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SOBREVIVENCIA DE BLASTOCISTOS BOVINOS PRODUCIDOS IN VITRO

Survival of bovine blastocysts produced in vitro and vitrified in vitri-tip and vitri-top devices
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RESUMEN

La vitrificacién es una nueva técnica que tiene muchas ventajas potenciales en ovocitos y
embriones de mamiferos. En el presente trabajo, el objetivo fue comparar la tasa de
sobrevivencia por re-expansiéon a 3 horas post descongelamiento de los blastocistos, in
vitro vitrificados en dos dispositivos elaborados en el laboratorio. En el experimento, se
utilizé el procedimiento estandarizado en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva,
UNA La Molina, para producir embriones bovinos in vitro, a partir de ovocitos recuperadas
de ovarios de vacas sacrificadas en matadero. Los ovocitos viables fueron incubados a
38.5°C y 5% CO2 en grupos de 10 ovocitos en microgotas de 70 Hl cubiertas con aceite
mineral, por 22 a 24 horas en medio de maduracién, 18 horas en medio de fecundacién y
7 dias en medio de cultivo. Se utilizaron un total de 100 blastocistos expandidos bovinos
producidos al dia 7, de cultivo in vitro. Los blastocistos fueron vitrificados en dos dispositivos
Vitri-top (n=50) y Vitri-tip (n=50), utilizando medios comerciales (Vitrogen®, Brasil) en la
vitrificacién, descongelacién y cultivo in vitro. Una vez descongelados los blastocistos de
ambos grupos fueron cultivados in vitro por 3 horas a 38.5°C, 5% CO2 y 90%Hd y la
comparacion de ambos grupos se realizaron mediante la prueba estadistica Chi-cuadrado
y utilizando un nivel de significancia del 5%. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en las tasas de re-expansién in vitro postdescongelacién entre
ambos dispositivos durante la vitrificacién, observdandose 52% (24/46) con el uso de
dispositivo Vitri-tip y 48% (21/44) Vitri-top. El uso de dispositivos de vitrificacién cerrados
en embriones bovinos permite lograr una baja tasa de pérdidas por manejo de bajo

volumen, aunque la sobrevivencia embrionaria no fue muy impactante.
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Vitrification is a new technique that has many potential advantages in mammalian oocytes
and embryos. In the present work, the objective was to compare of post thawing survival
rate by of blastocysts vitrified in vitro in two devices. Standardized procedure at the
Laboratory of Reproductive Biotechnology, UNA La Molina was used in the experimental
part, to produce in vitro bovine embryos from oocytes recovered from slaughterhouse
ovaries. The viable oocytes were incubated at 38.5 ° C and 5% CO2 in 10 oocytes/group
microdroplet (70 Hl) covered with mineral oil, for 22 to 24 hours in maturation medium, 18
hours in fertilization medium and 7 days in culture medium. A total of 100 expanded
blastocysts produced bovine day 7 of culture were used. Blastocysts were vitrified in Vitri-
tip (n = 50) and Vitri-top (n= 50) devices, using standard media (Vitrogen®, Brazil) on
vitrification, thawing and culture in vitro. Once thawed blastocysts from both groups were
cultured in vitro for 3 hours at 38.5 ° C, 5% CO2 and 90% Hd. The comparison of both
groups was performed using the statistical test Chi-square and using a significance level of
5%. No statistically significant differences (P>0.05) in the re-expansion rates in vitro post
thawing between both devices during vitrification were observed post thawing survival rate,
52% (24/46) Vitri-tip and 48% (21 /44) Vitri-top devices. Devices using vitrification closed
in bovine embryos, can achieve low loss rate in low volume management, although the



DOI. 10.18548 /aspe/0007.07

Condori R, Quispe C, Ancco E, Dipaz D, Mellisho E. SPERMOVA. 2019; 9(1): 48-52

INTRODUCCION

La biotecnologia aplicada en la reproducciéon animal ha
logrado grandes avances en los Ultimos afios, desarrollando
métodos de reproduccidon asistida en diversas especies de
animales. Siendo, las que destacan la transferencia de
embriones, produccién de embriones in vitro y la
micromanipulacién de embriones, logrdndose obtener un
incremento en cuanto al nimero de embriones por animal de
alto valor genético a bajo costo y salvar algunas limitaciones
reproductivas en algunas especies.

Con los avances de la biotecnologia, la criopreservacién de
embriones ha ofrecido nuevas perspectivas y ha crecido de la
mano a la produccién y la transferencia embrionaria. Siendo
la vitrificacién uno de los métodos mads simples y modernos de
criopreservacién, fue descrito por primera vez por Rall y Fahy
(1985) y presenta ventajas como son: no hay formacién de
cristales de hielo, mayor rapidez en el procesamiento y menor
costo. Por ello, la vitrificacién puede reemplazar a la
congelacién convencional, especialmente cuando se intenta
conservar embriones sensibles a la criopreservacién, como son
los producidos in vitro (Seidel et al., 2012).

A finales de los afios “90 el uso de vitrificacién estaba limitada
al uso de paijillas de 0.25ml y al tomar en contacto directo con
el nitrogeno liquido lograba tasa de enfriamiento de
2500°C/min (Palasz y Mapletoft, 1996). Sin embargo, este
volumen podria no distribuir uniformemente la temperatura,
por ello se orientd al uso de nuevas técnicas con minimo volumen
como el Cryotop, con lo que se consiguen ain mayores
velocidades de enfriamiento (42.100 °C/minuto) o sistema en
el que los embriones se cargan en un volumen de
0,5ul/embrién y permite velocidades de enfriamiento de
40.000°C/minuto,  ambos  dispositivos
almacenamiento cerrado (Diez, 2012).

permiten un

El trabajo de investigacidn tiene por objetivo comparar la tasa
de sobrevivencia de los blastocistos producidos in vitro y
vitrificados en dos dispositivos vitri-tip y vitri-top)

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo realizado en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva “Carlos Rodriguez Villegas” del Departamento
de Produccién Animal, Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, ubicado en el distrito de la
Molina, Lima, Perl, y el procedimiento de produccién de
embriones in vitro fue realizado con protocolos y medios
comerciales (Vitrogen®, Brasil).

Produccion de embriones in vitro en bovinos

Recuperacién de los ovocitos con complejo comulus oophorus
(COCs). Los ovarios de matadero, fueron lavados 2 a 3 veces
con solucién fisiolégica de 0,9% de NaCl a 35 °C y
conservados en la misma solucién. Los COCs fueron aspirados
de los foliculos entre 3 a 8 mm de tamafio con aguja 18G de
1 V2 pulgadas, y transferidos a una placa de 35x10 mm
(Falcon® 1008) conteniendo medio H-199® (Vitrogen, Brasil),
para clasificarlos a 40X.

Maduracién in vitro. Los COCs de grado A y B (viables) fueron
lavados en medio transporte H-199® y en medio de
maduracién MIV® (Vitrogen, Brasil) previamente incubados a
38.5°C y 5% CO2 por 2 horas. Se colocaron 8 a 10 COCs por
microgota (70 pl) de medio MIV® y cubierta con aceite mineral
(Sigma M3516) en placas 35x 10 mm (Falcon ® 1008) y
llevados a incubacién (22 a 24 horas) a 38.5°C y 5% CO2 y
90 % Hd.

Fecundacién in vitro. Después de la maduracién, los ovocitos
fueron lavados en medio de fecundacién FIV® (Vitrogen,
Brasil) y colocados en grupos de 8 a 10 ovocitos en microgotas
de 70 YI de medio FIV® y cubiertos con aceite mineral,
previamente incubados a 38.5°C y 5% CO2 por 2 horas,
posteriormente se adiciono 4 a 5 [l de suspensiéon de
espermatozoide seleccionados y capacitados en medio FIV®.

Cultivo in vitro. 18 horas post inseminacién, se denudaron los
ovocitos y se lavaron en medio CIV (Vitrogen®, Brasil) y
transferidos a microgotas de medio CIV de 70 Il (8 a 10
ovocitos), cubiertas de aceite mineral, luego fueron incubadas
a 38,5°C, 5% CO2, >85% de humedad. A las 48 horas y al
dia 4 del cultivo se realizé la renovacién del 50% de medio
CIV®, para el dia 6 de cultivo (dia 7, de fecundacién) se
obtuvieron los embriones en el estado de blastocisto y/o
blastocisto expandido.

Dispositivos de vitrificacién

Los dispositivos de vitrificacién que utilizamos en este
experimento fueron elaborados en el laboratorio de
biotecnologia reproductiva, con materiales del mismo y fueron
expuestos a luz ultravioleta para su esterilizacién, antes de
usar y tenian las siguientes caracteristicas:

a) Vitri-tip, Se utilizaron capilares finos de vidrio de
alta calidad Marienfeld®, aprobados para uso in
vitro, los cuales fueron expuestos a llama de mechero
de alcohol, esta fue estirada controladamente,
afinando el didmetro hasta un didmetro de 0.2 mm
(aprox) (ver Figura 1a, procedimiento de
vitrificacién).

b) Vitri-top, Las puntas amarillas (Tips) de 100 a 200
ul  de las micropipetas volumétricas, fueron
preparadas, enlazando Idminas delgadas de
polietileno transparente de 1.5cm de largo x 0.1cm
de ancho a la punta de estos tips (ver Figura 1,

procedimiento de vitrificacién).
Vitrificacién de embriones bovinos producidos in vitro

Los embriones (blastocistos) de calidad excelente y buena
fueron colocados en la solucién V1 (Vitrogen® Brasil) a 36 °
por 8 minutos, luego transferidos a V2 (Vitrogen® Brasil) por
1 min (Protocolo similar empleado por Asgari, 2009),
posteriormente los blastocistos fueron cargados al azar en
solucién menor a 0.5 Hl., en dos grupos: (1) dispositivo Vitri-tip,
por capilaridad; (2) Vitri-top, en una ldmina de polietileno, y
los embridnes, finalmente fueron introducidos a padijillas de
0.5cc, y sumergidos en el nitrégeno liquido.
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VITRIFICACION

VITRI-TOP

VITRI-TIP

—_— S 3 horas
= O
Incubadora
Figura 1. Procedimiento de vitrificacién (superior) vy

desvitrificacién (inferior).

Descongelacién o desvitrificacién

Se retiré la cubierta protectora exponiendo los blastocistos
vitrificados a soluciones secuenciales de descongelacién, en
(D1) por 1 minuto a 38 °C con 5% CO2, (D2) 3 min a
temperatura ambiente, finalmente (D3) por 5 min y luego se
llevé los embriones en gotas de medio de cultivo a la
incubadora por 3 horas para evaluar
embrionaria por expansién del blastocisto y retorno a su
tamafio original AbdelHafez et al. (2011), Desai et al. (2013)
(ver figura 1).

sobrevivencia

Anadlisis estadistico

Los pardmetros evaluados para ambos sistemas de vitrificacién
fueron las tasas de recuperacién postdescongelamiento y la
tasa de re-expansién in vitro a las 3 h de cultivo post
descongelacién. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante el test de Chi- cuadrado, el indice de significancia
fue establecido en p< 0.05

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la ejecucién del presente experimento, se realizaron 06
sesiones de produccién de embriones in vitro, a partir de
ovarios de camal, utilizando un total de 415 COC’s, se
produjeron 113 blastocistos (29% eficiencia).
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Eficiencia del uso de dispositivos vitri-top y vitri-tip en vitrificacién
de embriones.

En el trabajo, se vitrificaron 100 blastocistos bovinos, siendo
divididos 50 embriones en dispositivos vitri-tip y 50 embriones
en dispositivos vitri-top, distribuidos al azar (Tabla 1).

Tabla 1. Tasas de recuperacién de embriones vitrificados en
dispositivos vitri-tip y vitri-top.

Dispositivo de Embriones en Tasa de

vitrificacién estado blastocisto  recuperacién, (%)

Vitri-tip 50 46 (92 %)a

Vitri-top 50 44 (88 %)a

Las comparaciones son en forma vertical, letras iguales
significa que no existen diferencias significativas a,b (p<0.05).

Los resultados de ambos tratamientos no demuestran gran
variacién en la tasa de pérdida embrionaria por manejo de
bajo volumen. En los dispositivos Vitri-tip la tasa de
recuperacién fue 92 por ciento, similar al resultado obtenido
con el uso de otro dispositivo de similar volumen como el
cryotip®, reportados por AbdelHafez et al., (2011) y Banti,
(2014) con una tasa de recuperacién del 85 por ciento y 74.6
por ciento respectivamente. Nuestros resultados obtenidos en
la tasa de recuperacién con el dispositivo Vitri-top fue 88 por
ciento, mostrandose ligeramente inferior con relacién a otros
dispositivos modernos también de minimo volumen como
cryoloop® con 100 por ciento de tasa de recuperacién
publicado por AbdelHafez et al, (2011), y con este mismo
dispositivo Desai et al., (2013) logré un 99 por ciento.
Asimismo, el Vitri-top fue inferior también comparado a
dispositivo con minimo volumen como el rapid-i® con la cual
Desai et al., (2013) logré un 99 por ciento de recuperacién y
Banti, (2014) obtuvo con rapid-i® 97.1 por ciento.

Como se observa nuestra tasa de pérdida fue minima, sin
embargo, estas pérdidas, se debié probablemente a la
dificultad en el manejo de volimenes tan pequefios (0.5 {l), lo
que permitié que los embriones se adhieran a la superficie del
dispositivo 'y no se logre ubicar al momento de la
descongelacién. Sin embargo, estos dispositivos seguros, que
evitaria cualquier riesgo de contaminacién que comprometa la
supervivencia y la tasa de desarrollo in vitro.

Sobrevivencia embrionaria por re-expansion a 3 horas post
desvitrificacion de los blastocistos bovinos producidos in vitro

La tasa de re-expansién (sobrevivencia) de blastocistos
vitrificados no mostraron diferencias significativas entre ambos
dispositivos (p > 0.05) (ver Tabla 2), indicando de esta manera
que siempre existe un deterioro de los embriones como
resultado del proceso de la vitrificaciéon y descongelacién, que
podria comprometer su capacidad implantatoria en el Utero de
la receptora.
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Tabla 2: Tasa de re-expansién a 3 h post descongelacién
blastocistos bovinos producidos in vitro.

Dispositivo de  Blastocistos  Re-expandidos en cultivo

Vitrificacién cultivados (n) in vitro a 3h, n (%)

Vitri-tip 46 24 (52)a

Vitri-top 44 21 (48)a

Las comparaciones son en forma vertical, letras iguales
significa que no existen diferencias significativas a, b (p<0.5).

Nuestros resultados con el protocolo de vitrificaciéon aplicado
difieren con resultados obtenidos por otros investigadores con
dispositivos similares en volumen como; Desai et al., (2013)
quienes reportan altas tasas de re-expansién a 2 h de cultivo
en humanos con el dispositivo Rapid-i®, 99 por ciento y 96 por
cienfo con cryoloop®. Asimismo, tasas de
sobrevivencia también fueron inferiores a los reportados de
AbdelHafez et al.,, (2011) quienes obtuvieron una tasa re-
expansién a 3 h en Cryoloop® 100 por ciento, HSV® 100 por
ciento y cryotip® 79 por ciento.

nuestras

Sin embargo nuestros resultados son comparables a los
obtenidos por otros investigadores que han utilizado técnicas
similares de vitrificaciéon como Valbuena et al., (2012) quienes
obtuvieron tasas de sobreviencia de blastocistos humanos
vitrificados a las 24 h post cultivo con cryotop® 22.78 por
ciento y 53.77 por ciento con cryotip®, y también
experimentaron con blastocistos de ratones obteniendo tasas
de sobrevivencia de 38.46 por ciento con cryotop® y 85.41
por ciento con cryotip® y por Gltimo Banti (2014) igualmente
reporta sobrevivencia en cryotip® 67.3 por ciento, mostrando
con ello la variabilidad de los resultados en el proceso de la
vitrificacién.

La baja respuesta de sobrevivencia embrionaria post
descongelacién, pudo deberse a multiples factores como son:
la procedencia de los ovocitos de camal, seleccién de COGCs, la
calidad de los embriones utilizados, etapa de desarrollo, tipo
de crioprotectores usados, pardmetros de enfriamiento y
calentamiento, la toxicidad de la solucidén, deshidratacién
celular, dafio del hielo intracelular, fractura y shock osmético,
los tiempos de reposo en los medios de vitrificacién, los

materiales utilizados, la esterilidad del ambiente y la
temperatura (He et al., 2008).
Otra desventaja posible fue criopreservar embriones

producidos in vitro, y COCs procedentes de camal siendo estos
mds suceptibles a la criopreservacién, comparado a los
embriones producidos vivo, podemos explicar este
comportamiento relaciondndolo con caracteristicas
embrionarias publicadas en (Pelaez, 2011 y Seidel, 2012)
quienes indicaron que en los embriones producidos in vitro, hay
menor densidad de blastomeras, mayor tendencia a la
formacién de hielo intracelular, mayor presencia de micro
gotas citoplasmdticas de lipidos y proteinas, las cuales
modifican las caracteristicas de comportamiento fisicas y
funcionales tanto de las membranas de las blastémeras como
de la zona pelicida lo que los hace mds sensibles al
enfriomiento y a la invasién de virus, bacterias y hongos,

in
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disminuyendo de esta forma las tasas de sobrevivencia de los
embriones in vitro.

CONCLUSION

El uso de dispositivos preparados en el laboratorio es una
buena alternativa para su empleo en vitrificaciéon de embriones
bovinos y conservacién de germoplasma animal
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