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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar 1la
viabilidad de los embriones bovinos producidos in vitro,
congelados con dos diferentes agentes crioprotectores. Se
obtuvieron 214 ovarios de vacas sacrificadas en rastro de los
cuales se seleccionaron 15387 ovocitos que se sometieron a las
técnicas de maduracién, fertilizacién y desarrollo in vitro,
obteniéndose al final de este procedimiento 89 embriones, los
que se asignaron a dos grupos. En el primer grupo se
congelaron 25 embriones utilizando una solucién al 10% de
glicerol como agente crioprotector (grupo testigo}) y en el
segundo grupo se congelaron 64 embriones utilizando una
solucidén al 1.5 M de etilén glicol (grupo experimental}). Una
vez descongelados, la remocién del glicerol se hizo en 3
pasos. Una vez evaluados, 11 embriones del grupo testigo se
transfirieron por el método no quirlirgico. En el caso de los

embriones del grupo experimental se transfirieron
directamente 25 embriones a vacas receptoras, sin realizarse
la evaluaciédn post-descongelacién. El diagnéstico de

gestacidén se realizé el dia 21 post-transferencia dnicamente
en las vacas que no repitieron estro. Esto se realizd por
medio de radioinmunocandlisis (RIA) de progesterona en sangre.
El diagnéstico se confirmé el dia 65 de gestacién por medio
de ultrasonido de tiempo real. Los embriones restantes de
ambos grupos: 39 del grupo experimental y 14 del grupo
testigo se descongelaron y posteriormente se desarrollaren in
vitro. Del total de embriones transferidos del grupo
experimental se obtuvieron 2 partos (8%); mientras que de los
embriones del grupo testigo, no se obtuvo ninguno (0%). No se

encontrd diferencia estadistica entre grupos (P>0.05). Del
total de embriones del grupo experimental, 27 embriones se
desarrollaron in vitro (69.23%), mientras que los embriones

del grupo testigo, desarrollaron 5 (35.71%), sin encontrarse
diferencia estadistica entre grupos (P>0.05). Los resultados
indican que el etilén glicol puede ser utilizado para la
congelacién de embriones producidos in vitro.

FERTILIZACION IN VITRCO CONGELACION EMBRIONES BOVINOS FIV




SUYWIYNARY

The objective of this study was to determine the post-thaw
viability of in vitro-derived cattle embryos frozen with two
different cryoprotectants. A total of 214 ovaries were
obtained from slaughtered cows. Of these, 1597 oocytes were
selected for in vitre maturation, fertilization and
development. At the end of the procedure, 89 embryos were
obtained. These were 'frozen in two groups. In the first
group, 25 embryos were frozen using a 10% glycerol solution
as a cryoprotectant (control group) and in the second group
64 embryos were frozen using a 1.5'M solution of ethylene
glycol (test group). From the control group, once the embryos
were thawed, glycerol was removed in 3 steps. Once evaluated,
11 embryos were transferred by the non-surgical method. In
the test group, 25 embryos were thawed and transferred non-
surgically in a direct mode to recipient cows without post-
thaw evaluation. Pregnancy diagnosis was performed on day 21
post-transfer only in the cows that did not repeat heat. This
was performed by means of radioimmunocassay (RIA) of
progesterone in blood. Diagnosis was confirmed on day 65 of
gestation by real-time ultrasound. The rest of the embryos in
both groups: 39 of the test group and 14 of the control group
were thawed and then cultured and evaluated for development
in vitro. From the embryos transferred of the test group, 2
calvings were. obtained (8%). From the embryos in the control
group, no calvings were produced (0%). These results were not
statistically different (P>0.05). From the embryos cultured,
27 embryos from the test group developed in vitro (69.23%),
while only 5 embryos from the control group developed in
vitro (35.71%) without finding a statistical difference
between groups (P>0.05). The results obtained in this work
indicate that ethylene glycol can be used to freeze in vitro
derived embryos. ‘

IN VITRO FERTILIZATION FROZEN EMBRYOS CATTLE IVF




ESTUDIO COMPARATIVO DE DOS
METODOS PARA LA CONGELACION DE
EMMBRIONES BOVINOS
DESARROLLADOS JN V72O

V- VN TRODUCCION

La congelacién de embriones tiene como objetivo detener el
estadio de desarrollo de los embriones sin afectar su
viabilidad, por lo que éste método permite su conservacién
durante periodos de tiempo variables para después, previa
descongelacién, transferirlos a hembras receptoras para que
continllen normalmente su desarrollo (44,112,116).

Actualmente la congelacién de embriones forma parte
integral de los programas de transferencia embrionaria
(27,110,118), gracias al progreso que se ha tenido en esta
drea, la congelacién también facilita y abarata los costos de
transportacidén de material genético tanto en el Aambito
nacional como internacional. ' Ademas, el transporte de
embriones congelados reduce el riesgo de transmitir ciertas
enfermedades en comparacién con el transporte de animales
vivos (17,82,110).

La congelacidén de embriones también ayuda a evitar la
dependencia en la disponibilidad de receptoras sincronizadas
gque se produce cuande se lleva a cabo un programa de
transferencia de embriones convencional (110,116), debido é
que para lograr una gestacidn es necesario la sincronia entre
el embrién y el endometrio (48,46). _

Hasta la fecha, se han realizado diversos trabajos acerca
de la congelacién de embriones bovinos producides in vitro
(97,119,121).




Existe evidencia de que los embriones producidos por medio
de la técnica de fertilizacién in vitro pueden ser congelados
y descongelados de forma similar a los embriones que se
obtienen in vivo (27,36,97,99). Sin embargo, los embriones
producidos por la técnica de fertilizacién in vifro son mas
sensibles a la congelacién que los embriones producidos in
vivo, a pesar de que se encuentren en el mismo estadio de
desarrollo (48,99).

Reinders (103) menciona que una posible causa de esta
sensibilidad, es que en la evaluacién de los embriones
producidos in vitro se sobrestima la calidad de estos, ya que
se les considera como excelentes o buenos siendo que sélo son
de buena o regular calidad.

Se han . desarrollado algunas técnicas para la
criopreservacién y mantenimiento a bajas temperaturas de los
embriones producidos in vitro, logrédndose en 1987 el primer
nacimiento de un becerro desarrollado a partir de un embrién
congelado producido por la técnica de fertilizacidn in vitro
(36) .

Desde entonces ha habido un gran progreso en los métodos de
congelacién y descongelacién de embriones producidos in
vitro, demostrando lo importante que es la calidad (47,116) v
la etapa de desarrollo {19,47,116) del embridn gue se va a
congelar. Esto se debe a que no todos los embriones gue son
obtenidos son aptos para ser congelados {116), por lo que las
técnicas de congelacién de embriones se han enfocado a los
estadios embrionarios de mérula y blastocisto (16,44,99).

Algunas razones para esto son:

1l.- Que los cromosomas estan activados durante 1la fase de
maduracién y por lo tanto el proceso de congelamiento les
causa un severo dafic (106).

2.- Que los estadios embrionarios tempranos contienen gran
cantidad de inclusiones vesiculares, las cuales son dariadas

con el proceso de congelacidn (86,124).




3.- Que la permeabilidad de la membrana hacia los
crioprotectores esta intimamente relacionada con la capacidad
de desarrollo después de su descongelacidén (61).

Por estas razones, es posible que los embriones colectados
en estadios mas tempranos de desarrocllo, sobrevivan menos a
la congelacidén y a la descongelacidén (86).

Es bien sabido que los embriones no pueden sobrevivir a
temperaturas por debajo de los -20°C sin la presencia dg un
agente crioprotector (91,110,111). Los crioprotectores son
sustancias que aumentan la supervivencia de la célula después
de la congelacidén, disminuyendo el daAo celular durante el
proceso de criopreservaciéon (111,112).

Dentro de 1los criterios recomendados para utilizar un
crioprotector se incluyen: Alta solubilidad, baja toxicidad
en altas concentraciones y un bajo peso molecular para una
penetracion mas facil. El glicerol y el etilén glicol,
pertenecen a los crioprotectores clasificados como permeables
0 intracelulares (91,110,112).

El glicerol es uno de los crioprotectores gque mas se ha
utilizado en la congelacidén comercial de embriones bovinos
producidos bor fertilizacién in vitro, ya que permite obtener
un elevado porcentaje de wviabilidad. Sin embargo, tiene 1la
desventaja de que posteriormente a la descongelacién hay que
exponer el embrién al paso en varias soluciones con
concentraciones descendentes de glicerol para su remocidn,
asi como para su rehidratacién, con lo que se consume mucho
tiempo (42,130).

Recientemente el etilén glicol se ha wutilizado como
crioprotector en la conservacién de embriocnes bovinos. E1
peso molecular de este agente (62.07), es menor que el del
glicerol (92.10) y que el de algunas otras sustancias que se
han utilizado como crioprotectores, como son el propilén
glicol ({76.10) y el sulféxido de dimetilo (DMSO) (78.13)
(44),




Por esto su penetracidén asi como su eliminacién se lleva a
cabo en un menor tiempo, reduciendo con esto la toxicidad
embrionaria, ademas de que no se requiere su remocién para la
transferencia de los embriones a vacas receptoras
(18,62,122,123) ni su evaluacidn microscédpica, lo cual tiene
una gran ventaja en la descongelacién y transferencia de
embriones.

El objetivo de éste trabajo es evaluar al etilén glicol
como agente crioprotector de embriones bovinos producidos por
fertilizacién in vitre, compardndolo con el glicerol, que es

el agente cominmente utilizado para éste propédsito.




= REVISION DE LITERATURA

24 OB7ENCION DE OVOTITOS

Existen varias formas para obtener los ovocitos a partir de
los ovarios colectados en el rastro:

La mas comin es la aspiracién directa de los foliculos
(26,95). Este procedimiento se puede realizar utilizando una
jeringa de 5 ml y una aguja calibre 18 (13,54,126) .

Otra de las formas usuales es la de la diseccién del ovario
por medio de una hoja de bisturi o una navaja de rasurar
{14,77,84). La ventaja de la utilizacién de 1la aspiracién es
la rapidez con la que se pueden obtener un gran numero de
ovocitos (43,75,107), las desventajas son que sélo una parte
de los ovocitos que hay en los foliculos son aspirados y que
no todos los ovocitos que se recuperan pueden ser utilizados
para su maduracién ya que una parte de los mismos no tienen
adheridas las células del cumulus por lo gque no se consideran
de buena calidad (64,75).

La desventaja de la diseccién, es que es un procedimiento
muy tardado ya que lleva mucho tiempo el poder cortar y lavar
toda la superficie del ovario. Su ventaja radica en gue se
obtiene una gran cantidad de ovocitos, la mayoria de estos de
buena calidad (14,64,75).

Se ha informado que para obtener una mayor cantidad de
ovocitos 'de los ovarios se pueden combinar ambas técnicas,.
realizando primeramente 'la aspiracién y posteriormente 1la
disecci6n del ovario (107,136). También se ha encontrado que
el promedic de ovocitos recuperados por la técnica de
aspiracién es de 10-16 ovocitos por ovario (11,75,107)
mientras que por la técnica de diseccién se han recuperado de

16-21 ovocitos por ovario (15,75,107).




Ademis se ha encontrado que con la técnica de aspiracién
entre el 45-78% de los ovocitos son de calidad aceptable para
su procesamiento in vitro (64,75), mientras que por diseccién
es de 72-83% (15,64,75).

22 SELECCION DE OVOCI7TOS

El tamano de los foliculos ovadricos estd relacionado con la
calidad de los ovocitos para su maduracién, por lo que lo mas
recomendable es wutilizar los ovocitos obtenidos de 1los
foliculos que tengan un didmetro entre 2 y 7 mm, ya que estos
proporcionan un buen porcentaje de desarrollo (32,41, 60).

La clasificacién mds empleada en la actualidad es la que
propusce De ‘Loos y col en 1989 (25), vya que evalia la
compactacién y transparencia de las células del cumulus que
revisten al ovocito, asl como la homogeneidad y transparencia
del citoplasma, clasificédndolos en 4 categorias.

Los ovocitos gue tienen mayor posibilidad de transformarse
en embriones son los de categoria 1 y 2, cuyas
caracteristicas morfoldgicas son un citoplasma homogéneo, asi
como la presencia de varias capas de c¢élulas del cumulus
compactadas y bien adheridas alrededor de éste (52,53,84).

Los de las «categorias 3 y 4, tienen el citoplasma
picndético, con pocas o ninguna capa de células del cumulus
adheridas al ovocito, por lo que su posibilidad de alcanzar

su desarrollo hasta embridén es menor (22,51,97),

23 YDADZURACION JN V72O

E1l primer investigador que pudo madurar ovocitos
extrafoliculares bovinos in vitro fue Edwards en 1965 (31)
desde entonces el desarrollo en ésta técnica ha sido notable
(48,76) .




ARlgunos investigadores han utilizado células del cumulus
(36,77) o de la granulosa (78,117) como co-cultivos en los
medios de maduracién in vitro, estas células secretan ciertas
sustancias que favorecen la maduracién normal del ovocito,
incrementando el porcentaje de fertilizacidn y el grado de
desarrollo embrionario (36,77,78,117).

Existe evidencia en 1la literatura que afirma que las
gonadotropinas (11,147, los esteroides {(54) Yy algunos
factores celulares (68) interactuan para proporcionar las
condiciones esenciales durante la maduracién del ovocito
(11,54, 68,147).

Chian y Niwa (21,22), demostraron gue es necesaria la
presencia de las células del cumulus intactas en el ovocito
por lo menos durante las primeras 12 horas de la maduracidn
citoplasmédtica, ademids de que Yang y Lu (145) obtuvieron un
mayor porcentaje de desarrollc hasta la etapa de blastocisto
en ovocitos con las células del cumulus intactas. Sin
embargo, Hawk y col (51) observaron que los ovocitos bovinos
seleccionados pueden conservar su potencial de desarrollo al
ser liberados de las células del cumulus antes de la
maduracién in vitro. Las células del cumulus son consideradas
como un subtipo de las células de la granulosa Yy conservan
algunas de las propiedades fisioldgicas de estas células,
incluyendo la secrecién de esteroides (101).

Las células de la granulosa aparentemente mejoran la
adquisicién de la competencia en el desarrollo del ovocito
(37,114,117) .

Por el contrario, algunos autores argumentan que éstas
celulas secretan factores inhibidores de la meiosis y que
disminuyen el porcentaje de maduracién de ovocitos in vitro,
asi como también el desarrollo embrionaric (68,117).

Sin eﬁbargo, en trabajos recientes en donde se ha utilizado
éste tipo de células como co-cultivo en el medio de
maduracién in vitro se han obtenido excelentes resultados en
la produccidén de blastocistos (42,141,143,

9




Existen trabajos que han descrito la morfologia del ovocito
bovino posterior a la maduracidén in vitro, siendo la ideal la
de un ovocito con una masa de células del cumulus expahdidas
Yy claras; después de la fertilizacidén in vitro los ovocitos
con éstas caracteristicas muestran una alta proporcién en el
desarrollo embricnario en comparacidén a los ovocitos
desprovistos de éstas células o de aquellos que presentaron
las células del cumulus compactadas (11,44,52).

Prokofiev (101} concluye con base en el rendimiento de
embriones obtenidos, que el rango de tiempo en la maduracién
in vitro de ovocitos bovinos es entre 18 y 24 horas, pero
Monaghan (87) obtuvo mejores resultados con 24 horas de
maduracién.

Existe cierta flexibilidad en el -tiempo de maduracién, yva
gue se ha encontrado gue con 18 horas de maduracién in vitro
los resultades en el porcentaje de fertilizacién y en el
desarrollo embrionario son similares que si se mantienen 24
horas (44).

Monoghan (87) no encontré diferencia significativa en 1la
proporcidén de la divisién celular entre las 18 y las 24 horas
en la maduracidén in vitre, pero la produccién de blastocistos
fue mas alta en el periodo de 24 horas.

En la maduracién in vitro de los ovocitos bovinos se
realizan cambios bien definidos en las células del cumulus
que los rodean, éstas células presentan una masa esférica en
tres dimensiones y el ovocito da la apariencia de estar
flotando en el medio de maduracién (55).

La evaluacidén visual de la expansién de las células del
cumulus después de la maduracidén in vitro no indica que los
ovocitos hayan alcanzado la etapa de metafase II (88).

La evaluacidn de los ovocitos bovinos durante la maduracién

in vitro no se puede confirmar por la evaluacidn morfoldégica.




Por esto se han desarrollado técnicas especificas para

evaluar la maduracién nuclear y citoplasmatica (88,107).
Rose y Bavister (105), al igual que Moor y Trounson (88)
sugieren que para asegurar una maduraciédn in vitro normal del
ovocito, se requiere observar la capacidad de desarrollo del
embridén.

Wang (133) demostrd que una atmésfera de 5% de CO, es la
mejor para el desarrollo de embriones bovinos desarrollados
in wvitro, por lo que las condiciones de uso coman que
requieren los gametos, tanto masculinos como femeninos,
dentro de la incubadora son: 39°C de temperatura, 5% de CO, y
100% de humedad relativa (22,24,143). El1 ovocito es muy
sensible a los cambios de temperatura, por ello se recomienda
que su manipulacidén dentro del laboratoric se realice a una
temperatura entre 25 y 30°C (144). Otro factor gque se debe de
tomar en cuenta es el agua empleada para la preparacién de
les medios utilizados en este proceso, ésta debe estar libre
de sales y minerales, asi como de contaminantes, ya que
cualquiera de estos pudiera alterar las propiedades de las

sustancias que son utilizadas (44,46).

2.4 FERTILIZ ACION J N V722

La fertilizacidén in vitro se puede definir come un proceso
de interaccidn controlada entre ovocitos y espermatozoides en
medios de cultivo con el objeto de obtener embriones viables
(24).
Algunos de los usos mas importantes de la fertilizacién in
vitro son:
1) Producir grandes cantidades de embriones para su
comercializacién (24).

2) Desarrollar embriones de un valor genético superior para
la obtencién de animales destinades a la produccién
(24,89,129}.
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3) Obtener embriones en grandes cantidades para utilizarse
en diversas tecnologias como son el sexado (16,79),
clonacidén (3,134,140) y la ingenieria genética (43,67).

Esta técnica, se 1inicié principalmente en mamiferos de
laboratorio (12,20), por 1lo que los avances obtenidos en
especies domésticas de interés comercial son muy recientes,
ademas de que las metodologias utilizadas no estéan
completamente estandarizadas (66,135).

En 1977, Iritani vy Niwa {60) lograron la ©primera
fertilizacidén in vitro de ovocitos bovinos. Posteriormente en
1984, Brackett (10) logrdé el nacimiento del primer becerro
por fertilizacidén in vitro a partir de un ovocito ovulado in
vivo y fertilizado in vitro. Pero no fue hasta 1987 que Lu vy
col (77) pudieron obtener una de las primeras gestaciones
producidas totalmente in vitro utilizando las células del
oviducto como co-cultivo.

La técnica de fertilizacidén in vitro en ganado bovino se
basa en la obtencidén de un gran numero de ovocitos de una
vaca (43). Para que ésta técnica se pueda lograr, se han
descrito diferentes procedimientos que son de suma
importancia y que hay gue tomar en cuenta para los eventos
que se deben reproducir in ﬁitro, entre ellos se encuentran:
La maduracién de los ovocitos (13,52), la motilidad (71) y la
concentracidén de los espermatozoides (73), la capacitacidn
espermatica (96,113), la fertilizacién de los ovocitos
(2,63), el cultive (53) y co-cultivo (33,113) para el
desarrollo de 1los embriones hasta un estadio en el cual
puedan ser transferidos én fresco a un vientre receptor (42)
0 para su almacenamiento mediante congelacién (123}.

Estos procedimientos difieren fundamentalmente en el grado
de complejidad de los medios y técnicas de cultivo empleadas

en la fertilizacién in vitre {1,53),




Sin embargo, la principal limitante en el desarrollo de
ésta técnica, es que los ovarios obtenidos de rastro son de
baja calidad genética, por lo que su utilizacién se ve
reducida, salvo ejemplo de razas puras recuperables al
sacrificio (128,129).

Para obtener wuna alta proporcién de espermatozoides

méviles, el semen se puede someter a: 1) Lavado por medio de

centrifugacidén con dos gradientes de concentracién de
Pércoll, obteniendo con esto la separacidn de los
espermatozoides motiles de los inméviles (27,65,81). 2) La

técnica de Swim-up, la cual favorece la obtencidn de una capa
de espermatozoides libre de contaminantes Yy con una alta
motilidad (10,71,77). 3) Empleo de varios agentes quimicos en
los medios de fertilizacién in vitro, dando con esto un
incremento considerable en la motilidad espermatica y un
aumento en la frecuencia de penetracién en 1los ovocitos
(2,4,36,83); los agentes més empleados son la cafeina y el
que es una mezcla de penicilamina, hipotaurina Y epinefrina
(PHE) (2,14,48,84). '

Las concentraciones de semen utilizadas en la fertilizacién
in vitro en el ganado bovino varian de 0.5 a 5 millones de
espermatozoides por ml (11, 65,96,119), lo que se puede
€xpresar en una relacidén ovocito-espermatozoide de 1:10000-
20000 (52,81,147).

Ling (73) encontré que la concentracisén espermatica no
afecta el porcentaje de desarrollo, pero la cantidad de
blastocistos disminuye si la concentracidén espermatica es
mayor a 1.6 millones de espermatozoides por ml, lo cual puede
deberse a la poliespermia.

También se deben de tomar en cuenta los procedimientos para
la capacitacién espermatica, los cuales tienen como objetivo
simular los eventos que ocurren normalmente en el aparato

reproductor de la hembra.




De los diferentes métodos que se han evaluado para inducir
la capacitacidén espermatica en bovinos en la fertilizacién in
vitro, el que ha recibido mas atencidén es el empleo de 1los
glicosaminoglicanos (GAGS), sustanclas gue se encuentran en
el fluido del oviducto de la vaca en estro. Dentro de esta
familia de sustancias, la mas empleada es la heparina
(26,32,69).

Otra sustancia que se incluye rutinariamente en los medios
de capacitacién es la albUimina sérica bovina (BSA), la cual
tiene un efecto benéfico en la capacitacidén in vitro de los
espermatozoides (36,113).

Fukui (38,40} considera que las células del cumulus son
necesarias en la fertilizacién in vitro para maximizar la
incidencia de la reaccidén acrosomal, incrementadndose de esta
manera el porcentaje de ovocitos fertilizados.

Hawk y col (52) demostraron que el desprendimiento de las
células del cumulus del ovocito antes de la fertilizacién in
vitro incrementa la proporcidén de ovocitos fertilizados.

Algunos investigadores proponen que el tiempo de exposicién
de los espermatozoides con los ovocitos para la fertilizacidn
in vitro puede variar de 16 hasta 24 horas (54,77,87), sin
embargo se ha determinado que el tiempo dptimo de incubacién
para lograr un mayor porcentaje de ovocitos fertilizados es
de 24 horas (87).

Las anormalidades mds comunes que se presentan en la
fertilizacién in vitroe son la poliespermia y la
partenogénesis, ambas son propiciadas por los diferentes
tratamientos para inducir la capacitacidén espermatica in
vitro. Chikamatsu (123) observdé que existe una mayor
incidencia de poliespermia cuando el medio de capacitacién
contiene cafeina o iondéforos que cuando se utiliza heparina.

Se sabe que la partenogénesis en los ovocitos de bovine no
es frecuente, ya que esta descrito en la literatura que 1los
porcentajes van de 0 a 6% (39,60,71), a diferencia de lo que

sucede en otros vertebrados (44, 46).
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Hyttel (59} encontrd que el tiempo requerido para que'el
espermatozoide penetre en el ovocito durante la fertilizacién
in vitro es menor de 4 horas.

Una vez realizados estos procesos ambos gametos se
encuentran en condicicnes de interactuar bajo condiciones
controladas para llevar a cabo la fecundacién y comenzar el
desarrollo de la divisidén embrionaria, que concluird al cabo
de 7-9 dias después de la fertilizacién in vitro con la
obtencidén de una mérula o un blastocisto como producto final
del proceso (118,126},

Brackett en 1982 (9) fue el primero en lograr el nacimiento

de un becerro obtenido totalmente por medio de fertilizacién

in vitro.

25 DESARROLLO JN VIR

Con el propésito de propiciar el microambiente requerido
para favorecer el desarrollo de los embriones producidos in
vitro, se ha investigado el empleo de diferentes tipos de
células como éo—cultivo (33,36,142).

Algunos autores han empleado células epiteliales del
oviducto bovino {BOEC) {33,39,142), logrando que los
embriones lleguen hasta la etapa de blastocisto, otros lo han
logrado utilizando células de higado de rata Bufalo {BRLC)
(50,127,131) y algunos otros 1lo han'hecho con células de la
granulosa {(37,85,113).

Generalmente los ovocitos se conservan en el medio de
cultivo por un periodo de 7-9 dias, para que los embriones
se desarrollen hasta la etapa de mérula o de blastocisto
(24,44,95). Las divisiones celulares del embridén se realizan

en tiempos muy similares a los observados in viveo (44,46).
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El criterio empleado para la evaluacién de los embriones
producidos in vitro, tiene como referencia las
caracteristicas observadas en leos embriones in vivo,
obtenidos por superovulacién (34,44).

Existen diversos trabajos donde se mencionan las
diferencias que presentan los embriones producidos in vitro
contra los in vivo, y coinciden en afirmar que los embriones
obtenidos in vitro presentan los blastémeros con una
coloracidén mas obscura que los embriones producidos in vivo
(45,125) .

Las etapas de desarrollo del embrién bovino como sucede in
vivo, han sido exhaustivamente estudiadas, encontréndose gue
-después de la etapa de cigoto los embriones experimentan
varias divisiones mitéticas. El cigoto o etapa de una célula,
es bastante grande y tiene una baja proporcién
nucleo/citoplasma. Para alcanzar una proporcién similar a las
células somaticas experimenta divisiones celulares sin
aumento de la masa celular, a este proceso se le llama
segmentacidén (46). La primera divisién se puede observar
alrededor de las 30 horas y la segunda a las 40-42 horas
posteriores a la inseminacién (44, 98).

Las divisiones de segmentacién son siempre mitéticas Yy por
ello cada blastdmero (célula hija) recibe el juego completo
de cromosomas. Estas divisiones iniciales suelen ocurrir al
mismo tiempo en todos los blastémeros, pero la sincronizacién
se pierde inevitablemente y 1los blastémeros comienzan a

dividirse de manera independiente entre si (46).

26 CONGELACION DE EMMBRIONES

La congelacién es un complejo procese fisico-quimico de
transporte de calor y agua entre la célula y el medio gque la

rodea (46,111).
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El principio biolégico de la criopreservacién de embriones
estd caracterizado por su capacidad de disminuir de forma
reversible todos los procesos metabdélicos que tienen lugar en
las células, interrumpiendo la embriogénesis por periodos
prolongados sin afectar su viabilidad (44,112,116} .

La muerte durante el proceso de congelacidn es atribuida a
la reduccién del volumen de la célula por debajo de un limite
critico, donde la deshidratacién osmética provoca un estrés
que origina una pérdida de lipidos en la membrana celular
(44,111).

Whittingham en 1971 (137), realizé la primera congelacidn
de un embridén de mamifero, el cual fue hecho en ratones.
Wilmut y Rowson en 1973 (139) fueron los. primeros en
demostrar que los embriones de ganado bovino pueden
sobrevivir a la congelacién.

Las técnicas para la criopreservacién y el mantenimiento de
los embriones producidos in vivo a bajas temperaturas se han
ido desarrollando en gran medida para diferentes especies de
mamiferos, asi tenemos que\éstas préacticas se han realizado
exitosamente en ratas (138), ratones (137), cecnejos (115),
borregos (B82), cabras (92), gatos (30), cerdos (63), caballos
(57,58) y en ganado bovino (28,139).

El desarrollo que se pueda obtener en la congelacién de los
embriones producidos in vitro es muy importante para el
avance en la'aplicacién comercial de esta técnica (44,46).

La congelacidén de embriones producidos in vitro se ha
podido desarrollar en ganado bovino (81,113,126),
informandose en el afio de 1990 el nacimiento en 1987 de los
primeros becerros producidos por ésta técnica, congelados y
descongelados en glicerol (36).

Los crioprotectores intracelulares protegen a las células
de los efectos daninos de la alta concentracién de soluto
producido en el medio exterior durante la congelacién

(110,112).
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Los mecanismos de accién de los crioprotectores no estan
bien entendidos, sin embargo, los  efectos protectores de
estas sustancias pudieran ser (91,112):

l.- Disminuir la temperatura a la cual ocurre la
congelacidn intracelular. )

2.~ Estabilizar las membranas celulares para reducir el
dafioc durante la congelacién y descongelacién.

3.~ Reducir la formacién de hielo intracelular.

En todo el mundo se han desarrollado una gran variedad de
técnicas para la congelacién de embriones producidos in
vitro. Existen trabajos donde se compara la eficacia de la
congelacién utilizando diferentes concentraciones (118,121) vy
diferentes combinaciones de crioprotectores (35,97,122,123),
por lo que el desarrollo y adaptacién de esta técnica, podria
emplearse para aumentar la poblacién de ganado bovino en poco
tiempo, de forma econdémica y eficiente. (104,118).

En la descongelacién de embriones producidos in vitro, es
decir, en los procesos para su rehidratacién, también se han
descrito diferentes técnicas. Asi tenemos que existen
procedimientos de transferencia directa (81) o los que
contemplan uno (26,81,113,118), dos (35) © mas pasos
consecutiveos (41,48) para lograr la rehidratacién de 1los
embriones, causandoles el menor dafio posible.

Las tasas de supervivencia de los embriones bovinos
fertilizades in wvitro, congelados y descongelados son
afectadas al igual que en los embriocnes obtenidos in vivo,
por el grado de calidad (116), el estadio de desarrollo (47),
el crioprotector utilizado (18), el método de agregacidn del
crioprotector y su remocidén (19), asi como el método de
congelacién empleado (62).

La facilidad para transferir embriones directamente en las
hembras receptoras después de su descongelacién facilita el
comercio de embriones, ya que estos se pueden producir en

grandes cantidades por medio de la produccidén in vitro (130).
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El glicerol és el crioprotector que mas se ha utilizado en
la congelacidén comercial de embriones bovinos obtenidos in
vivo o producidos por fertilizacién in vitro, ya gque permite
obtener un elevado porcentaje de viabilidad (16,26,97).

Su desventaja radica en el tiempo que se emplea para
eliminarlo de 1la célula, ya que posteriormente a 1a
descongelacién hay que exponer el embrién en varios pases de
soluciones con concentraciones descendentes de glicerol para
su rehidratacién, ademéds se tiene que observar al microscopio
y colocar en otra pajilla para su transferencia a un vientre
receptor (130).

Esto origina problemas de organizacién cuando se tienen que
descongelar y transferir una gran cantidad de embriones en un
s6lo dia. Por el contrario, cuando sélo se requiere
descongelar y transferir unos cuantos embriones se pierde
mucho tiempo en el proceso de rehidratacidn (130).

El que los embriones no requieran de un complejo proceso de
rehidratacién para su transferencia, permite que cada embrién
sea descongelado y rehidratado con un minimo de tiempo y
equipo, ya que no se necesita un laboratorio para llevar a
cabo este procedimiento (130).

Voelkel y Hu (130,131) encontraron que el etilén glicol es
un crioprotector efectivo para los embriones de bovino
producidos in vivo, ademids de que permite su rehidratacién
directamente en el medio de transferencia.

Leibo y Loskutoff (70) encontraron que el porcentaje de
supervivencia de los embriones producidos in vitro,
congelados en etilén glicol fue casi igual a los embriones
producidos in vivo pefo congelados en glicerol, el cual es el
crioprotector tradicionalmente empleado en la congelacidén de
embriones in vivo.

También el porcentaje de prefiez ha sido mas alto utilizando
etilén glicol que con el uso de otros agentes
crioprofectores, ademas de que los efectos téxicos del etilén
glicol asociados con la congelacién son menores (118).
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El dominio que se obtenga en el desarrollo de la técnica de
produccién de embriones in vitro congelados Yy descongelados
con un proceso simple de rehidratacién, aunade a 1la
transferencia de embriones puede crear un amplio mercado en
donde los propietarios de ranchos puedan comprar embriones
congelados para su transferencia directa, en forma similar a

la que se hace hoy en dia con el semen congelado (44,130).
27 TRANS FERENCIA DE EMBR2IONES

La transferencia de embriones se puede definir como la
téecnica por medioc de la cual los embriones obtenidos por
coleccidn de una hembra donadora o por fertilizacién in vitro
son colocados en el utero de otra hembra de la misma especie,
la cual funciona como madre sustituta, en donde el embridén
continla su desarrollo hasta su nacimiento.

La primera transferencia de embriones que se hizo con éxito
fue en 1890 por Walter Heape en conejos y la primera
transferencia en bovinos se informé en la Unién Soviética en
1951 (Citado por 80).

El desarrollo de la transferencia de.embriones junto con la
fertilizacién in vitro han dado como resultado el nacimiento
de becerros (10,35,48,76), lo que ha permitido acelerar el
proceso de mejoramiento genético de un hato reduciendo el
intervalo generacional (74).

Existen tres técnicas para la transferencia de embriones,
de las cuales dos son gquirtirgicas y una no quirdrgica.

La primera técnica que se utilizé fue hecha por laparotomia
media ventral la cual involucra anestesia general del animal
receptor, por lo que se requiere de preparar guirtdrgicamente

la zona de la linea media justo antes de la glandula mamaria.
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Ademas se  tiene gue realizar invasién de la cavidad
abdominal para lo cual se requiere de instalacicnes, equipo vy
personal altamente calificado, por lo gue en la actualidad
sb6lo se utiliza con fines de investigacién (80).

La otra técnica quirurgica se realiza por medio de
laparotomia por uno de los flancos del animal, para lo cual
se necesitan realizar bloqueos epidurales, paravertebrales Y
regionales, por lo gque se puede realizar en clinicas de
campo; la principal desventaja al igual que la técnica
anterior es que se necesita personal calificado vy equipo de
cirugia para poder realizarla (80}.

La tercera y la m&s utilizada actualmente es la técnica de
transferencia no quirtrgica o transcervical, ya que con ésta
técnica no se requiere de instalaciones y material especial,
ademas de qﬁe no se expone a la receptora a ninguin tipo de
cirugia, por lo que se puede realizar a nivel de campo.
Dentro de sus mayores ventajas se pueden contar que tiene un
menor costo que las anteriores, ademids de que el tiempo
requerido para realizarla es muy corto. La desventaja mas
comin gque se encuentra con esta técnica es gue existen
animales en los cuales és muy dificil poder atravesar el

cérvix y en algunas ocasiones practicamente imposible (80).
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IV VAT ERJAL Y YDETODOS

31 LOCALVE ACION

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Fertilizacién
In Vitro del Departamento de Reproduccién de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional

Autdénoma de México.

32 COJLECCION DE OVARJIOS

Los ovarios se obtuvieron de vacas sacrificadas en rastros
del Estado de México (Tlanepantla, Temamatla y Cerro Gordo),
sin importar la raza, edad, condicidén corporal, ni el estado
reproductive de los animales.

Una vez sacrificado el animal, se obtuvieron los ovarios vy
se colocaron dentro de bolsas de plédstico con cierre
hermético conteniendo Solucidén Salina Fisioldgica (SSF) al
0.9%  (ANEX0-9.1)  adicionada con 1% de penicilina-
estreptomicina (P-~E) (41,122) (ANEX0-9.2). Posteriormente las
bolsas con los ovarios se colocaron dentro de un termo y se
transportaron al laboratorio, a una temperatura ambiente
promedio de 25-30°C (24,51,77). El tiempo que se empled desde
la muerte del animal hasta su procesamiento en el laboratorio
fue de 90 a 180 minutos, lo cual se encuentra dentro de los

limites de tiempo utilizados por otros autores (22,51,144).

33 OB7ENCION Y CUASIFAICACION DE
LS OVOCI70OS

Una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados dos
veces con solucidén salina fisioldgica a una temperatura de

25-30°C (24,51,77).
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Los ovocitos se colectaron de los foliculos que median
entre 2-7 mm de didmetro, por medio del método de aspiracién
y posteriormente 'por diseccidén del ovario (107,136). La
aspiraéién se realizd con una jeringa hipodérmica de plastico
(Air-Tite) de 5 ml y una aguja calibre 18 con una longitud de
1.5 pulgadas (13,60,121). Una vez lavados los ovarios se
secaron con una toalla de papel absorbente. Se tomd al ovario
con una mano, procediendo a la puncidén de los foliculos con
la jeringa sostenida en la otra mano. La puncién y aspiracién
del liquido folicular se realizd desde el interior del ovario
evitando gque la aguja rompiera la pared externa del foliculo,
lo cual previene la pérdida de los ovocitos con la salida del
liquido folicular (44). Al concluir la aspiracién de todos
los ovarios, el 1liquido se colocdé en tubos coénicos de
pléastico de 50 ml dejandose reposar durante 15 minutos para
permitir la sedimentacidén de los ovocitos (24,52,53).

La diseccidén del ovario se realizd posterior a la
aspiracién, para este procedimientc se tomdé a cada ovario
individualmente con una pinza y con una hoja de bisturi
sostenida con otra pinza se realizaron los cortes en toda la
superficie del ovario (excepto los foliculos mayores a 7 mm y
los cuerpos luteos), 1la suﬁerficie.de los cortes hechos se
lavé con solucién TL-HEPES (5) (ANEX0-9.3) a una temperatura
de 25-30°C (77,121), empleando para esto una jeringa
hipodérmica de pléstico de 5 ml y una aguja calibre 18 con
una longitud de 1.5 pulgadas (14,54,122), a fin de colectar
los ovocitos.

El sedimento obtenido de la aspiracién, asi como el liguido
obtenido del lavado se colocaron en cajas de Petri y los
ovocitos fueron localizados bajo un microscopio
estereoscépico a un aumento de 20-60x, en el interior de una

campana de flujo laminar (9,24).
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Lés ovocitos se seleccionaron para su cultivo, asegurandose
de su calidad en base a su apariencia morfolégica y 1la
cantidad de capas de c¢élulas del cumulus adheridas en su
contorno (24,81,84). S6élo los ovocitos que tuvieron intacta
la zona pelicida y que estaban rodeados por dos o mas capas
de células del cumulus compactas Y que tenian el citoplasma
finamente granulado y homogéneo se utilizaron para el proceso
de maduracidén (22,24,41). Esto quiere decir - que sdlo se
utilizaron los ovocitos de categoria 1 y 2 segun la
clasificacidén de De Loos (25).

Para la manipulacién de los ovarios se utilizaron guantes
estériles de latex, asi como ropa limpia y apropiada para
evitar la contaminacién, tanto del personal come de los
medios de cgltivo. Ademds, todo el material que se empleéd
durante las diferentes etapas del manejo se encontraba

estéril.

34 YDADURACJION IV V72O DE
OVOLCIT7TOS

Los ovocitos seleccionados para el proceso de maduracién in
vitro, se lavaron dos veces con solucién TL-HEPES a una
temperatura de 25-30°C (26,52).

Una vez lavados, se colocaron en una caja de cultivo de 4
pozos (Nunc well), que contenia 500 microlitros (nl) del
medio de maduracidén (48) {ANEX0-9.4), depositandose de 20 a
30 ovocitos en cada uno de los pozos (24).

El medio wutilizado para la maduracién in vitro fue
equilibrado dentro de la incubadora 2 horas antes de colocar
los ovocitos en el mismo (14, 36).

La caja de cultivo con los ovocitos se colocé dentro de una
incubadora con la finalidad de que las condiciones

ambientales fueran constantes.
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Para su mwaduracidén, los ovocitos se mantuvieron por un
periodo de 24 horas a una temperatura de 39°C, con una

atmosfera gaseosa de 5% de CO2 y con una humedad relativa del

100% (14,22,36,54).

35 COULECCION DE LAS CELULAS DE LA
GRANULOSA

Al mismo tiempo que se seleccionaron los ovocitos para su
maduracion, se prepard la monocapa de co-cultivo con células
de la granulosa, las cuales son necesarias para este paso y
para el del desarrclle in vitro de los embriones {37,85).

Las células de la granulosa se obtuvieron a partir del
sedimento obtenido del liquido folicular aspirado
(53,72,117). Para su lavado las células se colocaron en un
tubo cénico de pléstico de 15 ml (para centrifuga) con medio
de maduracién y se centrifugaron 3 veces a 300 g durante 10
minutoé (72,117).

El sobrenadante se eliminé y el paguete conteniendo 1las
células de la granulosa se resuspendid en 500 Bl del medio de
maduracién. Posteriormente se procedié a observar su
viabilidad por medio de tincién en una solucién de tripan
azul {76) (ANEX0-9.5) y finalmente se calculd su

concentracién por medio del hemocitémetro de Spencer (72). En

cada uno de los pozos con los ovocitos, se colocaron 1 x 106
células (117).

Estas mismas células se utilizaron para desarrollar la
monocapa de co-cultivo que posteriormente seria utilizada en

la etapa de desarrollo in vitro de los embriones.

Para este paso se resuspendieron 1 x 109 células en 500 el
del medio de desarrollo (48) (ANEX0-9.6) en otra caja de 4
pozos que se colocd dentro de la incubadora con las

condiciones descritas anteriormente (117).
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El medio de desarrollo de estas células se reemplazé a las
48 horas con medio nuevo el cual fue previamente equilibrado

dentro de la incubadora por un periodoc de 2 horas (14).

36 SERTILIZSACION I V2RO DE
OVOCI7TOS

Después de 24 horas en el medio de maduracién, los ovocitos
se evaluaron en el microscopio estereoscdpico a un aumento de
40-60x para observar la expansién de las células del cumulus
(9,24). Los ovocitos con células expandidas se sometieron a
la técnica de fertilizacidén in vitro. La cual se realizd en
cajas de cultivo de 4 pozos, conteniendo 500 pl del medio de
fertilizaciéﬁ {6) (ANEX0-9.7), el cual fue equilibrado por 2
horas incubindose en las condiciones ya descritas (14).

Antes de ser transferidos a la caja con el medio de
fertilizacién, 1los ovocitos se lavaron dos veces en este
mismo medio. .

Para realizar la fertilizacién in vitro, se utilizé semen
congelado, proveniente de un toro de fertilidad probada. La
pajilla se descongeld en bafio Maria a 35°C por 30 segundos
(32, 44).

Una vez descongelado el semen se procedid a evaluar su
motilidad progresiva en un microscopio 6éptice, midiendo el
porcentaje de motilidad (96). Sélo las muestras que tenian
50% o mas de motilidad fueron utilizadas (71}.

Para separar los espermatozoides vivos de los muertos, el
semen se colocd en un tubo cénico de plastico de 15 ml
conteniendo dos gradientes de concentracién de Percoll: 90%
(ANEXO-9.8) y 45% (ANEX0-9.9) y se centrifugd a 700 g por 30
minutos (48,65). |
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Una vez terminada la centrifugacién, se desechd el
sobrenadante y el ©paquete con los espermatozoides se
resuspendid en 250 pl de medio SPERM-TL (96) (ANEX0-9.10), a
una temperatura de 37°C y un pH de 7.4. A continuacién se
procedid a calcular su concentracién por medic del método del
hemocitémetro de Spencer (35,48).

Posteriormente en cada uno de los 4 pozos de la caja de
cultivo que contenia 500 pl del medio de fertilizacidn, se

colocaron de 20 a 30 ovocitos expandidos y se les adicionaron

1 x 106 espermatozoides, 20 pl de PHE (84) (ANEX0-9.11) y 20
pl de heparina (48,84,129) (ANEX0-9.12). La caja se colocéd
dentro de la incubadora por 24 horas (41), para
posteriormente realizar el cultivo in vitro de los embriones.

Como en los pasos anteriores el medio utilizado se
equilibré dentro de la incubadora por un periodo de 2 horas

antes de realizar la fertilizacién in vitro (14).

3.7 CULTIVO JNN VPR DE EYNBR2IONES

El cultivo in vitro de los embriones se realizd en una caja
de 4 pozos, cada uno de los cudles contenia 500 pl de medio
de desarrcllo y la monocapa de células de la granulosa como
co-cultivo que se prepard 72 horas antes (14).

Después de 24 horas en el medio de fertilizacién y antes de
ser colocados en el medio de desarrollo, los embriones fueron
removidos y se lavaron 2 veces con este medio para eliminar
los espermatozoides (44). En esta etapa de desarrollo,
permanecieron de 7 a 9 dias, reemplazando la mitad del medio
cada 48 horas (24,41).

Al final de este proceso, se evaluo el grado de desarrollo
y calidad que alcanzaron los embriones, segin el numeroc de
divisiones que tenian en ese momento (24), de acuerdo a la

tecnica descrita por Dorn y Kraemer (29) para embriones
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obtenidos in vivo, separando las mérulas y blastocistos para
someterlos a la técnica de congelacién de embriohes.

Este procedimiento se realizd con un microscopio
estereoscdpico a un aumento de 40-60x en la campana de flujo

laminar (9,24).

38 COWNGELACION V DESCONCELACION
DE LOS EMMBRIONES PRODUCIDOS JN
Yoo

Después de 7 a 9 dias en cultivo, sélo los embriones que se
encontraron en estadio de mérula y blastocisto fueron puestos
en una caja de Petri, en la cual se colocaron 100 nl de medio
para transferencia de embriones (BIOLIFE, AGTECH INC. #CAT.
Cl5), el cual se encontraba a una temperatura de 25-30°C
(18,19,26).

Para la congelacién de los embriones se utilizé una
congeladora manual y semiautomatica disefiada por Robertson,
la cual se basa en un vaso de Dewar de cuello ancho y de
aspecto cromado (plateado), el cual se llend con nitrégeno
liquido y un segundo vaso de Dewar (cristal), al cual se le
agregaron 500 ml de etancl absoluto y que se sumergid en el
nitrdgeno liquido contenido en el primer vaso (Figura 1).

Este vaso de cristal tiene una doble pared entre la cual
hay un espacio sellado al vacio, lo que permite que el
descenso de la temperatura del etanol sea lento, manteniendo
el ritmo de congelacidén deseado. Ademds, se utilizéd una bomba
eléctrica para burbujear aire al alcohol etilico y asi
homogeneizar su temperatura dentro del vaso de cristal.

La temperatura se controld con la ayuda de dos termémetros
digitales, los cuales tenian la capacidad de medir un rango
de temperatura de 300°C a -45°C; éstos fueron colocados

dentro del vaso de cristal.
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El empleo de los dos termdémetros fue para prevenir la falla
de alguno de ellos, ya que una vez iniciado el procedimiento
de congelacidn, éste no puede suspenderse, pues causaria dafo
a los embriones.

Por medio de una pinza se fijé en el interior del vaso de
cristal la manguera de la bomba de aire y el polo de cada uno
de los dos termémetros. Estos polos se colocaron a la misma
altura que se encontraban los embriones dentro de las
pajillas.

El ritmo de descenso de la temperatura se pudo ajustar de
diferentes formas: 1) Incrementando o© disminuyendoe 1la
cantidad de etanol en el vaso de cristal; 2) Sumergiendo o
sacando el vaso de cristal del vaso plateado o 3)
Incrementando o disminuyendo la cantidad de aire inyectada

por la bomba dentro del etanol.
3.8.1 Congelacion

l.- Los embriones se lavaron 7 veces en el medio para
transferencia.de embricnes, a temperatura ambiente de 25-30°C
(18,26,97).

2.- Se procedié a evaluar los embriones en el microscopio
estereoscoépico a un aumento de 40-60x, los cuales se
encontraban en el medio descrito anteriormente, para
determinar y calificar su grado de calidad y de desarrollo
(9,24).

3.- Posteriormente se formaron 2 grupos experimentales., El
primer grupo de embriones fue congelado utilizando .glicerol
como agente crioprotector (grupo testigo}) y el segundo fue
congelado utilizando etilén glicol (grupo experimental).

4.- Los embriones del grupo testigo, se expusieron a una
solucién al 1.4 M (10%) de glicerol (AGTECH INC. #CAT. C17)
por 10 minutes a temperatura ambiente de 25-30°C para
estabilizarlos (26,36).
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5.- Los embriones del grupo experimental, se expusieron a
una solucidén 1.5 M de etilén glicol (AGTECH INC. #CAT. C18)
por 10 minutos a temperatura ambiente de 25-30°C para
estabilizarlos (19,113).

6.- Posteriormente, los embriones de ambos grupos se
colocaron individualmente en pajillas francesas de plastico
de 0.25 ml (36,113) previamente identificadas segin 1lo
establecido en el Manual de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS). (Figura 2)

El llenado de las pajillas se hizo de la siguiente manera,
dependiendo del crioprotector utilizado.

A)Para el grupo testigo (glicerol): Se aspirdé una columna
de glicerol de 3.5 cm, después se colocd una burbuja de aire
de 1 cm. Posteriormente se aspiré otra columna de 4 cm de
glicerol con el embrién, seguido de otra burbuja de aire
igual a la anterior y al final otra columna de glicerol del
mismo tamafio que la primera (97). (Figura 3)

B)Para el grupo experimental (etilén glicol}: Se aspiréd una
columna del medio de transferencia.de embriones de 2.5 cm,
después se dejo una burbuja de aire de 1 cm. Posteriormente
se colocé otra columna del medio de transferencia del mismo
tamano gque la anterior y otra burbuja de aire de 1 cm.
Enseguida se aspird una columna de 2.5 cm de etilén glicol al
1.5 M con el embridn, seguido se colocd otra burbuja de aire
del mismo tamafio que las anteriores y al final otra columna
del medio de transferencia igual a 1las dos primeras (8).
(Figura 4)

7.- Una vez terminado el procedimiento anterior, 1las
pajillas se sellaron con alcohol polivinilico y se marcaron
con diferente color dependiendo el estado de desarrollo del
embrién, esto se hizo para facilitar el manejo vy la
identificacién de los embriones en el momento de la
descongelacién (116). Finalmente se procedidé a bajar la

- temperatura.
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8.- Las pajillas con los embriones se colocaron durante dos
minutos directamente en la congeladora para que los embriones
dentro de las pajillas se equilibraran a la misma temperatura
(-7°C). Después de 2 minutos, se indujo la cristalizaciédn del
medio en forma manual, colocande unas pinzas metdlicas
previamente enfriadas con nitrégeno liquido sobre la marca de
la pajilla en un punto alejado del embrién y a nivel del
menisco (35). Después de verificar que todas las pajillas se
habian cristalizado, se mantuvo la temperatura de -7°C por 10
minutos (8,19,36,113).

Posteriormente la temperatura se bajé paulatinamente a un
ritmo de -0.3 a -0.5°C por minuto, hasta llegar a los =-35°C
(8,36,113).

9.- Por ultimo, al alcanzar la temperatura de -35°C, las
pajillas se sacaron de 1la congeladora y se introdujeron
directamente en nitrégeno liquido para almacenarse en un
termo a -196°C (8,36,110,113).

7.8.2 Descongelacion

1.- Inmediatamente después de sacarse del termo con
nitrégeno liquido, las pajillas se mantuvieron al aire por 10
segundos a una temperatura de 25-30°C y después se colocaron
en bafic Maria a 35°C, hasta que se descongelaron (20
segundos) (8,49). Con este procedimiento se evita que la zona
pelicida del embrién se rompa y por lo tanto aumenta la
viabilidad de los embriones mejorandec la fertilidad (102).

2.- La remocidédn del glicerol para rehidratar los embriones
del grupo testigo, se hizo en 3 pasos. En cada uno de ellos,
los embriones permanecieron en el medio indicado por. 5
minutos a una temperatura de 25-30°C (41).

A) Los embriones se colocaron en una soluciédn de 6% de
glicerol més 10.3% de sacarosa (AGTECH INC. #CAT. C19).
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B) Después los embriones se colocaron en una solucién de 3%
de glicerol mds 10.3% de sacarosa (AGTECH INC. #CAT C19).

C) Posteriormente los embriones se colocaron en una
solucién libre de glicerol con 10.3% de sacarosa (AGTECH INC.
#CAT. C19).

D} Por ultimo los embriones se colocaron en el medio de
transferencia de embriones. -

3.- Los embriones del grupo experimental (etilén glicol),
se colocaron directamente en el medio de transferencia de
embriones, a temperatura de 25-30°C.

4.- Para la evaluacién post-descongelacién de los embriones
de ambos grupos, éstos- permanecieron en el medio de
transferencia de embriones, a una temperatura de 25-30°C.

Una vez descongelados, se procedié a observarlos al
microscopic estereoscépico a un aumentc de 40-60x (9,24},
para evaluar su grado de calidad y desarrollo. Lo anterior se
realizé de acuerdo a la técnica descrita por Dorn y Kraemer

(29) para embriones producidos in vivo.

3.9 DESARROLLO VA W7D  DE
EYDBRIONES POST-DESCONCGELACION

Posteriormente a la evaluacién, los embriones se cultivaron
por 24 horas en el medio de desarrollo con células de la
granulosa como co-cultivo. Las condiciones de cultivo fueron:
Temperatura de 39°C, humedad relativa de 100% y una atmésfera
de 5% de COp, como ha sido descrito (22,113,143).

Una vez transcurrido éste periodo de incubacién, los
embriones se colocaron en medio de transferencia de
embriones, a una temperatura de 25-30°C vy se procedid a
realizar su evaluacién microscépica, contabilizando 1los
porcentajes de embriones normales o con cambios degenerativos

aparentes.
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Se consideré como un embridén viable, aquel que tenia
evidencia de haber avanzado en su desarrollo (97), es decir,
los que se encontraban en estadio de mérula y lograron pasar
a blastocisto, asi como los estadios de blastocisto que

lograron eclosionar. .

L

310 TRANSFERENCIA DE  EYMVBRIONES
POS7T-DESCONGCGELACION

Previa palpacién rectal de la vaca receptora para localizar
el ovario que presenté cuerpo luteo, se procedié a rasurar,
lavar y desinfectar la regidén comprendida entre la pentltima
vértebra sacra y la quinta coccigea.

Posteriormente se administré una dosis de 0.5-0.7 ml de
propiopromacina (combelen) por via endovenosa para
tranquilizar al animal y otra de 4-6 ml de procaina al 2% por
via epidural, para eliminar los movimientos peristalticos del
recto. Posteriormente se lavé con agua y jabdén la regidén
perivulvar (80).

Una vez que el embrién fue descongelado y evaluado se
aspirdé con medio de transferencia de embriones en una pajilla
de 0.25 ml, 1la cual se colocdé en una pistola para
transferencia de embriones con funda de plastico y punta
metalica con dos salidas laterales, y sobre ésta una camisa
sanitaria de plastico (80) (Figura 5).

Unicamente en el caso de los 25 embriones del grupo
experimental (etilén glicol) que se transfirieron
directamente a vacas receptoras, no se realizé su evaluaciédn
post-descongelacién.

Posteriormente se realizé la transferencia no guirurgica,
procediendo a abrir los labios vulvares para evitar que la

pistola se contaminara al entrar a la vagina.
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Una vez en el cérvix se rompié la camisa sanitaria para que
s6lo la pistola pasara el cérvix, evitando con esto cualquier
tipo de contaminacidén que se hubiera arrastrado de la vagina.

Una vez atravesado el cérvix, se dirigié la pistola hacia
el cuerno uterino en cuyo lado previamente se detectd el
cuerpo -luteo (76,77,81,97) y se guid suavemente hasta el
tercio anterior del mismo, teniendo cuidado de no lesionar el
endometrio. Cuando la punta del aplicador se colocé en el
sitio indicado, se empujd el émbolo de la pistola para
depositar el embrién (80) (FIGURA 6).

El diagnéstico de gestacién se realizdé el dia 21 post-
transferencia unicamente en las vacas que no repitieron
estro, por medioc de radioinmunoandlisis (RIA)} de progesterona
en sangre (81,142). Se considerd una hembra como gestante

cuando las concentraciones de progesterona fueron mayores o
iguales a 1 ng/ml y no gestante con concentraciones menores a
1 ng/ml. El diagnéstico se confirmé el dia 65 de gestacioén

por medio de ultrasonido de tiempo real (142), observando la

presencia de placentomas o del producto.
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VYV ANALISIS ESTADISTICO

Se compard el porcentaje de embriones desarrollados in
vitro después de la descongelacidén de cada uno de los grupos,
utilizando una prueba de homogeneidad (ji-cuadrada). De 1la
misma manera se compard el porcentaje de fertilidad entre los
dos grupos (94).

Para calcular el porcentaje de embriones desarrollados in
vitro post-descongelacién, se considerdé el numero de los
embriones gque se encontraban en estadio de mérula y lograron
pasar a blastocisto y los gue se encontraban en estadio de
blastocisto que lograron eclosionar.

Para calcular el porcentaje de fertilidad, se considerd el

nimerc de - becerros nacidos para cada uno de los

crioprotectores.
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Vi RESULT ADOS

Utilizando las técnicas combinadas de aspiracién Yy
diseccidén de ovocitos, en doce colectas se logré obtener un
total de 1597 ovocitos a partir de 214 ovarios, lo cual
representd un promedio de 7.5 ovocitos de calidad 1 y 2 por
ovario (Cuadro 1).

De los 1597 ovocitos obtenidos se logrd la maduracién in
vitro de 1331 (83.34%), resultando fertilizados in vitro 575
ovocitos (43.20%). De éstos 575 se desarrollaron in vitro 65
mérulas (11.3%) y 24 blastocistos (4.18%), para una
eficiencia final de 15.48% (Cuadros 2,3,4).

Los 89 embriones logrados (65 mérulas y 24 blastocistos),
fueron congelados en 2 grupos: En el grupo A: 64 embriones
(45 mérulas y 19 blastocistos) se congelarén con etilén
glicol al 1.5 M; mientras que en el grupo B: 25 embriocnes (20
mdérulas y 5 blastocistos) se congelardn con glicerol al 1.4 M
(10%). (Cuadro 5).

51 GRUPO 1: Embriones descongelados y transferidos

Un tofal de 36 embriocnes, 25 del Grupo A (19 mérulas y 6
blastocistos) y 11 del Grupo B (7 mbérulas ¥y 4 blastocistos),
se transfirieron por la técnica no quirtrgica a 36 vacas
receptoras.

De las 36 vacas que fueron transferidas, uUnicamente 3 de
ellas no repitieron calor a los 21 dias post-transferencia,
por lo que se les tomé una muestra sanguinea para medir los
niveles de progesterona plasmatica (RIA). Las 3 vacas
muestreadas tuvieron niveles superiores a 1 ng/ml por lo gue
se consideraron como gestantes.

Para confirmar el dignéstico de gestacién de los 3 animales
se procedidé a realizar el ultrasonido, observandose solamente

en dos de ellas los placentomas y el producto.
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Del total de embriones transferidos del Grupo A, se
obtuvieron 2 nacimientos (8%); mientras que de los embriones

del Grupo B, no se obtuvo ninguno (0%) {(Cuadro 6).

5.2 GRZAPQO 2: Embriones descongelados y desarvollados in vitro

De los 53 embriones restantes, 39 del Grupo A (26 mérulas y
13 Dblastocistos) y 14 del Grupo B {13 mérulas y 1
blastocisto), se sometieron a desarrollo in vitro. Del total
de embriones del Grupo A expuestos a desarrollo in vitro, se
obtuvo desarrcllo en 27 de ellos (69.23%); mientras que de
los embriones del Grupo B, sbélo desarrollaron 5 (35.71%)
{Cuadro 7).

CUADRO 1:Ntmero total y promedio de ovocitos colectados.

OVOCITOS COLECTADOS
COLECTA| OVARIOS [ OVOCITOS
1 25 157
2 20 150
3 16 98
4 26 190
5 14 126
6 20 276
7 6 48
8 4 78
9 20 100
10 34 185
11 20 128
12 9 61
TOTAL 214 1597
PROMEDIO OBTENIDO 7.5
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CUADRO 2: Ntmero total y porcentaje de ovocitos madurados in vitro.

COLECTA | NUMERO DE EXPANDIDOS
NUMERO OVOCITOS | NUMERO %
1 157 135 86

2 150 111 74

3 a8 88 90

4 190 162 85

5 126 116 92

6 278 225 82

7 48 34 71

8 78 62 79

9 100 76 76

10 185 154 83

11 128 122 85

12 61 46 75

TOTAL 1597 1331 83.34

CUADRO 3: Numero total y porcentaje de ovocitos fertilizados in vitro.

COLECTA | NUMERO DE FERTILIZADOS
OVOCITOS

NUMERC |EXPANDIDOS| NUMERO %
1 135 76 ' 56

2 111 24 22

3 88 28 32

4 162 77 48

5 116 71 61

6 225 98 44

7 34 21 82

8 62 27 44

9 . 16 21 28

10 154 55 36

11 122 54 44

12 46 23 50

TOTAL 1331 575 43.2
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CUADRO 4: Numero total y porcentaje de embriones desarrollados in
vitro, segin la etapa de desarrollo alcanzada.

COLECTA| NUMERO DE DESARROLLADOS
OVOCITOS

NUMERO JFERTILIZADOS | TOTALES % MORULAS % BLASTOS. %
1 76 2 3 0 0 2 3
2 24 1 4 0 0 1 4
3 28 2 7 0 0 2 7
4 77 10 13 7 8 3 4
5 71 5 7 3 4 2 3
6 88 16 16 16 16 0 0
7 21 7 33 4 19 3 14
8 27 10 37 8 30 2 7
9 21 4 19 0 0 4 19
10 55 13 24 11 20 2 4
i 54 9 17 6 11 3 6
12 23 10 43 10 43 0 v

TOTAL 575 89 15.48 65 11.3 24 4,18

CUADRO 5: Ntmero de embriones congelados, segun la etapa de
desarrollo alcanzada y crioprotector utilizado.

COLECTA DESARROLLADOS CONGELADOS _
ETILEN GLICOL GLICEROL
NUMERO | MORULAS | BLASTOS. | MORULAS | BLASTOS. | MORULAS | BLASTOS.
1 ¥ 2 0 2 0 0
2 0 1 0 0 0 1
3 0 2 0 2 0 0
4 7 3 0 0 7 3
5 3 2 3 2 0 0
6 16 0 16 0 Q 0
7 4 3 4 3 0 0
8 8 2 8 2 0 0
9 0 4 0 4 0 0
10 11 2 11 2 0 0
11 6 3 3 2 3 1
12 10 0 0 0 10 0
TOTAL 65 24 45 19 20 5

39




CUADRO 6: Nacimientos logrados de los embriones transferidos, segin
la etapa de desarrollo alcanzada y crioprotector utilizado.

TRANSFERENC!A DE EMBRIONES

ETILEN GLICOL GLICEROL
TRANSFERIDOS NACIMIENTOS LOGRADOS TRANSFERIDOS NACIMIENTOS LOGRADOS
MORULAS [BLASTOS.| MORULAS | BLASTOS. | MORULAS [ BLASTOS. | MORULAS BLASTOS.
19 6 2 0 7 4 0 0

% DE NACIMIENTOS

2126

8.00a

% DE NACIMIENTOS

0/11

0.00a

a.- Valores de columna con la misma literal no son diferentes estadisticamente (P>0.05).

CUADRO 7: Total y porcentaje de embriones desarrollados in vitro post-

descongelacion, segin la etapa de desarrollo alcanzada y
crioprotector utilizado.

DESARROLLO /N VITRO POST-DESCONGELACION

ETILEN GLICOL GLICEROL
DESARROLLADOS DESARROLLADOS
MORULAS | BLASTOS. | MORULAS [ BLASTOS. | MORULAS | BLASTOS. | MORULAS | BLASTOS,
26 13 20 7 13 1 5 0
% DESARROLLO % DESARROLLO
27/39 69.23a 5/14 35.71a

a- Valores de columna con la misma literal no son diferentes estadisticamente (P > 0.05).
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VI- DISCUSION

6.1 TRANSPORT7E DE OVOCITOS

Estd informado en 1la literatura gque al disminuir la
temperatura por debajo de 35°C puede resultar en perjuicio
del desarrollo de los ovocitos recolectados (100), sin
embargo también se ha probado que al almacenar los ovocitos
por un periodo de 24 horas a menos de 25°C, estos no pierden
sﬁ potencial para desarrollarse en embriones (108,144).

En este trabajo los ovarios se transportaron desde el
rastro hasta el laboratorio de fertilizacidn in vitro a una
temperatura ambiente de 25-30°C. Esta forma de manejo es mas
practica, yé gque tratar de mantener la temperatura estable

durante su transporte resulta complicado.

62 OBTENCION VYV CLASIFICACION DE
LOS OVOCITOS

Existen diferentes procedimientos para obtener los ovocitos
de los ovarios en el laboratorio. Algunos autores sdlo
utilizan la aspiracién o la diseccidn de los ovarios, ya que
con esto han obtenido buenos resultados, logrando por
aspiracién un promedio de 8 a 15 ovocitos por ovario y por
diseccién de 18 a 22 ovocites (75,107,129). Sin embargo,
estos autores no mencionan si los ovocitos colectados son de
la calidad requerida péra ser sometidos a 1la maduracidén in
vitro.

En éste estudio se wutilizd la técnica de aspiracién
combinada con la diseccién del ovario, la cual se recomienda

para obtener el mayor numero de ovocitos posible por ovario,
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Con la combinacién de ambas técnicas, en este trabajo se
obtuvo un promedio de 7.5 ovocitos de calidad 1 y 2 por
ovario, lo cual resulta por debajo del promedio obtenido por
otros autores el cual es de 11 a 29 ovocitos utilizando la
misma combinacidén de técnicas (107,136).

Esta diferencia en el nUlmero de ovocitos obtenidos se puede
atribuir a que no siempre el material biolégico recogide en
los rastros de la periferia de la ciudad es el mds adecuado,
ya que la mayoria proviene de animales de desecho por lo que
se desconocen los antecedentes reproductivos, la raza (en
algunos casos son animales cruzados), edad precisa,
. enfermedades padecidas y condiciones en las cuales fueron
mantenidos en la explotacién durante su vida productiva.

Por lo anterior, se recomienda para trabajos posteriores
hacer una seleccidén y clasificacién del material biologico
gue se requiera utilizar, con la finalidad de evitar en lo
posible un numero elevado de variables que puedan afectar el
trabajo de investigacién.

Otro factor gque también pudo influir en los resultados
obtenidos es la poca experiencia del personal involucrado en
éste trabajo en el desarrollo de ésta técnica, cuando se
compara con investigadores de paises desarrollados.

La utilizacidén del microscopio para la clasificacién de los
ovocitos, es una técnica no invasiva la cual se puede
realizar facilmente sin alterar 1la estructura de 1los
ovocitos. Ademds de que no se afectan los medios de cultivo
que van a ser utilizados para su maduracién y fertilizacidn
(44) . Se ha informado que sélo los ovocitos de buena calidad
(grado 1 y 2} maduran y desarrollan mejor que los de calidad

deficiente (grado 3 y 4) (25},
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63  MMADURACION IV V2O DE
OVOCJI70OS

Diversos trabajos han tratado de investigar el efecto que

ejercen las hormonas, sueros, factores de crecimiento Y
células somdticas utilizadas como co-cultivo en el medio de
maduracién, para lograr gque un mayor numero de ovocitos
madurados in vitro se desarrollen hasta la etapa de mérula o
blastocisto (37,44,85).
' Algunos autores han demostrado que el utilizar células de
la granulosa favorece la maduracidén nuclear y citoplasmatica
de los ovocitos bovinos, ademds de que el utilizar éstas
células aumentan el porcentaje de fertilizacién y el
desarrollec embrionario (37,40,68). Ademas Mochizuki (85),
obtuvo una mayor cantidad de blastocistos en el medio en que
utilizé éstas células.

Existe evidencia en la literatura de que 1la presencia de
FSH y LH en los medios de cultivo tienen un efecto benéfico
en la maduracidén de los ovocitos (147).

En este trabajo el numero de ovocitos expandidos que fueron
madurados in vitro fue de 1597, lo que representa un 83%.
Esto indica que el proceso estd dentro de 1los limites
normales reportados en la literatura, ya que los porcentajes
van de 72 a 90% (13,24,126).

Por lo anterior se puede sugerir que el elevado porcentaje
obtenido en este trabajo en cuanto a la maduracién in vitro
de los ovocitos, pudieran deberse en parte a que el medio de
maduracién utilizado contenia ambas hormonas, ademas de las

células de la granulosa.
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6.4 | FERTISVJZSACJION JN WO DE
OVOCJI70S

El porcentaje de embriones fertilizados in vitro obtenidos
en este trabajo fue de 43%, lo que indica que los resultados
obtenidos estadn acorde con lo encontrado en la literatura,
que va de 44 a 63% (13,24,126). _

El porcentaje de fertilizacidén in vitro gque se obtuvo en
este trabajo muestra que aproximadamente el 50% de 1los
ovocitos que expandieron no fertilizaron. Esto pudo deberse a
qgue la evaluacidén de la maduracidén se basd en la expansidén de
las células del cumulus del ovocito y ésta no se encuentra
correlacionada con la maduracidén de los mismos, tal como se
afirma en la literatura (39,43,51).

Otra posible causa de este bajo porcentaje de fertilizacién
es que se utilizd semen congelado, el cual no cuenta con las
pruebas necesarias para su uso especifico en este tipo de
técnica, ya que el semen utilizado en este trabajo proviene
de toros cuya. unica prueba de fertilidad son sus antecedentes
en programas de inseminacién artificial. Sin embargo, algunos
de estos toros podrian ser evaluados en cuanto a su capacidad
de fertilizacion in vitro para trabajos posteriores, ya que
se sabe que cada toro posee una influencia diferente vy
significativa sobre el porcentaje de fertilizacidén y el
desarrollo embrionarioc (56,128). También pudo influir en
estos resultados la raza del toro y la concentracién
espermatica wutilizada, sin embargo éstos factores no se
evaluaron en éste trabaijo.

Otros factores que pudieron influir en estos resultados
son: El1 tiempo de coleccidén de los ovocitos (desde el
sacrificio hasta su coleccién), la calidad de los ovocitos o
el medio de maduracién, el cual fue suplementado con FSH y

LH.
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Se ha encontrado que los medios suplementados con este tipo
de hormonas provocan una marcada expansién celular {93), lo
cual no necesariamente indica que los ovocitos hayan
alcanzado una maduracién completa o que estén listos para ser
fertilizados. También pudo influir 1la experiencia del
personal del laboratorio en el desarrollo de ésta técnica,
cuando se compara con investigadores de paises altamente

desarrollados que han trabajado durante afios en ésta técnica.
65 CULTIVO JN TR DE EYDBRIONES

El co-cultivo de embriones con células somaticas en medios
de cultive ha sido un eficiente método para ayudar al
desarrollo de los embriones bovinos después de su maduracidn
y fertilizacidn in vitro.

El porcentaje total de desarrollo obtenido en este trabajo
fue de 15% (11% mérulas y 4% Blastocistos), por lo que estos
resultados se encuentran por debajo del 24 a 31% obtenido por
otros autores que han utilizado el mismo medio de maduracién
y condiciones de desarrollo similares a los utilizados en
este trabajo (13,24). Sin embargo, existen trabajos en donde
el porcentaje .obtenido ha sido de 13% (47,128), el cual se
encuentra por debajo del porcentaje logrado en éste trabajo.
Ademas Van Scom (129), Unicamente obtuvo un 5% de desarrollo.

Una posible causa del bajo porcentaje de desarrollo
embrionario obtenido, es que la mayoria de los ovarios
utilizados en este experimento provenian de vacas de raza
Holstein, las cuales en su mayoria presentaban condiciones
corporales malas, lo cual se pudo haber reflejado en la
calidad de los ovocitos. 'En otros paises se utilizan vy
sacrifican animales en mejores condiciones de salud, por
ejemplo, en algunos caéos se utilizan vacas jévenes vy
vaquillas de razas cérnicas producidas expresamente para el

abasto.
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Otra causa puede ser la posibilidad de haber incluido en
forma involuntaria algunos ovocitos no fertilizados en el
medio de desarrollo, al colocar las células de la granulosa
para el co-cultivo (39).

Los porcentajes de partenogénesis reportados en la
literatura van desde 0 hasta 6% (39,60,71), y dado que este
porcentaje es relativamente bajo, en este trabajo no se
evaludé esta anormalidad, ya que es sébido que los ovocitos
partencgeneticos no logran alcanzar los estadios de mérula o
blastocisto, gue son los dnicos importantes para la

congelacidén (39,146).

66 CONCELACION ¥V DESCONCELACION
DE JOS EMBRIONES PRODUCIDOS IN
VTR

Las diferencias que existen en la permeabilidad que
presentan los embriones a .los crioprotectores y al agua,
tiene mucho que ver en la manera en que se rehidrata al
embridén y se remueve el crioprotector utilizado después de su
descongelacién.

La dilucidén de 1los crioprotectores en varios pasos se
utiliza comGnmente (41,81,131), aungue el tiempo empleado
para que el crioprotector salga del embridén en cada paso de
esta dilucién es considerablemente mayor gque en la
rehidratacién directa.

La sacarosa gque se utiliza durante la rehidratacién del
embridén tiene la finalidad de mantener el equilibrio osmético
entre el embrién y el medio ambiente en el cual se encuentra,
mientras la concentracién externa del cricoprotector disminuye
(131). En este experimento los embriones congelados en etilén
glicol toleraron la rehidratacidén directa en el medio de
transferencia sin la necesidad de utilizar una serie de pasos
R una solucidén con sacarosa para la dilucién del

crioprotector.
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En este trabajo se observé gue tanto el glicerol como el
etilén glicol son agentes crioprotectores efectivos para
congelar embriones bovinos producidos in vitro, vya que los
embriones que se congelaron en glicerol al igual que los del
etilén glicol, sobrevivieron a su desarrollo in vitro post-
descongelaciédn.

A  pesar de no existir diferencia estadisticamente
significativa en los resultados de este trabajo, se pudo
observar que el nimero de embriones desarrollados in vitro
post-descongelacién fue mayor con etilén glicol que con
glicerol (69% y 36% respectivamente).

Esto concuerda con los hallazgos de otros autores, en donde
observaron que el etilén glicol es superior que el glicerol
en cuanto a la proteccién de los embriones (131). Por 1o
anterior se puede sugerir que el etilén glicol puede ser un
agente crioprotector efectivo para la congelacidén de
embriones bovinos producidos in vitro.

Las diferencias obsérvadas en la viabilidad de los
embriones congelados en etilén glicol o en glicerol pueden
deberse a las propiedades fisicas que tiene cada uno de los
agentes crioprotectores utilizados. Las diferencias en 1la
permeabilidad de los crioprotectores hacia los embriones no
se evaluaron en este trabajo.

Szell (120) encontrdé gque los embriones bovinos son mas
permeables al etilén glicol que al glicerol. En éste
experimento los porcentajes de desarrollo de los embriones
congelados con etilén glicol y rehidratados directamente en
el medio‘de transferencia son comparables con los obtenidos
con los embriones congelados en glicerol Yy rehidratados en
tres pasos. Esto concuerda con trabajos previos en donde se
observa que el etilén glicol puede ser removido del embrién

directamente sin causar dafios celulares importantes (131).
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Los’porcentajes de nacimientos, tanto a partir de embriones
congelados con glicerol (0%), como con etilén glicol {8%),
son inferiores a los descritos en la literatura por otros
investigadores, los cuales son de 29% para etilén glicol y de
20 a 42% para glicerol (48,113). Sin embargo, estos
resultados se podran mejorar a medida que se vaya adquiriendo
una mayor experiencia en los procedimientos descritos
anteriormente (maduracidn, fertilizacidn y cultivo in vitro).

Otro factor que pudo influir significativamente en los
bajos porcentajes de nacimientos obtenidos con los embriones
congelados en etilén glicol, es que se transfirieron a las
vacas receptoras directamente en condiciones de campo, por lo
que no se evaluaron previamente a su transferencia para
conocer si el -estadio de desarrollo y calidad post-
descongelacién era el adecuado.

Esto sugiere que la posible influencia de embriones con
degeneracidén celular, conjuntamente con el estrés que se
produce durante la descongelacién, haya provocado la muerte
del embrién. Sin embargo, cabe senalar gue existen otros
factores que- -de no tomarse en cuenta pueden contribuir a la
perdida de los embriones después de la transferencia, como
son: El sitio de colocacién del embridén en el Utero, el
método de transferencia, 1la nutricién de la receptora, la
sincronia receptora/embridn, asi como los tratamientos
farmacolégicos y hormonales de la vaca receptora, por citar
algunos. Ademds se sabe que los embriones producidos in vitro
son mas sensibles que los obtenidos in vivo (70).

El porcentaje de nacimientos obtenido con etilén glicol, a
pesar de no existir diferencia estadisticamente significativa
es superior al del glicerol, lo cual concuerda con otros
trabajos en donde la utilizacién del etilén glicol como
agente crioprotector es mejor que el glicerol en los
porcentajes de gestacién de embriones producidos in vitro
(131} .
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Greve (45) informé que basandose en la literatura
disponible es imposible comparar el porcentaje de prefiez y de
supervivencia embrionaria post-transferencia debido a que
existen diferentes métodos de congelacién y criterios
variables en la seleccién de embriones, sin embargo
generalmente se acepta que los embriones producidos in vitro,
congelados y descongelados producen un bajo porcentaje de
prefiez al dia 42.

A nivel de campo la déscongelacién de embriones por el
método de un solo paso reduce la necesidad de utilizar
equipos complejos, disminuyendo los costos en la utilizacién
de eésta teécnica, por lo que ésto favorece la idea expuesta
por algunos autores de lograr una utilizacién masiva de la
transferencia de embriones al hacer que en el futuro,
técnicos en inseminacidén artificial con cierto grado de
capacitacidn puedan realizar la transferencia directa de los
embriones {(90}.

Por otra parte, algunos autores han observado casos de
becerros nacidos con anormalidades congénitas a partir de
embriones congelados producidos in vitro (42,109,128), asi
como de becerros con un elevado peso al nacimiento (7,132).

En este trabajo se obtuvieron dos «c¢rias, las cuales
nacieron con peso ligeramente superior al normal (40 Kg) vy
sin ninguna anormalidad congénita, ademas de que hasta el afio

de edad su desarrollo ha sido normal.
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VIV CONCLUSIONES

La combinacién de las técnicas de aspiracidn y diseccién de
los ovarios, permitid obtener un promedio de 7.5 ovocitos de
calidad 1 y 2 para ser empleados en la produccidén in vitro de

embriones bovinos.

Los resultados obtenidos indican que las condiciones de
maduracidén, fertilizacién y desarrollo in vitro utilizadas en
éste trabajo son las adecuadas, ya que permiten que los

ovocitos se desarrollen hasta la etapa de embrion.

El etilén glicol resulto ser un crioprotector efectivo para
la congelacién de embriones bovinos producidos in vitro,
ademds de que al utilizar este crioprotector se reduce el
tiempo en la preparacidén del embridén y su transferencia a un

vientre receptor.

Se requiere realizar un mayor numero de estudios en el
futuro para evaluar mas ampliamente estos y otros agentes

crioprotectores y poder determinar cudl es el mejor.

En México, este es el primer reporte del nacimiento de
becerros, a partir de embriones bovinos congelados vy

descongelados producidos totalmente in vitro.

50




VI LSTERATURA CITADA

l.- Aurich C, Hahn J. In vitro maturation, fertilisation and
culture of bovine oocytes in a modified Ménézo B2 medium.
Anim. Reprod. Sci. 1994;35:153-162.

2.- Ball GD, Leibfried ML, AX RL, First NL. Symposium: Embryo
development and manipulation. Maturation and fertilization
of bovine oocytes in vitro. J. Dairy Sci. 1984;67:2775-
2785.

3.- Barnes F, Endebrock M, Looney C, Powell R, Westhusin M,
Bondioli K. Embryo cloning in cattle: the use of in vitro
matured oocytes. J. Reprod. Fert. 1993;97:317-320.

4.- Bavister BD, Chen AF, Fu PC. Catecholamine requirement
for hamster sperm motility in vitro. J. Reprod. Fert.
1979;56:507-513.

5.- Bavister BD, Leibfried ML, Lieberman G. Development of
preimplantation embryos of the golden hamster in a defined
culture medium. Biol. Reprod. 1983;28:235-247.

6.~ Bavister BD, Yanagimachi R. The effects of sperm extracts
and energy sources on the motility and acrosome reaction of
hamster spermatozoa in vitro. Biol. Reprod. 1977;16:228-
237.

7.- Behboodi E, Anderson GB, BonDurant RH, Cargill SL,
Kreuscher BR, Medrano JF, Murray JD. Birth of large calves
that developed from in vitro-derived bovine embryos.
Theriogenology 1995;44:227-232.

8.- Bracke C, Niemann H. New aspects in the freezing of
embryos from livestock. lle. Réunion A.E.T.E. Hannover. 8-9
September 1995. Pp. 101-111.

9.- Brackett BG, Bousquet D, Boice ML, Donawick WJ, Evans JF,
Dressel MA. Normal development following in vitro
fertilization in the cow. Biol. Reprod. 1982;27:147-158.

10.- Brackett BG, Keefer CL, Troop CG, Donawick WJ, Bennett
KA. Bovine twins resulting from in vitro fertilization.
Theriogenology 1984;21:224,

11.- Brackett BG, Zuelke KA. Analysis of factors involved in
the in vitro production of bovine embryos. Theriogenology
1993;39:43-64.

12.- Brinster RL. In vitro culture of mammalian embryos. J.
Anim. Sci. 1968;27:1-14.

13.- Byrd SR, Flores-Foxworth G, Applewhite AA, Westhusin ME.
In vitro maturation of ovine oocytes in & portable
incubator. Theriogenology 1997;47:857-864.

51



14.- Carolan C, Monaghan P, Gallagher M, Gordon I. Effect of
recovery method on yield of bovine oocytes per ovary and
their developmental competence after maturation,
fertilization and culture in vitro. Theriogenology
1894;41:1061-1068.

15.- Carolan C, Monaghan P, Mehmood A, Lonergan P, Gallagher
M, Gordeon I. Slicing of bovine ovaries as a means of oocyte
recovery. J. Reprod. Fert. 1992:;9:51.

16.- Carvalho RV, Del Campo MR, Plante Y, Mapletoft RJ.
Effects of stage of development on sex ratio and survival
after freezing of day 7 bovine ivf embryos. Theriogenology
1995;43:183.

17.- Coulthard H. Embryo transfer. Vet. Rec. 1992:;130:116.

18.- Cseh S, Corselli J, Nehlsen-Cannarella SL, Bailey LL,
Szalay AA. The effect of quick-freezing in ethylene glycol
on morphological survival and in vitro development of mouse
embryos frozen at different preimplantation stages.
Theriogenology 1997;48:43-50.

19.- Cseh S, Kreysing U, Lucas-Hahn A, Niemann H. Direct
rehydration of ivm, ivf and ivc bovine embryos frozen in
ethylene-glycol. Theriogenclogy 1995;43:190.

20.- Chang MC. In vitro fertilization of mammalian eggs. J.
Anim. Sci. 1968;27:15-22.

21.- Chian RC, Niwa K. Effect of cumulus cells present during
different periods of culture on maturation in vitro of
bovine cocytes. Theriogenology 1994;41:176.

22.- Chian RC, Okuda K, Niwa K. Influence of cumulus cells on
in vitro fertilization o¢f bovine oocytes derived from in
vitro maturation. Anim. Reprod. Sci. 1995;38:37-48.

23.- Chikamatsu N, Urakawa M, Fukui Y, Aoyagi Y, Ono H. In
vitro fertilization and early develcpment of bovine
follicular oocytes matured in different cultured systems
and inseminated with spermatozoa treated by different
methods. Japan J. Anim. Reprod. 1989;35:154-158.

24.- De Armas R, Solano R, Castro FO, Pupo CA, Aguilar A,
Riego E. Produccién de embriones bovinos por fecundacidn in
vitro. Rvta. Cub. Cienc. Vet. 1992;23:109-112.

25.- De Loos F, Van V1iet €, Van Maurik P, Kruip AM.
Morphology of immature bovine oocytes. Gamete Res.

1989;24:197-204.

26.- Dbel Campo MR, Donoso MX, Palasz AT, Garcia A, Mapletoft
RJ. The effect of days in co-culture on survival of deep
frozen bovine ivf blastocysts. Theriogenology 1993;39:208.

27.- Dinnyés A, Carolan C, Loneragan P, Solti L, Massip A,
Mermillod P. In vitro survival of in vitro produced (ivp)
bovine embryos frozen or vitrified by technigues suitable
for direct transfer. Theriogenology 1995;43:197.

52



28.- Dochi 0O, Imai K, Takakura H. Birth of calves. after
direct transfer of thawed bovine embryos stored frozen in
ethylene glycol. Anim. Reprod. Sci. 1995;38:179-185.

29.- Dorn CG, Kraemer DC. Bovine Embryo Grading. Texas A&M
University, College of Veterinary Medicine, Texas
Veterinary Medical Center. 1987. pp. 1-17.

30.- Dresser BL, Gelwicks EJ, Wachs KB, Keller GL. Embryo
cryopreservation and transfer in the domestic cat (felis
catus). llth. International Congress on Animal Reproduction
and Artificial Insemination, jun. 26-30, vol. 2 (Brief
Communications), Dublin, Ireland, 1988:160.

31.- Edwards RG. Maturation in vitro of mouse, sheep, cow,
pig, rhesus monkey and human ovarian oocytes. Nature
1965;196:349-351.

32.- Elmileik AMA, Maeda T, Terada T. Higher rates of
development into Dblastocyst following the in vitro
fertilization of Dbovine oocytes matured in a medium
supplemented with the fluid from large bovine follicles.
Anim. Reprod. Sci. 1995;38:85-96¢.

33.- Eyestone WH, Vignieri J, First NL. Co-culture of early
bovine embryos with oviductal epithelium. Theriogenology
1987;27:228.

34.- Farin CE, Farin PW, Yang L, Martus NS, Collins EB.
Survival of in vitro and in vivo produced bovine embryos
after transfer. Biol. Reprod. 1992;46:121.

35.- Fuku E, Kojima T, Shioya Y, Marcus GJ, Downey BR. In
vitro fertilization and development of frozen-thawed bovine
cocytes. Cryobiology 1992;29:485-492.

36.- Fukuda Y, Ichikawa M, Naito K, Toyoda Y. Birth of normal
calves resulting from bovine oocytes matured, fertilized,
and culture with cumulus <c¢ells in vitro up to the
blastocyst stage. Biol. Reprod. 1990;42:114-119.

37.- Fukui Y, Ono H. Effects of sera, hormones and granulosa
cells added to culture medium for in-vitro maturation,
fertilization, cleavage and development of bovine oocytes.
J. Reprod. Fert. 1989;86:501-506.

38.- Fukui Y, Sakuma Y. Maturation of bovine oocytes cultured
in vitro: Relation to ovarian activity, follicular size and
the presence or absence of cumulus cells. Bicl. Reprod.
1980;22:669-673. )

39.- Fukui Y, Urakawa M, Sasaki C, Chikamatsu N, ©Ono H.
Development to the 1late morula or blastocyst stage
following in vitro maturation and fertilization of bovine
oocytes. Anim. Reprod. Sci. 1989;18:139-148.

40.- Fukul Y. Effect of follicle cells on the acrosome
reaction, fertilization, and developmental competence of
bovine oocytes matured in vitro. Mol. Reprod. Dev,

1990:26:40-46.
53




41.- Furnus CC, De Matos DG, Martinez AG, Matkovic M. Effect
of glucose on embryo guality and post-thaw viability of in-
vitro-produced bovine embryos. Theriogenology 1997;47:481-
490.

42.- Galli C, Lazzari G. Practical aspects of ivm/ivf in
cattle. Anim. Reprod. Sci. 1996;42:371-379.

43.- Gordon I, Lu KH. Production of embryos in vitro and its
impact on livestock production. Theriogenology 1990;33:77-
87.

44.- Gordon I. Laboratory production of cattle embryos CAR
International. University Press., Cambridge, 1994.

45.~ Greve T, Avery B, Callesen H. Viability of in vivo and
in vitro produced bovine embryos. Reprod. Domest. Anim.
1893;28:164-169.

46.- Hafez ESE. Reprocduccién e inseminacién artificial en
animales. 6a. Edicién ED. Interamericana~McGraw-Hill. 1996.

47.- Han YM, Yamashina H, Koyama N, Lee KK, Fukui Y. Effects
of quality and developmental stage on the survival of ivf-
derived bovine blastocysts cultured in vitro after freezing
and thawing. Theriogenology 1994;42:645-654.

48.- Hasler JF, Henderson WB, Hurtgen PJ, Jin 2Q, McCauley
AD, Mower SA, Neely B, Shuey LS, Stokes JE, Trimmer SA.
Production, freezing and transfer of bovine ivf embryos and
subsequent calving results. Theriogenology 1995;43:141-152.

49.- Hasler JF, Hurtgen PJ, Stokes JE, Jin ZQ. Influence of
time of exposure to glycerol or ethylene glycol on the
survival of frozen-thawed bovine iveE embryos.
Theriogenology 1996;45:172.

50.- Hasler JF, Stokes JE, Merton JS. Compariscn of two
different populations of BRL cells in a bovine in vitro
culture system. Theriogenology 1994;41:214.

51.- Hawk HW, Nel ND, Waterman RA, Wall RJ. Investigation of
means to’ improve rates of fertilization in vitro matured/in
vitro fertilized bovine oocytes. Theriogenology
1992;38:989-998,

52.- Hawk HW, Wall RJ. Improved yields of bovine blastocysts
from In Vitro-produced oocytes. I. Selection of oocytes and
zygotes. Theriogenology 1994;41:1571-1583.

53.- Hawk HW, Wall RJ. Improved yields of bovine blastocysts
from in vitro-produced oocytes. II. Media and co-culture
cells. Theriogenology 1994;41:1585-1594.

54.- Hazeleger NI, Hill DJ, Stubbings RB, Walton JS.
Relationship of morphology and follicular fluid environment
of bovine oocytes to their developmental potential in
vitro. Theriogenology 1995;43:509-522.

54




55.~ Hensleigh HC, Hunter AG. In vitro maturation of bovine
cumulus enclosed primary oocytes and their subsequent in
vitro fertilization and cleavage. J. Dairy Sci.
1983;68:1456-1462.

56.- Hillery FL, Parrish JJ, First NL. Bull specific effect
on fertilization and embryo development in vitro.
Theriogenology 1990;33:249.

57.- Hochi S, Fujimeto T, Braun J, Oguri N. Pregnancies
following transfer of equine embryos cryopreserved by
vitrification. Theriogenology 1994;42:483-488.

58.~ Hochi S, Maruyama K, Oguri N. Direct transfer of equine
blastocysts frozen-thawed in the presence of ethylene
glycel and sucrose. Theriogenology 1996;46:1217-1224.

59.- Hyttel P, Greve T, Callesen H. Ultrastructural aspects
of oocyte maturation and fertilization in cattle. J.
Reprod. Fert. 1988;38:35-47.

60.- Iritani A, Niwa K. Capacitation of bull spermatozoa and
fertilization in vitro of cattle follicular oocytes matured
in culture. J. Reprod. Fert. 1977;50:119-121.

6l.- Jackowsky S, Leibo SP, Mazur P. Glycerol permeabilities
of fertilized and unfertilized mouse ova. J. Exp. Zool.
1980;211:329-341. ' :

62.- Kasai M. Simple and efficient methods for vitrification
of mammalian embryos. Anim. Reprod. Sci. 1996;42:67-75.

63.- Kashiwazaki N, Ohtani S, Nagashima H, Yamakawa H; Cheng
WTK, Lin A-C, Ma RC-S, Ogawa S. Production of normal
piglets from hatched blastocysts frozen at -196°C.
Theriogenology 1991;35:221. :

64.- Katska L. Comparison of two methods for recovery of
ovarian oocytes from slaughter cattle. Anim. Reprod. Sci.
1984;7:461-463.

65.- Keefer CL, Paprocki AM. Effect of percoll following
sperm separation on in vitro fertilization of bovine
oocytes. Theriogenology 1995,43:244,

66.- Keefer CL. New techniques for assisted fertilization.
Theriogenology 1990;33:101-111.

67.- Kinis A, Vergos E, Gordon I, Gordon A, Gallagher M.
Studies in the production of chimaeric cattle embryos by
aggregation of blastomeres from embryos derived from
oocytes matured and fertilized in vitro. Theriogenclogy
1950;33:268.

68.~- Kotsuji F, Kubo M, Tominaga T. Effect of interactions

between granulosa and thecal cells on meiotic arrest in
bovine ococytes. J. Reprod. Fert. 1994;100:151-156.

69.- Lee CN, AX RL. Concentrations and composition of
glycosaminoglycans in the female bovine reproductive tract.
J. Dairy Sci. 1984;67:2006-2009.

55



70.- Leibo SP, Loskutoff NM. Cryobioclogy of in vitro-derived
bovine embryos. Theriogenoclogy 1993;39:81-94,

71.- Lengwinat T, Blottner S. In vitro fertilization of
follicular oocytes of domestic cat wusing fresh and
cryopreserved epididymal spermatozoa. Anim. Reprod. Sci.
1994;35:291-301.

72.- Lim JM, Fukui Y, Ono H. Developmental competence of
bovine oocytes frozen at various maturation stages followed
by in vitro maturation and fertilization. Theriogenology
1992;37:351-361,

73.- Ling 2J, Lu KH. Frequency of cleavage and development in
vitro of bovine oocytes fertilized in different numbers in
drops with different sperm concentrations. Theriogenology
1990;33:275.

74.- Lohuis MM. Potential benefits of bovine embryo-
manipulation technologies to genetic improvement programs.
Theriogenology 1995;43:51-60.

75.- Lonergan P, Vergos E, Kinis A, Sharif H, Gallagher M,
Gordon I. The effect of recovery method on the type of
bovine oocyte obtained for in vitro maturation.
Theriogenology 1991;35:231.

76.- Lu KH, Gordon I, Chen HB, Gallagher M, McGovern H. Birth
of twins after transfer of cattle embryos produced by in
vitro techniques. Vet. Rec. 1988;122:539-540.

77.- Lu KH, Gordon I, Gallagher M. Pregnancy established in
cattle by transfer of embryos .derived from in vitro
fertilisation of oocytes matured in vitro. Vet. Rec.
1987;121:259-260.

78.- Lu KH, Shi DS, Jiang HS, Goulding D, Boland MP, Roche
JF. Comparison of the developmental capacity of bovine
cocytes from superovulated and non stimulated heifers.
Theriogenology 1991;35:234.

79.- Machaty 2, P4aldi A, Csaki T, Varga Z, Kiss I, BArandi zZ,
Vajta G. Biopsy and sex determination by pcr of ivf bovine
embryos. J. Reprod. Fert. 1993;98:467-470.

80.- Mapletoff RJ. Embryo transfer and genetic engineering.
In: Morrow DA, editor.. Current therapy in theriogenology
II. II. Philadelphia: Saunders. 1986. pp. 51-60.

8l1.- Massip A, Mermillod P, Van Langendonckt A, Reichenbach
HD, Lonergan P, Berg U, Carolan C, De Roover R, Brem G.
Calving outcome following transfer of embryos produced in
vitro in different conditions. Anim. Reprod. Sci.
1996;44:1-10.

82.- McGinnis LK, Duplantis SC, Youngs CR. Cryopreservation
of sheep embryos using ethylene glycol. Anim. Reprod. Sci.
1993:30:273-280.

56




83.- Meizel S, Working PK. Further evidence suggesting the
hormonal stimulation of hamster sperm acrosome reactions by
catecholamines in vitro. Biol. Reprod. 1980;22:211-216.

B4.~- Miller GF, Gliedt DW, Rakes JM, Rorie RW. Addition of
penicillamine, hypotaurine and epinephrine (PHE) or bovine
oviductal epithelial cells (BOEC) alone or in combination
to bovine in vitro fertilization medium increases the
subsequent embryo cleavage rate. Theriogenology
1994;41:689-696.

85.- Mochizuki H, Fukui Y, Ono H. Effect of the number of
granulosa cells added to culture medium for in vitro
maturation, fertilization and development of Dbovine
oocytes. Theriogenology 1991;36:973-986.

86.- Mohr LR, Trounson AQ. Structural changes associated with
freezing of bovine embryos. Biol. Reprod. 1981;25:1009-
1025.

87.- Monaghan P, Carclan C, Lonergan P, Sharif H, Wahid H,
Gordon I. The effect of maturation time on the subsequent
in vitro development of bovine oocytes. Theriogenology
1993,;39:270. N

88.- Moor RM, Trounson AQO. Hormonal and follicular factors
affecting maturation of sheep oocytes in vitro and their
subsequent developmental capacity. J. Reprod. Fert.
1977;49:101-109.

89.- Mylne J, McKelvey B, Broadbent P, MacMillan D. Salvage
of bovine oocytes. Vet. Rec. 1992;130:59.

90.- Nibart M, Humblot P, Pregnancy rates following direct
transfer of glycercl sucrose or ethylene glycol
cryopreserved bovine embryos. Theriogenology 1997;47:371.

9l.- Niemann H. Cryopreservation of bovine embryos in the
field. Embryo Transfer Newsletter 1990;8:5-7.
92.- Nowshari MA, Heltz W. In vitro culture of goat morulae

to blastocysts before freezing. Theriogenology 1995;44:983-
988.

93.- Olson SE, Thomas WK, Seidel GE. Effects of gonadotropins
during in vitro maturation of bovine oocytes on subsequent
embryonic development. Theriogenology 1991;35:250.

94.- 0Ott L. An introduction tec statistical methods and data
analysis. 3™ ed. United States of America: PWS-Kent. 1988.

95.- Palasz AT, Gustafsson H, Rodriguez-Martinez H, Gusta L,
Larsson B, Mapletoft RJ. Vitrification of bovine ivf
blastocysts in an ethylene glycol/sucrose scolution and
heat-stable plant-extracted proteins. Theriogenology
1997;47:865-879.

57




96.- Parrish JJ, Susko-Parrish JL, First WL. Effect of
heparin and chondroitin sulfate on the acrosome reaction
and fertility of bovine sperm in vitro. Theriogenology
1985;24:537-549.

97.- Pavasuthipaisit K, Tocharus (C, Thonabulsombat C,
Kitiyanant Y. The viability testing of frozen-thawed bovine
embryos produced in vitro. Theriogenology 1993;39:280.

98.- Pérez PF. Reproduccién animal: Inseminacién artificial y
transplante de embriones. Ed. Cientifico-médica. Barcelona.
1985.

99.- Pollard JW, Leibo SP. Comparative cryobioclogy of in
vitro and in vivo derived bovine embryos. Theriogenology
1993;39:287. :

100.- Pollard JW, Martino A, Rumph ND, Songsasen N, Plante C,
Leibo 8SP. Effect of ambient temperatures during oocyte
recovery on in vitro production of bovine embryos.
Theriogenology 1996;46:849-858,

101.- Prokofiev MI, Ernst LK, Suraeva MN, Lagutina IS,
Udavlennikova NN, Kesyan AZ, Rabahi. Qualitative and
quantitative changes in protein synthesis of bovine
follicular cells during the preovulatory period. Molec.
Reprod. Develop. 1991;30:265-274,

102.- Rall WF, Meyer TK. Zona. fracture damage and its
avoidanece during the cryopreservation of mammalian embryos.
Theriogenology 1989;31:683-692.

103.- Reinders JMC, Wurth YA, Kruip AM. From embryo to calf
after transfer of in vitro produced bovine embryos.
Theriogenology 1995;43:306.

104.- Romo GS. Biotecnologia reproductiva: Avances en ganado
bovino. Vet. Mex. 1993;24:177-184.
105.~ Rose TA, Bavister BD. Effect of oocyte maturation

medium on in vitro development of in vitro fertilized
bovine embryos. Mol. Reprod. Dev. 1992;31:72-77.

106.- Sathananthan AH, Trounson A, Freeman L. Morphology and

fertilizability of frozen human oocytes. Gamete Res.
1987;16:343-354.
107.- Sato E, Matsuo M, -Miyamoto H. Meiotic maturation of

bovine ococytes in vitro: Improvement of meiotic competence
by dibutyryl cyclic adenosine 3,5’ -monophosphate. J. Anim.
Sci. 1990;68:1182-1187.

108.- Schernthaner W, Schmoll F, Brem G, Schellander K.
Storing bovine ovaries for 24 hours between 15 and 21°C
does not influence in vitro production of blastocysts.
Thericgenology 1997;47:297.

58




109.- Schmidt M,  Greve T, Avery B, Beckers JF, Sulon J,
Hansen HB. Pregnancies, calves and calf viability after

transfer of in vitro produced bovine embryos.
Theriocgenology 1996;46:527-539,
110.- Schneider U, Mazur P. Implications and applications of

the long-term preservation of embryos by freezing. In:
Morrow DA, editor. Current therapy in theriogenology II.
Philadelphia: Saunders, 1986. pp. B81-83.

111.- Schneider U, Mazur P. Osmotic consequences of
cryoprotectant permeability and its relation to the
survival of frozen-thawed embryos. Theriogenology

1984;21:68-79.
112.- Seidel GE. Methods and comparative aspects of embryo

cryopreservation in domestic animals. Equine. Vet. J.
1989;Supp. 8:77-79.
113.- Seregi J, Cseh S, Treuer A. The first successful

transfer of frozen embryos derived from ivmfc of bovine
cocytes in Hungary. Theriogenology 1995;43:321.

114.- Shi DS, ©Lu KH, Gordon I. Effects of bulls on
fertilization of bovine oocytes and their subsequent
development in vitro. Theriogenology 1990;33:324.

115.- Smorag Z, Gajda B, Wieczorek B, Jura J. Stage-dependent
viability of wvitrified rabbit embryos. Theriogenology
1989;31:1227-1231.

116.- Solano R, De Armas R, Caral J, Holy L. Congelacién de
embriones bovinos. I. Efecto de la calidad y estadio de
desarrollo 'durante la congelacién y descongelacién. Rvta.
Cub. Cienc. Vet. 1988;19:183-192.

117.- Suh TK, Rehman N, Collins A, Wright RW. Effects of
granulosa cells from different size follicles in co-culture
with bovine oocytes on maturation, fertilization and
cleavage. Theriogenology 1993;39:323.

118.- Suzuki T, Takagi M, Yamamoto M, Boediono A, Saha s,
Sakakibara H, Oe M. Pregnancy rate and survival in culture
of in vitro fertilized bovine embryos frozen in various
cryoprotectants and thawed wusing a one-step system.
Theriogenology 1993;40:651-650.

119.- Suzuki T, Yamamoto M, Ooe M, Nishikata Y, Okamoto K,
Tsukihara T. Effect of media on fertilization and
development rates of in vitro fertilized embryos, and of
age and freezing of embryos on pregnancy rates,
Theriogenology 1991;35:278.

120.- Szell A, Shelton JN, Szell K. Osmotic characteristics
of sheep and cattle embryos. Cryobiology 1989;26:297-301.
121.- Tachikawa S, Otoi T, Kondo S, Machida T, Kasai M.

Successful vitrification of bovine blastocysts, derived by

in wvitro maturation and fertilization. Molec. Reprod.
Develop. 1993;34:266-271.

59




122.- Takagi M, Boediono A, Saha S, Suzuki T. Survival rate
of frozen-thawed bovine ivf embryos in relation exposure
time using various cryoprotectants. Cryobiology
1993;30:306-312.

123.- Takagi M, Otoi T, Boediono A, Saha §, Suzuki T.
Viability of frozen-thawed bovine ivm/ivf embryos in
relaticn to aging using various cryoprotectants.
Theriogenology 1994:;41:915-921.

124.- Trounson AQ, Willadsen SM, Rowson LEA, Newcomb R. The
storage of cows eggs at room temperature and at low
temperatures. J. Reprod. Fert. 1987;46:173-178.

125.- Tsuzuki Y, Go J, Fujihara N, Ashizawa K.
Ultrastructural studies of bovine blastocysts fertilized in
vitro associated with freezing and thawing. Proceedings of
the 20th International congress on animal reproduction (the
Hague) 1992;3:1487-1489.

126.- Utsumi K, Kato H, Iritani A. Full-term development of
bovine follicular oocytes matured in culture and fertilized
in vitro. Thericgenclogy 1991;35:695-703.

i27.- Van Ihzen WG, Kruip AM, Weima SM. Use of conditioned
medium for ivm-ivf bovine embryos in-vitro culture system.
Theriogenology 1993;39:236.

128.- Van Soom A, Mijten P, Van Vlaenderen I, Vanden Branden
J, Mahmoudzadeh AR, De Kruif A. Birth of double-muscled
Belgian Blue calves after transfer of in vitro produced
embryos into dairy cattle. Theriogenology 1994;41:855-867.

129.- Van Socom A, Van Vlaenderen I, Mahmoudzadeh AR, Ysebaert
MT, De Kruif A. Salvage of oocytes from sterile genetically
valuable cows, resulting in the birth of a calf. Anim.
Reprod. Sci. 1994;36:187-196.

130.~- Voelkel BSA, Hu YX. Direct transfer of frozen-thawed
bovine embryos. Theriogenoclogy 1992;37:23-37.

131.- Voelkel ©SA, Hu YX. Use of ethylene glycol as a
cryoprotectant for bovine embryos allowing direct transfer
of frozen-thawed embryos to recipient females.
Theriogenology 1992;37:687-697.

132.- Walker SK, Hartwich KM, Seamark R. The production of
unusually large offspring following embryc manipulation:
Concepts and challenges. Theriogenology 1996;45:111-120.

133.- Wang WL, Jiang HS, Lu KH, Gordon I, Polge C. The effect
of gas phase on the in vitro development of bovine embryos
derived from in vitro maturation and fertilization of
ovarian oocytes. Theriogenology 1992;37:320.

134.~ Westhusin ME, De Azambuja RM. Development of in vitro
derived bovine embryos following pronuclear transplantation
and in vitro culture. Anim. Reprod. Sci. 1996;45:29-35.

60




135.- Westhusin ME, Piedrahita JA. Application of animal
biotechnology to the beef industry. Korean J. Emb. Trans.
1995;10:1-13. :

136.- Whitesell TH, Hill KG, Miller DR, Jones AL, Wilson JM.
In vitre embryo production from oocytes recovered from
excised ovaries of terminally ill cows. Theriogenology
1992;37:322.

137.- Whittingham DG. Survival of mouse embryos after
freezing and thawing. Nature 1971;233:125-126.

138.- Whittingham DG. Survival of rat embryos after freezing
and thawing. J. Reprod. Fert. 1975;43:575-578.

139.- Wilmut I, Rowscen  LEA. Experiments on the low-
temperature preservation of <cow embryos. Vet. Rec.
1973;92:686-690.

140.- Wolfe BA, Kraemer DC., Methods in bovine nuclear

transfer. Theriogenology 1992;37:5-15,

141.- Xu KP, Greve T, Callesen H, Hyttel P. Pregnancy
resulting from cattle oocytes matured and fertilized in
vitro. J. Reprod. Fert. 1987:81:501-504.

142.- Xu KP, Yadav BR, Rorie RW, Plante L, Betteridge KJ,
King WA. Development and viability of bovine embryos
derived from oocytes matured and fertilized in vitro and
co-cultured with bovine oviductal epithelial cells. J.
Reprod. Fert. 1992;94:33-43,

143.- Yang NS, Duff R, Lu KH, Gordon I, Polge C. Effect of
storage temperature and time on the viability of bovine
embryos produced in vitro. Theriogenology 1991;35:297.

144.- Yang NS, Lu KH, Gordon I. In vitro fertilization {ivf)
and culture (ivc) of bovine oocytes from stored ovaries.
Theriogenoclogy 1990;33:352.

145.~ Yang YB, Lu KH. The influence of bovine oocyte type on
in vitro fertilization and subsequent development in.vitro.
Theriogenology 1990;33:355.

146.- Yang Z, Smith LC. Parthenogenetic development in-vitro
of bovine secondary oocytes exposed to a single electric
pulse. Theriogenology 1993;39:344.

147.- Zuelke KA, Brackett G. Luteinizing hormone-enhanced in
vitro maturation of bovine oocytes with and without protein
supplementation. Biol. Reprod. 1990;43:784-787.

61




)l

VASO
DE
ALUMINIO

TERMOCOPLE

AIRE
PAJILLAS
CON LOS
EMBRIONES

mx=—p» My »RZOW
Om-Amz oz mmA

NITROGENO

FIGURA 1: Congeladora manual y semiautomatica (Disefiada por Robertson, E.).
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DATOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS EMBRIONES (INSCRITOS EN LA PAJILLA)
1.- Namero de Embriones  (Estadio-Calidad)

2.- Datos de la Donadora (Color del arete, Raza, Nimero de Animal)

3.- Fecha de la Congelacion (Afio/Mes/Dia)

4.- Registro Internacional del Centro de Transferencia

5.- Nimero de la Pajilla

6.- Nombre del Toro o su Numero de Registro

CODIGO DE IDENTIFICACION PARA PAJILLAS DE EMBRIONES CONGELADOS

ESTADIO No. CALIDAD No.

OVULO 1 EXCELENTE 1

2-16 CELULAS 2 BUENO 2

MORULA TEMPRANA 3 REGULAR 3

MORULA COMPACTA 4 MUERTO O DEGENERADO 4
BLASTOCISTO TEMPRANO 5
BLASTOCISTO MADURO 6
BLASTOCISTO EXPANDIDO 7
BLASTOCISTO ECLOSIONADO 8

FIGURA 2: Identificacion de las pajillas utilizadas para la congelacion de embriones,

segun lo establecido por la Sociedad Internacional de Transferencia de
Embriones (IETS).
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ALGODON
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FIGURA 3: Empajillado de embriones en glicerol al 1.4 M (10%)

@ EMBRION
ETILEN GLICOL

I MEDIO DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

B ALcopon

| ALCOHOL POLIVINILICO

FIGURA 4: Empajillado de embriones en etilén glicol al 1.5 M
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1.- CAMISA SANITARIA .
2.- FUNDA CON PUNTA METALICA Y DOBLE
SALIDA .

3.- PAJILLA CON EL EMBRION THEEN

4 - PISTOLA PARA TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES - I

FIGURA 5: Amado de la pistola para la transferencia de embriones

65



1.- VAGINA

2.- CERVIX

3.- UTERO

4.- PISTOLA PARA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES
5.- OVIDUCTO

6.- OVARIO

FIGURA 6: Sitio de colocacién del embrion en el ttero, durante la transferencia de
embriones por la técnica no quinirgica
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IX

ANEXO

PREPARACION DE
MEDIOS




9.1

SOLUCION SALINA 0.9%

INGREDIENTES

NaCl 900 mg
Agua 100 ml

Filtrar con acrodisco de 0.2 pm
Almacenar a 5°C

9.2

PENICILINA—ESTREPTOMICINA

INGREDIENTES

Penicilina G Sédica 10000 Unidades
Sulfato de Estreptomicina 10000 pg/m!
gua Milli-Q 20 ml

Alicuotar en volumen de 100 pl
Almacenar a -20°C

8.3
TL—HEPES

INGREDIENTES Mg/100 ml mM
NaCl 666 114
KCI 24 32
Call; 2H,0 30 2
MgCl, 6H,0 10 0.5
NaHCO; 16.8 2
N8H2PO4 Hzo a7 0.34
Hepes ' 240 10
Lactato de Sodio 186 pl 10
Rojo Fenol 1 1 plfml
Piruvato de Sodio 5.5 0.5

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q
AjustarpHa 7.4
Ajustar osmolaridad (265-285 mOsm/Kg)
Agregar 300 mg/100 ml de BSA Fraccién V
Filtrar con acrodisco de 0.2 um
Almacenar a 4°C (Max. 15 dlas)
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9.4

ESTA TESIS KD DEBE

MEDIO DE MADURACIONSALR] BE 1A BivLid[LOA
INGREDIENTES
M-199 (Earle’s) 4.4 ml
Suero Fetal Bovino 500 ul
Hormona FSH 25 ul
Hormona LH 25 pl
Pen/Strep 50 pl
AjustarpH a 7.4

Filtrar con acrodisco de 0.2 pm

9.5
TRIPAN AZUL
INGREDIENTES
Tintura de Tripan Azul al 0.4% 3ml
Solucién Buferada (D-PBS) 5 ml

Almacenar a 5°C

9.6

MEDIO DE DESARROLLO
INGREDIENTES

M-199 (Earle’s) 4.45 ml

Suero Fetal Bovino 500 pl

Pen/Strep 50 ul
AjustarpHa 7.4

Filtrar con acrodisco de 0.2 um
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9.7

MEDIO DE FERTILIZACION
INGREDIENTES
Fert-TL-Stock 4.9 ml
Piruvato-Fert-Stock 50 ul
Pen/Strep 50 pl
BSA-FAF 30 mg

AjustarpHa 7.4
Filtrar con acrodisco de 0.2 um

FERT-TL-STOCK

INGREDIENTES mg/100 m| mM
NaCl 666 114
KCi 235 3.2
CECIz 2H20 30 2
NaHCO, 210.4 25
NaH,PO, H,O 47 0.34
Lactato de Sodio 186 ul 10
Rojo Fenol 1 tul/ml

Aforar a 100 ml con agua Milli-Q
AjustarPha 7.4
Ajustar osmolaridad (280-300 mOsm/Kg)
Filtrar con acrodisco de 0.2 um
Almacenar a 4°C (Max. 15 dias)

PIRUVATO-FERT-STOCK

INGREDIENTES

Piruvato de Sodio 22 mg
Solucion Salina 0.8% 10 ml

Filtrar con acrodisco de 0.2 um
Alicuotar en volumen de 50 ul
Almacenar a -20°C
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9.8

PERCOLL 90%
INGREDIENTES

Percoll 45 ml
Sperm-TL-Modificado 5ml
Lactato de Sodio 184 pl
1 M de CaCl, a9 ul
0.1 M de MgCl, 197 pl
NaHCO, 104.5 mg

Almacenar a 5°C

SPERM-TL-MODIFICADOQ

INGREDIENTES
1 Mde KCI 3.09 ml
0.1 M de NaH,PQ, 2.92 mi
NaCl 4,675 gm
Hepes 2.380 gm
Agua Milli-Q 100 ml

AjustarpHa 7.3
Filtrar con acrodisco de 0.2 um

Almacenar a 5°C
Reajustar pH segun se ocupe

1 M DE KCI

INGREDIENTES

KCl 745 mg

Agua Milli-Q 10 ml

Filtrar con acrodisco de 0.2 um
Almacenar a 5°C

0.1 M DE NaH2PO4

INGREDIENTES

NaH2PO4 13.8 mg

Agua Milli-Q 10 m!

Filtrar con acrodisco de 0.2 um
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9.10

SPERM-TL
INGREDIENTES
Sperm-TL-Stock 5ml
Piruvato-Sperm-Stock 50 pl
Pen/Strep 50 pl
|BSA-Fraccion V 30mg

AjustarpHa 7.4
Filtrar con acrodisco de 0.2 um

SPERM-TL-STOCK

INGREDIENTES mg/100 ml mM
NaCl 582 100
KCI 23 31
CﬂClz 2H20 29 2.1
MgCl; 6H,0 31 1.5
NaHCO, 209 25
NaH:PQO, H:0 4.1 0.29
Hepes 238 10
Lactato de Sodio 368 pl 216
Rojo Fenol 1 1ulimil

Aforar a 100 mi con agua Milli-Q
AjustarpHa 7.4

Ajustar osmolaridad (290-310 mOsm/Kg)
Filtrar con acrodisco de 0.2 um
Almacenar a 4°C (Max. 15 dias)

PIRUVATO-SPERM-STOCK
INGREDIENTES
Piruvato de Sodio 110 mg
Solucién Salina 0.9% 10 mi

Filtrar con acrodisco de 0.2 pm
Alicuotar en volumen de 50 ul
Almacenar a -20°C

73




'9.11

PHE
INGREDIENTES
Penicilamina Stock 250 pl
Hipotaurina Stock 250 pl
Epinefrina Stock 100 pl
Solucién Salina 0.9% 400 pl

PENICILAMINA-STOCK

INGREDIENTES

Penicilamina 3mg
Solucién Salina 0.9% 10 ml

Alicuotar en volumen de 250 pl
Almacenar a -80°C

HIPOTAURINA-STOCK

INGREDIENTES

Hipotaurina 1.09 mg
Solucién Salina 0.9% 10 mi

Alicuotar en volumen de 250 !
Almacenar a -80°C

EPINEFRINA-STOCK

INGREDIENTES

Dilutente para Epinefrina 40 m|
Epinefrina 1.83 mg

Alicuotar en volumen de100 pi
Cubrir |a alicuota con papel aluminio
Almacenar a -80°C

DILUYENTE PARA EPINEFRINA

INGREDIENTES

Lactato de Sodio 126 pl
Metabisulfito de Sodio 50 mg
LAgua 50 mi

AjustarpH a4
Filtrar con acrodisco de 0.2 pm
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CONCENTRACION DE HEPARINA DESEADA

CONCENTRACION DESEADA VOLUMEN DE VOLUMEN DE | CONCENTRACION
EN EL MEDIO DE HEPARINA . SOLUCION FINAL
FERTILIZACION STOCK-2 SALINA
ug/ml Mi mi mg/ml
0.2 0.1 9.9 0.005
1 0.5 9.5 0.025
2 1 g 0.05
4 1 4 0.1
6 1 2.3 0.15
8 1 1.5 0.2
10 1 1 0.25
12 1 0.66 0.3
16 1 0.25 0.4
20 1 0 0.5
HEPARINA-STOCK-1
INGREDIENTES
Heparina 50 mg
Solucidn Salina 0.9% 10 ml

Alicuotar en volumen de 1 ml
Almacenar a -80°C

HEPARINA-STOCK-2

INGREDIENTES

Heparina-Stock-1
Solucién Salina 0.9%

1ml
9ml

Alicuotar en volumen de 1 ml
Almacenar a -80°C
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