feasibility of the embryos
after the devitrification (Lazar, 2000; Arteaga et
al., 2002; Vajta and Kuwayama, 2006, Mucci et
al., 2006).

cryotolerance,

Key words: Cryopreservation,

embryos.

A vitrificacion como alternativa
de conservacao de embrides
produzidos in vitro

Resumo

A criopreservagGo de embrides bovinos
produzidos in vitro facilita o uso de programas de
transferéncia de embrides, o estabelecimento de
bancos de germoplasma com acesso permanente
a material genético de um determinado individuo
ou raca e as biotecnologias associadas como
clonagem e trangénesis (Albarracin, 2005).
Consequientemente, isto gerou a necessidade de
conservar os embrides excedentes da producdo
in vitro. No entanto, a criopreservagdo desta
classe de embrides, por meio de métodos
convencionais de congelamento, ndo atingiu
taxas de sobrevivéncia satisfatérias (Vajta, 2000),
o que levou a utilizagcgo de outros métodos
como a vitrificacdo. Este método, com curvas
de esfriamento superiores as do congelamento
convencional, permite a redugdo do tempo
de exposicdo do embrido nos pontos criticos
de temperatura, diminui os danos térmicos e
mecdnicos causados durante a formacgdo de gelo

e aumenta a viabilidade dos embrides, posterior
a sua devitrificagdo (Lazar, 2000; Arteaga et ao.,
2002; Vajta e Kuwayama, 2006, Mucci et ao.,
2006).

Palavras importantes:
toler@ncia, embrides.

criopreservacdo, crio

Introduccidén

Durante los ultimos 20 anos, se ha observado que
la produccién de embriones bovinos ha crecido
de forma progresiva, en especial, en el drea de la
produccién in vitro (PIV), lo que ha hecho que esta
se convierta en una técnica importante no solo en
el ambito cientifico sino también en el comercial.
La necesidad de conservar los embriones
excedentes de dicha produccién, ha impulsado
la investigacion hacia el desarrollo de nuevos
métodos de criopeservacion de esta clase de
embriones y que por los métodos convencionales
de congelamiento, no han alcanzado tasas
de sobrevivencia satisfactorias (Vajta, 2000),
debido a sus caracteristicas fisicas. Dentro de
las nuevas aplicaciones de la criobiologia, el
método de la vitrificacion se muestra como
alternativa para mejorar la sobrevivencia de
los embriones producidos in vitro, este método
con curvas de enfriamiento superiores a las de
congelamiento, va a permitir la reduccion del
tiempo de exposicion del embrién en los puntos
criticos de temperatura, disminuyendo asi los
dafos térmicos y mecdnicos causados durante
la formacién de hielo y aumentando la viabilidad
de los embriones, posterior a su vitrificacion
(Lazar, 2000; Vajta y Kuwayama, 2006, Mucci et
al., 2006). No obstante, es importante resaltar
que, a pesar del alcance conseguido con esta
técnica hasta hoy, aliin es necesario el desarrollo
de nuevos métodos y la busqueda de nuevas
perspectivas que optimicen la vitrificacion de
embriones producidos in vitro (Camargo et al.,

2004).
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Produccioén in vitro de embriones

Con el nacimiento del primer bovino producido
in vitro por Brackett et al en 1981, la técnica de
fertilizacion in vitro comenzé a ser reconocida
mundialmente desde hace mdas de 20 anos. Sin
embargo, su estado del arte hacia que fuera
una metodologia aun restringuida a la parte
experimental, ademds de que sus condiciones de
mercado en la décadadelos 80y 90 limitaban aun
su aplicacién comercial (Vianay Camargo, 2007).
En tanto, con la introduccién de la transferencia
de embriones, se permitié el aumento no solo de
la produccién sino la posibilidad de distribucién
de este tipo de embriones. A escala mundial,
el crecimiento de la técnica ha sido evidente,
como lo demuestran los datos reportados por
la International Embryo Transfer Society IETS
(Thibier, 2001, 2007), en donde se observa
que el nimero de transferencias de embriones
frescos producidos in vitro pasé de 41.761 en el
2000 a 291.845 embriones en el 2006 (figura
1). En Suramérica, Brasil es uno de los paises con
mayor produccién in vitro de embriones, lo que
le ha permitido destacarse dentro del mercado
mundial. Su crecimiento en estos Gltimos afos

500

ha sido igualmente significativo, al pasar de
12.597 embriones producidos y transferidos en
el 2000 a mas de 196.000 en el 2006 (Viana y
Camargo, 2007).

Argentina, por su parte, ha tenido una produccién
in vitro de embriones menor en comparacion
con otros paises, debido a que la técnica adn
no ha sido masificada de la misma manerq,
ademds algunas de las razas bovinas que alli
se encuentran tienen tasas de recuperacion
ovocitaria bajas, y las inadecuadas condiciones
de transporte y bajo nimero de receptoras hacen
que no sea favorable su produccién en grandes
cantidades (Cutaia y Bé, 2007). Por todas
estas razones, es importante que se continle
haciendo investigacion en esta drea, con el fin
de superar ciertas limitaciones inherentes de
la técnica, y conseguir optimizar un sistema de
criopreservacién que permita el fdcil transporte
y distribucién de los embriones, en paises donde
aun es dificil la diseminacién de la técnica, asi
como el almacenamiento de los embriones
excedentes en los procesos donde el numero
de embriones supera el nimero de receptoras

(Cutaia y B6, 2007; Viana y Camargo, 2007).
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Criopreservacion de embriones

La criopreservacién de embriones se ha dado
como consecuencia de un aumento en la

producciéon de animales de alto valor genético,
asi como de la necesidad de conservacién y
comercializaciéon de este material alrededor
del mundo (Vajta, 2000). Con el desarrollo
de considerables avances en la reproduccién
asistida de animales, como son la produccién
in vivo e in vitro, la transferencia y el sexaje de
embriones, asi como la transferencia nucleary la
clonacién, el nimero de embriones producidos
se ha incrementado, lo que ha creado la
necesidad de almacenar embriones excedentes,
por largos periodos de tiempo, para mantener
su viabilidad. De igual forma, la posibilidad de
generar bancos genéticos ha permitido no solo el
almacenamiento sino que también ha facilitado
el transporte y la programacién de actividades
para la utilizacibn de dichas estructuras
(Celestinos y Gatica, 2002). Uno de los principios
mds importantes de la criopreservacion de
embriones es poder permitir el almacenamiento
de las estructuras a bajas temperaturas
(-196°C), intentando mantener su integridad,
a través de la remocién del mdaximo volumen
posible de agua antes de su congelamiento,
para evitar la formaciéon de hielo (Seidel Jr,
1986). Dentro de los métodos mds importantes
de la criopreservacion se encuentran el de
congelamiento y el de vitrificacion. El método de
congelamiento fue el primero en ser introducido,
y es hoy el mds utilizado comercialmente
(Vajta, 2000). Su curva de congelacion lenta
permite mantener el equilibrio entre los factores
que pueden causar dano celular, como son la
formacién de cristales de hielo, la fractura del
embridn, el dano téxico y osmatico, asi como las
alteraciones de las organelas intracelulares y del
citoesqueleto (Dobrinsky 1996; Vanderzwalmen
et al.,, 2002; Vajta y Kuwayama, 2006;).
Durante el procedimiento de la congelacion
lenta, los embriones normalmente van a ser
equilibrados dentro de bajas concentraciones

de crioprotectores, en paqijillas irradiadas de
0.25 ml, con tasas de refrigeracion entre los
0.3 a 1 °C/min, hasta alcanzar los -30 a -35°C,
para posteriormente poder ser sumergidos en el
nitrégeno liquido. Por su parte, la vitrificacion es
una metodologia, definida como la solidificacién
de un liquido, producida, no por la cristalizacién,
sino por extrema elevacion de la viscosidad
durante el enfriamiento (Fahy et al., 1984). Su
curva de enfriamiento es mds rdpida (=2500 °C/
min) y necesita de la presencia de crioprotectores
a una mayor concentracién, que permitan la
formacion del llamado estado vitreo y disminuyan
los danos quimicos y mecdnicos causados por
el paso entre los puntos criticos de congelacion
(Dobrinsky, 1996; Martino et al.,, 1996). La
formacién del estado vitreo evitard tales danos,
al promover la distribucidon iénica del liquido,

impidiendo la formacién de cristales de hielo
(Rall y Fahy, 1985; Arav, 1992; Kasai, 2002).

Vitrificacion contra congelamiento

El congelamiento convencional tiene una
ventaja comparativa frente a los otros métodos
de criopreservacién, al ser una metodologia que
permite la utilizacién de bajas cantidades de
crioprotectores y la transferencia directa de los
embriones después del descongelamiento (Volkel
y Hu, 1992). Sin embargo, su habilidad para
prevenir la formaciéon de hielo ain es limitada,
y sus resultados en la criopreservaciéon de
embriones in vitro han sido variables (Massip et
al., 1995; Hasler etal., 1997; Hochi et al., 2001;
Kaidi et al., 2001), y menores en comparacion
con los datos obtenidos en embriones in vivo
(Alvarenga et al., 2007; Dinnyes y Nedambale,
2009). La razén por la cual existe esta variacion
en la viabilidad de los embriones producidos in
vitro, en comparacién con los producidos in vivo,
es debida probablemente a las caracteristicas
fisicas propias de este tipo de embriones, que
hacen que sean mds sensibles al momento
de ser expuestos a bajas temperaturas (Vajta
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et al.,, 1997, Dinnyes y Nedambale, 2009,
Rodriguez, 2009). Entre dichas caracteristicas,
se encuentran diferencias no solo morfoldgicas
sino también fisiolégicas, como: el aumento en
el nimero de vacuolas, una mayor fragilidad
de su zona pellcida, una menor compactacion
embrionaria, un menor nimero de blastémeras,
sobre todo en la masa celular interna (Rizos et
al., 2002), alteraciones en la expresion génica
(Niemann y Wrenzycki, 2000; Rizos et al., 2003;
Laowtammathron et al.,, 2005), una mayor
incidencia de la apoptosis y un aumento en el

alto contenido citoplasmdtico de lipidos (Massip
etal., 1995).

Por estas razones, y en especial, el contenido
lipidico, el método de congelamiento
convencional afecta considerablemente las tasas
de viabilidad en este tipo de embriones (Pereira
y Mdrquez, 2008). El aumento de los tiempos
de exposicién, debido al descenso progresivo de
la temperatura, durante el congelamiento, va
a hacer que el embriéon permanezca un tiempo
mayor en la franja de temperatura termotrépica
de la transicion de los lipidos, lo que lo afecta
considerablemente (Zeron et al., 1999). Mucci
y colaboradores, en 2006, confirmaron esta
observaciéon, al comparar la criopreservacion
de embriones bovinos producidos in vitro, por
medio de las dos metodologias, y reportan un
aumento en la viabilidad a las 72 horas post-
descongelamiento, de los embriones que
fueron conservados por medio de la vitrificacion
(114/265; 43%) en comparaciéon con los que
fueron congelados (33/275;12%). De igual
forma, varios autores reportan el aumento de las
tasas de sobrevivencia después de la vitrificacion,
al comparar las dos metodologias (Dinnyes et al.,
1995; Hasleretal., 1997; Agcaetal., 1996, Vajta
et al.,, 1997; O’Kearney Flynn et al., 1998; Lane
etal., 1999; Sommerfeld y Niemann, 1999; Kaidi
et al., 2001; Mezzalira et al., 2004; Alvarenga
et al.,, 2007). Ademads, la vitrificacion es una
técnica que tiene otras ventajas comparativas
frente al congelamiento tradicional, al utilizar

procedimientos mds simples, no necesita de
equipos costosos y requiere de poco tiempo para
su realizacion (Baril et al. 2001).

Vitrificacidn

La vitrificacién corresponde a una técnica de
congelacién ultrarrdpida basada en el contacto
directo entre la solucién de vitrificacion que
contiene agentes crioprotectores y los embriones
(exposiciones cortas a altas concentraciones de
crioprotectores de aproximadamente 4-6 mol/L),
que produce una solidificaciéon para formar un
estado vitreo o similaral cristal, sin laformacién de
cristales de hielo durante el enfriamiento a tasas
muy rdpidas (tasa de congelaciéon >2.000°C/
min, hasta 14.000°C/min), y permanece en este
estado durante todo el proceso de cambio de
temperatura (Mavrides y Morrol, 2002; Shaw y
Jones, 2003; Molina et al., 2004; Albarracin,
2005).

Debido a sus posibles efectos benéficos, esta
metodologia ha tomado gran importancia en la
criopreservacién no solo de embriones in vitro,
sino también de embriones producidos in vivo.
Sin embargo, desde el primer procedimiento
realizado con éxito en embriones mamiferos por
Rall y Fahy en 1985, la vitrificacién ha sufrido
multiples modificaciones, en el intento por
simplificar sus procedimientos y mejorar las tasas
de viabilidad de las estructuras. Inicialmente,
varios de los estudios fueron enfocados en la
disminucion de los efectos toxicos y osméticos
causados por las altas concentraciones de los
crioprotectores (Kasai y Mukaida, 2004). La
vitrificacién, al ser una técnica que consiste en
la criopreservacion a través del aumento de la
viscosidad de las soluciones crioprotectoras,
necesita de concentraciones de crioprotectores
mayores (4-8 M) a las utilizadas normalmente
en el congelamiento (1-2 M). Por lo tanto, la
disminucion de estos efectos deletéreos va a ser
lograda através de la utilizacion de crioprotectores

o [



Journal of Agriculture and

8

menos toxicos, y el establecimiento de voliumenes
y niveles de concentracion menores, asi como su
temperaturaytiempos de exposicion (Liebermann
etal., 2003). El uso de soluciones crioprotectoras
con bajo peso molecular es una de estas
estrategias. Los crioprotectores, al tener una
mayor permeabilidad, van a permitir la reduccién
de los tiempos de exposicidn, y la minimizacién
de los niveles de concentracion, previniendo el
dano osmético causado en las células (Kasai y
Mukaida, 2004). Entre los crioprotectores de bajo
peso molecular, el mds ampliamente utilizado es
el etilenglicol (EG) (Massip, 2001). Sin embargo,
varios experimentos sugieren que crioprotectores
como 1-2 propanediol (PROH), glicerol (GLY),
dimetilsulfoxido (DMSQO), dimetilformamida
(DMF) y sus posibles combinaciones con otros
crioprotectores son igualmente candidatos para
ser empleados en la vitrificacion de embriones
(Ishimori et al., 1992; Hubalek, 2003). De
igual forma, la asociacion de uno o mds
agentes crioprotectores, con caracteristicas mds
estables, permitird la utilizacién de soluciones
mas simples y la reduccién de la toxicidad
especifica de los agentes. De acuerdo con
algunos investigadores, la permeabilidad de la
combinacién de crioprotectores es mayor que la
de sus componentes de forma individual (Vajta y

Nagy, 2006).

La asociacion mds comuinmente utilizada en
vitrificacion es la compuesta por EG y DMSO
(Mezzalira et al., 2004; Vajta y Nagy, 2006); sin
embargo, esta puede ser reemplazada por otro
tipo de asociaciones de agentes crioprotectores,
como el EG y PROH, con la que se obtienen
excelentes resultados en la vitrificacion de
embriones producidos in vitro (Vieira et al., 2008).

La adicién de crioprotectores no permeables,
tales como disacdridos (sucrosa, trehalosa)
o macromoléculas (Ficoll, poilivinilalcohol
(PVA), polivinilpirrolidona (PVP), igualmente,
va a ayudar en la reduccién de la toxicidad
de los crioprotectores, ya que contribuye en

la disminucién de los niveles de crioprotector
dentro de las células (Liebermann, 2003; Kasai

y Mukaida, 2004).

Por otro lado, los grandes voliumenes de
crioprotectores también son limitantes de las
tasas de enfriamiento. Los primeros contenedores
utilizados con éxito en la vitrificacion de embriones
fueron las pajuelas de inseminacién, las cuales
usaban grandes volumenes (>20 uL), que solo
alcanzaban tasas de enfriamiento de 2.500°C/
min (Palasz y Mapletof, 1996). Posteriormente,
con la invencién de contenedores de menor
volumen (<5 ul), asociados con el contacto
directo con el nitrdgeno liquido, se consiguid
aumentar las tasas de enfriamiento hasta
casi los 30.000°C/min (He et al.,, 2008). La
mayoria de estos contenedores, ademds,
permitié la disminucién de las concentraciones
de los crioprotectores, y del dano téxico vy
mecdnico causado por la vitrificaciéon. Entre
los innumerables dispositivos creados estan: el
tamano minimo de la gota (MDS) (Arav, 1992),
los electron microscope grids (EM) (Martino
et al., 1996), las pdijillas abiertas y estiradas
open-pulled straw (OPS) (Vajta et al., 1998), los
cryoloop (Lane et al., 1999), el volumen minimo
de congelacién (MVC) (Hamawaki et al., 1999),
el sistema de hemi-pajuela (Vanderzwalden et
al., 2000), la superficie sélida de vitrificacién
(Dinnyes et al., 2000), las closed pulled straw
(CPS) (Chen et al.,, 2001), flexipet denuding
pipette (FDP) (Liebermann et al.,, 2002), las
superfinely open-pulled straw (SOPS) (Isachenko
et al., 2003), las micropipetas pldsticas de
didmetro fino (Cremades et al., 2004), cryoTip
(Kuwayama et al., 1992) y cryolop (Kuwayama
et al.,, 1992). Dentro de estos, el envase mds
usado comuUnmente es el método de la OPS
que alcanza tasas de enfriamiento de mds de
20.000 °C/min, y disminuye los dafnos téxicos
y osmoticos en las células (Vajta et al., 1998).
Sin embargo, posteriores modificaciones de este
modelo consiguieron aumentar ain mds las tasas
de enfriamiento, al utilizar para su fabricaciéon

B



Journal of Agriculture and

diferentes materiales distintos al pldstico. El
pldstico, debido a sus caracteristicas fisicas, tiene
una baja conductividad de calor, que limita las
tasas de congelamiento; por lo tanto, el uso de
otros materiales con mayor conductividad como
el vidrio (Mezzalira et al., 1999), el metal (Bunn et
al., 2006), o el cuarzo (He et al., 2008) permite
aumentar el intercambio de calor y las tasas de
enfriamiento, alcanzando velocidades de casi
30.000°C/min. Varios autores, demostraron
esta eficiencia, al alcanzar mayores tasas de
congelamiento con micropipetas de vidrio
(GMP) en comparacién con las OPS, y mayores
tasas de sobrevivencia pos devitrificacion, debido
a una mayor conductividad y la utilizaciéon de
un menor volumen de crioprotectores (Kong
et al. 2000; Cho et al., 2002). Por ultimo, otra
de las estrategias para aumentar la velocidad
de congelamiento ha sido la reduccion de
temperatura del nitrogeno liquido. El uso de
nitrégeno super-congelado reduce el punto de
ebullicion, mediante la estabilizacién a través
de la presion negativa; también reduce el efecto
aislante del vapor del nitrégeno y permite una
mayor eficiencia en la transferencia de calor
entre las muestras y el nitrégeno liquido (Vieira et
al., 2008). De esta forma, el nitrégeno liquido va
a alcanzar temperaturas de -210°C, y permitira
alcanzar curvas de congelamiento mas répidas,
que reduzcan la posibilidad de desvitrificacién
y recristalizacién de las muestras durante el
descongelamiento (Arav et al., 2003; Santos et

al, 2006).

La tasa de congelacién es uno de los principales
determinantes de la supervivencia celular
durante la criopreservacién. La congelaciéon

muy lenta puede causar la muerte celular por su
exposicién a soluciones concentradas, mientras

la congelacién rdpida puede causar muerte
celular por formacién de cristales de hielo (Luster,
S., 2004). En la vitrificacién de oocitos, algunos
autores reportan que las tasas de supervivencia
para bovinos y humanos (Picton et al., 2002)
son cercanas al 70%.

Se ha demostrado que el método de vitrificacién
es superior al procedimiento de congelaciéon
lenta convencional para criopreservacién de
embriones de bovinos, humanos y otras especies
animales (Otoi et al.,, 1998; Molina et al,,
2004). Segun Massip (2003), la vitrificacion,
especialmente usando tasas muy altas de
enfriamiento en embriones suspendidos en
voliumenes extremadamente pequefnos y alta
concentracion de crioprotectores, es vista como
el método mds apropiado, para lo cual se han
desarrollado nuevos métodos que pueden
maximizar la tasa de congelacién, mantener
la viabilidad de las células, prevenir el estrés
mecdnico, y facilitar la manipulacién durante la
criopreservacion y la recoleccion (Tan, 2004).
Sin embargo, los protocolos de vitrificacion
pueden causar un choque osmdtico severo
que puede comprometer su sobrevivencia post-
descongelacién y potencial de desarrollo (Picton

et al, 2002).

Para la vitrificacién, el tamano de la muestra
debe ser lo mds pequena posible para aumentar
la velocidad de congelacién. Para dicho fin se
han descrito diversos soportes fisicos para la
vitrificacién como pdijillas tradicionales para 0,25
ml, open pulled straw (figura 2), closed pulled
straw, flexipet-denuding pipette, microgotas,
gradillas de cobre de microscopia electrénica,
sistema hemistraw, nylon mesh, y cryoloops.
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Paijilla de 0,25 ml
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Figura 2. Pqjilla abierta y estirada (Open pulled straw, OPS), paijilla de 0,25ml. a. Gota de 2 ul de
crioprotector con los oocitos. b. Montaje de la gota por capilaridad en la pdijilla y su paso directo al
nitrégeno liquido. Fuente: adaptado de Guignot (2005).

Nuevas perspectivas

Es claro que la criopreservacion de embriones in
vitro estd ligada a la calidad en el proceso de
produccién. Por lo tanto, para poder generar
métodos mds eficientes de criopreservaciéon
es necesario no solo el desarrollo de nuevas
tecnologias sino también de modificaciones
dentro del proceso de producciéon que permitan
una mayor sobrevivencia de los embriones
al momento de la Vvitrificacion (Rodriguez
et al, 2011). La modificacién de los medios
de cultivo puede ser una de las opciones.
El desarrollo de mejores sistemas de cultivo
va a mejorar considerablemente la calidad
embrionaria y, por tanto, la criotolerancia de
los embriones, al punto de que metodologias
como el sistema de congelamiento convencional
pueden ser igualmente utilizadas con éxito en
la criopreservacién de este tipo de embriones
(Nedambale et al, 2006). Varios estudios han
demostrado que la produccién de embriones in
vitro en cierto tipo de medios de cultivo (Leibo
y Loskutoff, 1993; Mahmoudzadeh et al, 1994;
Massip et al, 1995) o a través del co-cultivo
con células de la granulosa o células vero
(Leibo y Loskutoff, 1993; Desai et al, 2000)

puede aumentar las tasas de sobrevivencia

de los embriones devitrificados. El suero y
la composicién de lipidos en los sistemas de
cultivo pueden cumplir un papel importante
de la criotolerancia de los embriones. Se ha
comprobado que la presencia del suero en el
suplemento de los medios de cultivo puede
influenciar la composicion quimica de los
embriones (Saha y Suzuki 1997) y su sensibilidad
a la criopreservacion (Dinnyes et al. 1995). Los
medios de cultivo libres de suero permiten el
desarrollo y la eclosién de casi el 100% de los
embriones después de la vitrificacién (Hochi et
al, 1996), asi como la reduccion del contenido
citoplasmatico de lipidos en los embriones con
etosulfato de fenazina (PES) (Seidel, 2006), la
adiciénde la hyalurona (Palaszetal. 2008) o dcido
linoleico (Hochi et al. 2001; Laowtammathron et
al. 2005; Pereira y Mdrquez, 2008) aumenta la
criotolerancia de los embriones bovinos in vitro
cultivados en medios de cultivo libres de suero.
Por otro lado, se puede reducir igualmente el
alto nivel de lipidos que se encuentra en los
embriones producidos in vitro, por medio de
la remocién de lipidos por centrifugacién o a
través de la micro-manipulacién, aumentando
asi las tasas de sobrevivencia de los embriones
criopreservados (Silva y Berland, 2004). Por otro
lado, la formacién de radicales libres durante la
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criopreservaciéon puede causar dano celular y
disminuir la viabilidad de los embriones, razén
por la cual, la adicion de EDTA (0.1mM) y/o
glutatione (GSH; T mM) en el cultivo antes de la
vitrificaciéon pueden llegar a mejorar el desarrollo
de los embriones, al disminuir la oxidacion
de las membranas celulares insaturadas de
lipidos, promoviendo su integridad celular.
Ademds, la adicién de agentes como el EDTA
y el Bmercaptoetanol puede llegar aumentar
sustancialmente las tasas de sobrevivencia aun
en ambientes con bajos niveles de oxigeno, al
proteger al embrién de los radicales libres y la
autoperoxidacion de lipidos (Nedambale et al,
2006). Otras de las estrategias de optimizacion
del proceso de vitrificacion pueden realizarse por
medio de la modificaciéon de las caracteristicas
propias del embrién antes de ser expuesto al
proceso de criopreservaciéon. Por ejemplo, la
inyeccion de trealosa en ovocitos aumenta
la proteccion de las estructuras y disminuye
los efectos deletéreos, debido a la toxicidad
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