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RESUMEN

La criopreservacion de tejidos, embriones y gametos tiene importantes aplicaciones
cientificas y préacticas, pero destaca especialmente en la reproduccion asistida y en la
creacion de bancos de genes. Dos de sus métodos més utilizados: la congelacion lenta
con glicerol y la vitrificacion, logran altas pero inconstantes tasas de supervivencia tras la
revitalizacion. Se ha determinado que la apoptosis tiene una participacién activa e
indispensable en la embriogénesis, actuando de forma caspasa-dependiente sobretodo en
estadios avanzados del embridon y siendo regulado por mdultiples estimulos, genes y
biomoléculas. A esto se le suma que aunque se han identificado factores que determinan
una técnica de criopreservacion exitosa, aun se desconocen la proporcion del fracaso que
es atribuible al estrés que implican los procedimientos sefialados, los mecanismos que la
median y las sustancias sefializadoras que participan. Para tal efecto embriones ovinos
frescos, congelados lentamente o vitrificados en estadio de mérula compacta (7 dias de
edad) fueron sometidos en 31 bloques aleatorizados a colocalizacion in situ de apoptosis y
caspasa 3 activa (mediante TUNEL e inmunohistoquimica respectivamente). Se encontrd
que el indice de muerte celular (DCI) es significativamente mayor en el grupo de
congelacion lenta (58.79+29.37%, P>0.05), mas no entre embriones frescos y vitrificados
(29.46+36.45% y 34.15+34.15% respectivamente P> 0.05). En todos los grupos y
embriones fue apreciable la actividad de caspasa 3, comprobando la presencia de
apoptosis clasica dependiente de caspasas. Se concluye que la congelacion lenta
constituye una fuente de estrés lo suficientemente importante para aumentar
significativamente el DCI, no asi la vitrificacion, procedimiento que aunque inflinge dafios
por MCP (muerte celular programada) en el embridn, estos no difieren en gran medida del
control en fresco. Ello pudiera contribuir a que tal proceso sea mas compatible con la
supervivencia embrionaria, porque el margen de dafio pudiera ser subsanado por las
células sobrevivientes.

Palabras clave: vitrificacion, congelacion lenta, criodafio, criopreservacion, embriones,
apoptosis.



ABSTRACT

Tissue, embryo and gamete cryopreservation have important scientific and practical
applications. They are particularly important in assisted reproduction and cryobanking. Two
of their most popular approaches are slow freezing with glycerol and vitrification. Both
procedures result in high, yet irregular survival rates after thawing. Apoptosis or
programmed cell death is regulated by numerous factors including modulator genes,
biomolecules and diverse stimuli. It has been determined that apoptosis has an active and
necessary role in embryogenesis, acting in a caspase-dependent way, especially in late
stages of the embryo. In addition to apoptosis, several other factors have been identified to
be determinant in a successful cryopreservation technique. However, the threshold of
failure due to stress, the pathway employed, and the signaling substances that affect the
success of the cryopreservation techniques remain unknown. To clarify the effects of some
of this factors, fresh, slow frozen and vitrified ovine embryos in compact morulae stage (7
day-old) were randomly allocated in 31 blocks. These embryos were subject to apoptosis
and caspase-3 activity in situ colocalization, through TUNEL test and
immunohistochemistry, respectively. The results indicate that the Death Cell Index (DCI) is
significantly higher in the slow freezing group (58.79+29.37%, P>0.05). However the
difference was not significant between the fresh (control) and vitrified groups
(29.46+36.45% and 34.15+34.15% respectively P> 0.05). In all groups and embryos,
caspase-3 activity was apparent, ratifying the presence of classic apoptosis caspase-
dependent. It is concluded that a) slow freezing constitutes an important source of stress
that increases significantly the embryo DCI, and b) vitrification would result in higher
survival rates of embryos compared to other methods. This higher differential survival could

be the result of a higher proportion of surviving cells after vitrification.

Keywords: vitrification, slow freezing, cryodamage, cryopreservation, embryos, apoptosis.
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| INTRODUCCION

Desde hace mas de seis décadas, la transferencia de embriones (ET) se ha convertido
en una herramienta indispensable en el mejoramiento y comercio de la genética de los
animales domeésticos en el mundo (Dobrinsky, 1996). Durante este periodo se han logrado
importantes avances en el conocimiento de los procesos implicados en esta técnica como
pueden enumerarse la biologia del desarrollo, la criobiologia, la endocrinologia de la
gestacion y de la reproduccion, entre otras disciplinas.

De entre las especies domeésticas en las que se ha realizado esta técnica exitosamente,
la especie bovina ha sobresalido en cuanto al volumen de procedimientos realizados,
resultados satisfactorios y distribucion mundial (Massip, 2001). En el periodo comprendido
entre 2000 y 2005, la IETS (International Embryo Transfer Society) reportd que en esa
especie, el volumen de embriones transferidos aument6 en un 15.50%, porcentaje del cual
la mitad corresponde a embriones criopreservados (Thibier 2001; Thibier 2006). Esto se ha
debido a que el panorama pecuario del bovino es uno de los mas tecnificados, haciendo
posible que se aprovechen las multiples bondades de la técnica, entre las cuales destacan:
la mejora genética de hatos productivos, el intercambio comercial libre de riesgos
sanitarios y de aclimatacion, la conservacion de lineas genéticas, estirpes de interés
cientifico o especies en peligro de extincidén y la rapida reproduccion de una raza dentro de
una localidad (Christensen 1991; Seidel 1991; Schiewe et al.,1995; Guerin 1997;
Celestinos y Gatica 2002; McEvoy 2003; Guignot et al., 2006). Por su parte, en la especie
ovina la transferencia de embriones se ha adoptado con mayor lentitud, debido al alto
costo requerido en su implementacion, la inconsistencia en la respuesta superovulatoria y
el requisito de realizarla por la via quirargica, suponiendo un mayor riesgo para la valiosa
donadora de embriones (Maurer 1978; Buckrell et al.,1989; Christensen 1991; Fahning y
Garcia 1992; Schiewe et al., 1995; Ishwar y Memon 1996; Guerin 1997; Cognie 1999;
Mazur 2008). Esto influyé para que en el afio 2000 se calculara un volumen de
transferencias modesto, que oscil6 entre 5000 y 10’000, pero que puede resultar
prometedor si se compara con la cifra obtenida para 2005, afio en que la practica aumenté
en un 150%, acumulando 25’000 embriones transferidos, de los cuales el 50%

corresponde a embriones criopreservados (Thibier 2001, Thibier 2006).



Un componente crucial en la ET y responsable del éxito que ha tenido es sin duda la
criopreservacion (Leibo et al., 1996; Massip 2001). La criopreservacion de tejidos,
embriones y gametos tiene importantes aplicaciones en la reproduccion asistida y en la
construccion de bancos de genes (Seidel 1991; Fahning y Garcia 1992; Sakul et al., 1993;
Betteridge 1995; Schiewe et al., 1995; Leibo et al., 1996; Naitana et al., 2000; Dhali et al.,
2000; Mazur et al., 2008). Esta tecnologia permite la disponibilidad de embriones
conservados a largo plazo sin necesidad de producirlos al momento de su transferencia,
optimizando asi las ventajas propias de la ET (Fahning y Garcia 1992; Sakul et al., 1993;
Schiewe et al., 1995; Celestinos y Gatica 2002). Tres técnicas de criopreservacion han
sobresalido, estas son la congelacion lenta con glicerol (CL), la congelacion lenta con
etilenglicol (EG) y la vitrificacion. Las dos primeras describen el método mas conocido, en
que el embrion es expuesto por el suficiente tiempo a bajas concentraciones de
crioprotectores e inmediatamente, es sometido a uno de varios patrones de descenso
paulatino de la temperatura. La congelacion lenta con EG fue disefiada para facilitar su uso
a nivel de campo pero que al usar un crioprotector toxico se dificulta evaluar su desempefio
con parametros distintos a las tasas de fertilidad, por lo que no serd contemplada en lo
subsecuente. La vitrificacion en cambio, ha tomado importancia en los ultimos afios dada la
gran ventaja de no provocar en lo absoluto lesiones celulares debidas a la cristalizacion y
también porque ha derivado en resultados Optimos en estructuras delicadas con las que los
otros meétodos habian fallado (Maurer 1978; Rall 1987; Fahning y Garcia 1992; Agca et al.,
1994; Leibo et al., 1996; Vajta et al., 1998; Dattena et al., 2000; Massip 2001); consiste en
deshidratar y enfriar rapidamente células y tejidos complejos, echando mano de las
propiedades osmoticas que ejercen altas concentraciones de crioprotectores (Széll y
Windsor 1994; Kasai 1996; Vajta et al.,1996a; Martinez et al., 1998; Martinez et al., 2002;
Cuello et al., 2004a; Horvarth y Seidel 2006). No obstante estas distinciones, el objetivo de
ambas estrategias de criopreservacion se cumple a través de la formacion ordenada de
pequefios cristales de hielo dentro de las células sin que estos dafien las membranas y el
citoesqueleto de las mismas (Kasai 1996; Meryman 2007). Que ello se efectue asi
depende, otra vez en ambos casos, de factores de variacibn que aun continlan bajo
estudio (Pollard y Leibo 1993; Miyake et al., 1993; Pollard y Leibo 1994; Papis et al., 2000;
Arav et al., 2000; Celestinos y Gatica 2002; Balasubramanian y Rho 2006).



Por muchos afios, se consider6 que la ruptura de las membranas celulares y el
citoesqueleto de una gran proporcion de las células que conforman al embriéon eran un
estrés lo suficientemente fuerte como para interrumpir su incipiente desarrollo (Kanagawa
1978; Schneider y Mazur 1984; Mazur et al., 1991; Széll y Windsor 1994; Dobrinsky 1996;
Valcércel et al., 1997; Holt 2000; Takahashi et al., 2000a; Takahashi et al., 2000b; Mazur y
Koshimoto 2005; Balasubramanian y Rho 2006; Mucci et al., 2006; Cameron et al., 2007).
Esta tesis fue fortalecida cuando se comprobé que en embriones que han sido
manipulados traumaticamente, -como ocurre en procedimientos como la transferencia
nuclear, la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), la biparticion o la
biopsia quimica o mecéanica-, aumenta la incidencia de apoptosis, de mutaciones
incompatibles y de sus efectos detrimentales que pueden desembocar en menor calidad
morfologica, potencial de desarrollo inferior, senescencia acelerada e incluso la muerte
(Saito et al., 1994; Saha et al., 1996; Vajta et al., 1996b; Booth et al., 1998; Peura et al.,
1999; Dinnyés et al., 2000; Ito et al., 2000; Balakier et al., 2001; McEvoy 2003; Makarevich
2005., Xie et al., 2006; Zhang et al., 2007). Sin embargo, en cualquiera de los dos tipos de
criopreservacion contemplados existen serias amenazas al desarrollo distintas al dafio
fisico como son: la presencia de crioprotectores toxicos, exposicion a temperaturas fuera
de la zona de confort, deshidratacién, exposicion a ambientes hiperosmaticos,
lipoperoxidacién, encogimiento celular e influjo anormal de iones (Holt 2000; Kaidi et al.,
2000; Balakier et al., 2001;Park et al., 2006). Incluso, se ha comprobado que cualquiera de
los métodos de criopreservacion en discusion disminuyen la viabilidad del embrion al
menos en un 10% al producirse cambios fisicos y/o quimicos (Sell 1978; Dobrinsky 1996;
Martinez et al., 2002; Marquez-Alvarado et al., 2004; Marquez et al., 2005). Sin embargo,
ambas técnicas proporcionan una cantidad aceptable de desarrollo una vez revertido el
proceso de crioconservacion y aunque pueden notarse diferencias entre sus tasas de éxito,
estos resultados son imposibles de comparar bajo el contexto de la diversidad de
condiciones en que fueron llevadas a cabo o de la variedad de formas en que fueron
medidos. Sin considerar el método de andlisis, la gran mayoria de la evidencia literaria
sefala a la vitrificacion como el método mas efectivo para criopreservar embriones, no
importando el grado de criosensibilidad que tenga, esto se atribuye a que al aumentar la

velocidad de enfriamiento puede evadirse el criodafio (Pollard y Leibo 1994).



Un modelo muy concurrido para estudiar la vitalidad de un embrién en desarrollo son
los patrones de muerte celular/proliferacion presentes en el desarrollo inicial de todo
organismo vivo. (Dobrinsky 1996; Hipfner y Cohen 2004; Malumbres y Barbacid 2005;
Chen et al., 2005; Hernandez-Teran et al., 2006; Puzianowska-Kuznicka et al., 2006) La
MCP se encarga de eliminar de una forma ordenada las células innecesarias en el
organismo ante estimulos programados genéticamente, realizandolo en forma de
fagocitosis no inflamatoria y progresiva que involucra una cascada quimica en que
participan proteasas y otras moléculas. La MCP corresponde a un suicidio preparado ante
condiciones adversas, 0 bien, predeterminada genéticamente, que ocurre de acuerdo al
tipo celular, su localizacion y que es regulada por una serie de evocadores intracelulares o
extracelulares (Betts y King 2001; Flores-Pérez 2002; Gjarret et al., 2003; Jaattela 2004;
Guicciardi et al., 2004; Fabian et al., 2005; Gjgrret et al., 2007). Desde la introduccion del
término “apoptosis” (proveniente de las raices griegas “apo’=separar y “posis’=caer) en
1972 por Kerr, para denominar a la en ese entonces mal nombrada “necrosis” y ahora
conocida como MCP, se ha establecido el comité de nomenclatura de la muerte celular,
organismo que valiéndose del rastreo molecular ha definido procesos de muerte con
diferencias significativas. Asi, se han caracterizado tipos de muerte distintos a la MCP
clasica o apoptosis tales como la catastrofe mitética, la autofagia, la MCP tipo necrosis y la
MCP tipo apoptosis. Cada tipo de MCP es provocada por diversos estimulos de acuerdo al
tipo celular y tienen caracteristicas morfologicas distintas, indicio de una cascada quimica
diferente, pero comparten los mismos mecanismos bioquimicos, dado que son funciones
evolutivamente conservadas y eso hace posible, que en una sola célula expuesta a
diferentes estimulos se inicien mas de una clase de MCP. (Betts y King 2001; Leist y
Jaattela 2001; Flores-Pérez 2002; Jaattela 2004; Saelens et al., 2004; Broker et al., 2005;
Fabian et al., 2005; Fernandez-Teheran et al., 2006; Lleo et al., 2007)

Cabe resaltar que el proceso de MCP no esta necesariamente ligado con la muerte del
embrién, sino que es un proceso tan activo que se actualiza constantemente de acuerdo a
lo que percibe en el ambiente, que generalmente actla aisladamente en las células
programadas para morir y que puede revertirse en algunos casos digiriendo solo una parte
de la célula sin que esta muera (Jurisicova et al., 1996; Betts y King 2001; Martinez et al.,
2003; Marquez-Alvarado et al.,, 2004; Marquez et al.,, 2005; Lleo et al.,, 2007).



En otros casos, el proceso de apoptosis puede ser iniciado y después interrumpido para
reiniciar en forma de necrosis secundaria, o de alguno de los distintos tipos de apoptosis
hasta la fecha descritos. Por lo general, la via mas simple de apoptosis es la que suele
predominar (Betts y King 2001; Leist y Jaattela 2001; Jaattela 2004; Kroemer 2004; Fabian
et al., 2005; Broker et al., 2005; Lamkanfi et al., 2007). El que la MCP constituya el factor
decisivo para la supervivencia o la ruina del embrion dependera de la magnitud de su
incidencia (Betts y King 2001; Fabian et al., 2005; Gjgrret et al., 2007). Es por ello que,
identificar y comprender los procesos celulares y bioquimicos que se llevan a cabo en el
desarrollo temprano del embridn criopreservado, podria cobrar particular importancia ante
la posibilidad de mejorar los procesos implicados. Es decir, es importante distinguir qué
proporcion del fracaso tras la criopreservacion es atribuible al estrés que implica el
procedimiento, al arresto en el ciclo celular asociado a un ambiente subéptimo y/o a la
ocurrencia fisiologica durante la embriogénesis. Asi mismo, conocer los mecanismos que
la median o a las sustancias sefializadoras participantes en tales procesos y hasta que
punto el dafio puede ser revertido por el embridn, podria constituir importantes hallazgos
para el acervo del conocimiento sobre el desarrollo temprano de la vida.

Dada la variedad de sustancias participantes y su especificidad ante cada tipo de MCP,
se hace necesario acompafiar las pruebas de diagnostico con estudios que las identifiquen
bioguimicamente en cuanto a volumen y distribucién (Betts y King 2001; Fabian et al.,
2005; Gjarret et al., 2007). Para determinar la presencia de MCP clésica por la via efectora
de las caspasas se ha elegido la realizacion de las pruebas de TUNEL y de
inmunohistoquimica dirigida a caspasa 3 activa en embriones ovinos completos en
suspension. El razonamiento es que la combinacion de estas técnicas muestran cambios
morfolégicos -fragmentacién del ADN en los nucleos TUNELpositivos- y bioquimicos —
actividad proteolitica de caspasas- simultaneamente, mientras dan un valor cuantitativo -
mediante la cuenta de células TUNEL-positivas y los nudcleos totales en el embrion-, y
cualitativo -mediante el discernimiento del tipo de MCP presente. La presencia de caspasa
3-activa podria apuntar a la presencia de apoptosis clasica, MCP tipo apoptosis y
catastrofe mitotica, mientras que su ausencia sefiala tipos de muerte independientes de
caspasa como la autofagia y MCP tipo necrosis cuando la prueba TUNEL resulta positiva y

necrosis cuando es negativa (Fabian et al., 2005; Gjarret et al., 2007).



Il REVISION DE LITERATURA
2.1 Morfo-fisiologia del embridon ovino en preimplantacion.

2.1.1. Cronologia del desarrollo temprano del embrion ovino (Ovis aries). EI embrion
ovino en preimplantacién, como el de la mayoria de las especies mamiferas, tiene una
conformacién tipo llamada de huevo cleidoico o autosuficiente. Tras haber abandonado la
forma de ovocito fertilizado al iniciar las divisiones celulares, el embrién ha perdido la
cubierta de las células del cumulus y de la corona radiada para solo ser protegido por una
estructura conocida como zona pelucida (ZP), que es porosa, acelular y compuesta por
polimeros de glicoproteinas, cuyos residuos de azucares y lectinas la diferencian de entre
otras especies animales. Esta cubierta con su simpleza cumple funciones importantes:
dirige la penetracién del espermatozoide debido a la presencia de receptores de superficie
especie-especificos, bloquea la poliespermia al generar la despolarizacion de la
membrana y la reaccidén conocida como endurecimiento de zona, agiliza el transporte del
cigoto a través del oviducto y utero maternos al repeler cargar eléctricas opuestas con
esas mucosas, ademas protege al grupo de células que yacen en su interior de agresiones
mecanicas, infecciones y de interacciones de gametos inespecificas de especie hasta el
momento de la eclosion. La eclosion es el retiro natural de la ZP debido a su
adelgazamiento por el crecimiento del embridon y por accién enzimatica enddgena, ocurre
cuando la elongacién del embrion excede el diametro interno de la misma, sefial de que el
embridn requiere tener un estrecho contacto con el endometrio materno para su préximo
reconocimiento materno e implantacion (Betteridge, 1995). En el interior yace el embrion
en desarrollo que es separado de la ZP por un espacio ocupado por matriz extracelular
proveniente de los granulos corticales del ovocito conocido como espacio perivitelino
(término en alusion a que el citoplasma del ovocito per se constituia el vitelo del futuro
embridn en desarrollo) y por las membranas celulares de cada una de sus nuevas células.
Por otro lado, el espacio perivitelino se encarga de facilitar las divisiones celulares al
hidratarse y proporcionar un espacio amplio mientras que también bloquea la
poliespermia, atrapando espermatozoides en su interior (Shea 1981; Wassarman 1994;
Betteridge 1995).



En funcion de su desarrollo a través del tiempo, los embriones pueden tener distintos
estadios de desarrollo compatibles con la criopreservacion, la cronologia de sucesos se
enumera a continuacion. El ovocito recién fertilizado por un espermatozoide de la misma
especie es activado al momento que se unen las proteinas de superficie de cada uno de
los gametos, entonces se liberan granulos corticales para evitar la poliespermia, se
completa la meiosis Il en la mayoria de las especies domésticas y se libera el segundo
cuerpo polar, dando paso a la formacion de los pronucleos femenino y masculino que al
condensarse en alelos cromosomicos y recombinarse restauran la diploidia e inician una
incesante sucesion de divisiones celulares. La divisibn forma entonces dos células
hermanas idénticas (24-26 h), luego, al cabo de unas horas cada una se dividira
obteniendo 4 células idénticas (30-36 h), la proxima division resulta en el estadio de 8
células (42-45 h) —momento importante porque coincide con la compactacion y la
activacién del genoma embrionario principal en los ovinos-, mientras la division continua
con lentitud hasta llegar a la fase de moérula: un racimo de 16-32 células o blastomeros
para el dia 6 post-coito (63-86 h), a este proceso de proliferacion celular se le denomina
segmentacion. En este momento, disminuye la tasa de proliferacién en una aparente
quiescencia que no es mas que un reacomodo celular, una fase de sintesis intracelular
que precede a otra frenética division celular cada vez mas asincrénica en la que ocurre el
monitoreo de la correcta copia del genoma y de las condiciones ambientales para dar el
siguiente paso que es la compactacion y cavitacion. El reacomodo de las células permite
un encogimiento del cumulo que forman mientras que sus secreciones se empiezan a
desplazar para formar una sola laguna o blastocele apenas visible en forma de pequenos
antros (95 h), a este proceso se le conoce como blastulacion (Shea 1981; Wintenberger-
Torres y Sevellec 1987; Crosby et al., 1988; Betteridge 1995; Hay-Schmidt et al., 1998;
Berdugo y Bueno 2000; Vallejo et al., 2003;). Entonces el numero de células aumenta a
cientos de blastbmeros mas pequefios cada vez, que se empiezan a acomodar alrededor
del cada vez mas grande blastocele, mientras que se establecen los puentes de union
entre las células y se ubican las bombas y canales de iones en la membrana celular, es
entonces que se da la division funcional de células mas importante en la vida temprana del
embridn: las células de la masa celular interna (ICM) y las del trofoectodermo (TE) (Shea
1981; Hay-Schmidt et al., 1998; Fabian 2005; Balasubramanian y Rho 2006). Figura 1
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Figura 1. Cronologia de eventos en el desarrollo temprano en el ovino (Ovis aries).
Modificado de Wintenberger-Torres y Sevellec (1987) y Betteridge (1995)



Aunque para este momento no se ha dado una especializacion propiamente dicha, es
decir las caracteristicas morfologicas de las células son exactamente las mismas, la
células del TE y la ICM poseen capacidades de secrecion independientes, como lo han
demostrado diversos estudios de co-transferencia de embriones y vesiculas trofoblasticas
vacias de rumiantes y ungulados y, que a la fecha mantiene vigente la investigacion sobre
la produccion de interferones y gonadotropinas embrionarias y su efecto en la migracion y
diferenciaciéon celular. De ese modo, si forma una monocapa de células que separa al
espacio perivitelino del blastocele se les denomina células del TE y daran lugar a la
placenta, las membranas placentarias: corion y amnios, asi como parte del aparato
urinario pero, si forman un conglomerado celular rodeado del blastocele que se ubica en
un polo, se les nombra ICM y a partir de ella se formara al embrién tras la activaciéon del
genoma embrionario y el inicio de la gastrulacion y la especializacion de tejidos. Incluso,
se ha determinado que la aparicién de uniones estrechas en las células del TE cuando el
embrién alcanza el estadio de blastocisto, impide el libre intecambio entre el fuido uterino y
el blastocele, generando un microambiente a la ICM caracterizada por la presencia de
proteinas secretadas tanto por las células de la ICM como las del TE. (Gandolfi 1994;
Betteridge 1995) Se piensa que el caracter distintivo entre las células de la ICM y el TE se
debe a la impronta parental del genoma, ya que a partir de estudios del desarrollo que
utilizan el modelo de embriones partenogénicos se ha encontrado que el origen de la
placenta se relaciona con el genoma paterno y el genoma materno crea mayormente las
células del producto (Berdugo y Bueno 2000). Normalmente las células recurren a su
maquinaria de sostén, conocida como citoesqueleto, para modificar su forma, orientacion y
numero de capas celulares, eventos necesarios para originar un nuevo ser acorde con su
especie a partir de una célula. El citoesqueleto esta principalmente compuesto por
filamentos actina que se encuentran en la region del coértex sosteniendo la célula y
dandole la forma esférica, mientras que también participan en funciones como la meiosis y
la mitosis, la compactacién, blastulacion y elongacidn embrionaria y en la asociacién con
uniones adherentes implicadas en la union célula-célula (Dobrinsky 1996; Betts y King
2001; Gilbert 2002; Hinchcliffe 2003; Horvarth y Seidel 2006).



Desde su origen el cigoto emite un sinnumero de sefiales quimicas en constante
intercambio, mas aun cuando el numero de células va en aumento y estan en tan cercano
contacto. Estas sustancias incluyen proteinas evocadoras, factores de crecimiento,
enzimas, hormonas y citocinas que pueden dividirse en 3 grupos: factores autécrinos
producidos por el propio embrion para sostener su desarrollo, factores paracrinos
excretados por el oviducto para acceder al producto y que en su mayoria constituyen
factores de crecimiento, hormonas y proteinas, y por ultimo factores ambientales
suspendidos como sustratos, iones y aminoacidos, denotando la interaccion de los
programas genéticos del cigoto y del aparato reproductivo materno (Gandolfi 1994; Betts y
King 2001). La biologia basica se ha dedicado durante décadas a enumerarlas y conocer
su funcidon en organismos tan simples como Drosophila spp., C. elegans, Xenopus spp,
entre otros, que son modelos de facil manutencién, de desarrollo externo y corta
longevidad. (Mazur et al., 1991; Hipfner y Cohen 2004) Mas aun, se carece de informacion
parecida en los embriones criopreservados de especies domésticas, que son mas
complejas, con un origen filogenético diferente y por tanto un desarrollo inicial algo distinto,
y que tienen también una mayor longevidad y mayor edad a la pubertad, haciéndolos

modelos de estudio costosos e impracticos.

2.1.2 Criologia del embrién en preimplantacion. Los embriones tempranos de muchas
especies de aprovechamiento humano pueden ser congelados. Durante tal proceso, las
funciones fisiologicas se detienen casi por completo, lldAmense respiracién, crecimiento,
division celular o actividad enzimatica intercelular. Todo ello ocurre sin que la viabilidad
sea alterada o se provoquen cambios genéticos importantes (Schneider y Mazur 1984;
Celestinos y Gatica 2002). La gran ventaja de criopreservar embriones versa alrededor de
la practicidad, cada embridon puede conservarse por largo tiempo hasta que se presenten
las condiciones propicias para ser gestado. Los bancos de germoplasma, optan
actualmente por almacenar embriones en lugar de gametos, por dos razones
fundamentales: el haber superado la fase de la fertilizacion con éxito y el disponer de
genomas diploides que guardan las caracteristicas que la seleccion humana y natural han
forjado en la genética animal, esto a pesar de que conservando gametos aun es factible
obtener embriones in vivo (IVD) o in vitro, incluso en el caso de ser inviables mediante el
uso de ICSI (Schiewe et al., 1995; Holt 1997; Naitana et al., 2000; Mazur et al., 2008).
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Aunque criopreservar embriones de buena calidad no es garantia de desarrollo
subsecuente a la reversién del proceso conservador, constituye una buena practica, ya
que siempre traera mejores resultados que congelar o vitrificar embriones de calidad
regular. Ademas esto permitira transportarlos y comerciar con ellos sin restricciones
sanitarias cuando se trate de embriones con la ZP intacta (calidades buena y excelente)
aunque la proteccion mecanica que esta estructura proporciona no sea del todo
indispensable (Massip et al., 1982; Humbolt et al., 1987; Fahning y Garcia 1992; Schiewe
et al.,, 1995; Vajta et al.,, 1996a; Corselli et al., 2000; Beebe et al., 2000; Khurana vy
Niemann 2000; Celestinos y Gatica 2002). Lo que si es preciso, es realizar el proceso lo
antes posible, sin exceder 12 h (periodo 6ptimo 4-5 h) desde que estan siendo mantenidos
en medios enriquecidos, pues después de ese tiempo la viabilidad declina rapidamente
(Shea 1981; Fahning y Garcia 1992; Celestinos y Gatica 2002; Cuello et al., 2004a).

Debe asumirse que toda célula viva sometida a un proceso de criopreservacion es
susceptible de sufrir algun grado de dafo. El criodaio o dafio criogénico es la combinacién
del dafo celular producido por la formacion de hielo intracelular y los efectos metabdlicos
irreversibles resultantes de la exposicion de células vivas a frio extremo (temperaturas
cercanas a 0°C en un rango de +10 a -5°C) aun en ausencia de hielo (Pollard y Leibo
1994; Horvarth y Seidel 2006; Balasubramanian y Rho 2006; Mazur et al., 2008). Por
ejemplo, se ha demostrado que tanto la congelacién lenta como la vitrificacion reducen el
diametro de los poros de la ZP de manera irreversible, endureciéndola y afectando la
viabilidad, desarrollo y susceptibilidad del embrion a posteriori (Mazur et al., 2008).
Muchos autores coinciden en que el mayor impacto del criodaio ocurre en la estructura de
sostén de la célula, su membrana y organelos entre los -15 y los -16°C, y aunque se eviten
los dafios producidos por la cristalizacién, todavia estarian latentes los riesgos asociados
a los efectos del estrés osmoético o de la simple exposicién a crioprotectores (Rall 1987;
Mazur et al., 1991; Pollard y Leibo 1994; Windsor y White 1995; Kasai 1996; Dobrinsky
1996; Holt 1997; Beebe et al., 2000; Balakier et al., 2001; Vallejo et al., 2003; Mucci et al.,
2006; Campos-Chillon et al., 2006). A pesar de que en el 25 al 50% de los embriones y
ovocitos estos cambios son reversibles, esto puede no ocurrir, lo que constituye una
situacion precaria debido a las multiples funciones del citoesqueleto (Dobrinsky 1996;
Betts y King 2001; Horvarth y Seidel 2006).
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Estudios diferenciales entre estructuras intactas, criopreservadas y expuestas a
crioprotectores, muestran que estos ultimos por si mismos no son los responsables de la
pérdida de la viabilidad celular, aunque si existe una correlacién con cambios morfoldgicos
entre los que destacan la alta presencia de vesiculas, hinchamiento mictocondrial,
degeneracion nuclear, desarreglos de microtubulos y formacién anormal de huso mitético,
defectos que se acentuan a temperaturas subcero o a la descongelacion. En particular, se
ha reportado que el uso de glicerol puede inhibir el sistema Na-K-ATPasa de cuyo correcto
funcionamiento depende el mantenimiento del gradiente osmotico celular (Sell 1978;
Schneider y Mazur 1984; Schiewe et al., 1991; Kobayashi et al., 1994; Kaidi et al., 2000;
Arav et al., 2000; Balakier et al., 2001; Albarracin et al., 2005; Mazur y Koshimoto 2005;
Park et al., 2006; Mazur et al., 2008). Por su parte, el estrés osmoético puede afectar el
estado funcional de los canales de iones, modificando las concentraciones de elementos
que fungen como sefalizadores, como en el caso del calcio, de cuya concentracion
adecuada dependen procesos como la despolimerizacion de los filamentos de actina
(Kanagawa 1978; Maurer 1978; Széll y Windsor 1994; Kasai 1996; Meryman 2007).

El estadio de desarrollo determina la toxicidad y permeabilidad a los criopreservadores,
estas caracteristicas aparecen a partir de la fecundacién y continuan incrementandose a
medida que avanza el desarrollo embrionario, esto se debe a la creciente proporcion
area/volumen al aumentar el numero de células y aunque éstas son cada vez mas
pequefas, la superficie que sus membranas celulares comprenden es cada vez mayor
(Celestinos y Gatica 2002; Mazur et al., 2008). En general es aceptado que en los
embriones de rumiantes, el estadio 6ptimo para sobrellevar el procedimiento de CL es el
de moérula compacta a blastocisto maduro (Shea 1981; Massip et al.,1982; Massip et al.,
1987; Miyake et al.,1993; Cocero et al.,2000; Massip 2001; Martinez et al.,2002;
Balasubramanian y Rho 2006; Seidel y Walker 2006; Scherzer et al.,2006) mientras que
utilizar blastocistos expandidos suele ser detrimental, debido a la cristalizacion
incontrolada del blastocele que dafia la adelgazada ZP y el TE, fracturando el embrion y
afectando su recuperacion osmaética. También se cree que este liquido obstaculiza la
entrada agil de los crioprotectores permeables y que el menor tamafio de los blastémeros
en estadios avanzados, afectan la proporcién area/volumen que determinan la velocidad

de penetracién del crioprotector y el tiempo de exposicidon a los mismos (Schneider y
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Mazur 1984; Sakul et al.,1993; Duke et al.,2004; Kader et al.,2007a). No obstante hay
estudios que soportan que la criopreservacion de estadios muy tempranos suelen llevar a
bajas tasas de fertilidad debido a la criosensibilidad provocada por el mayor cumulo de
lipidos en sus células y por tener una menor permeabilidad al glicerol (Maurer 1978;
Schneider y Mazur 1984; Fahning y Garcia 1992; Miyake et al.,1993; Széll y Windsor
1994; Cocero et al.,2000; Massip 2001; Cuello et al.,2004b; Mazur et al.,2008). Para el
caso de vitrificacion con el sistema Open pulled straw (OPS) el estadio de opcion es el de
blastocisto <400 uym, ya que es mas tolerante al criodafio por sus menores reservas
lipidicas y porque resisten mejor los cambios osmaticos repentinos (Kaidi et al.,2000;
Cuello et al.,2004b; Campos-Chillon et al.,2006); pero cuando se utilizan pajillas de 0.25
cc; EG y/o sacarosa en el medio vitrificante, es mas apropiado usar estadios tempranos
como morula tardia y blastocisto inicial (Massip et al., 1989; Horlacher y Brem 1994; Kasai
1999; Celestinos y Gatica 2002; Seidel y Walker 2006; Scherzer et al.,2006).

Sin embargo, no todos los embriones pueden ser criopreservados debido a una alta
sensibilidad al frio inherente a especie, raza e incluso individuos, en que también influyen
el estadio de desarrollo y las condiciones en que el embrion fue originado (Schiewe et al.,
1991; Fahning y Garcia 1992; Pollard y Leibo 1993; Pollard y Leibo 1994; Leibo et al.,
1996; Balasubramanian y Rho 2006). Se ha detectado un diferencial en la viabilidad tras la
revitalizacion establecido entre los embriones bovinos, ovinos, de ratén y de conejo —los
que resultan muy estables al congelarse- contra los derivados de porcinos o equinos, que
no logran ser congelados con éxito en la mayoria de los casos (Polge et al., 1974; Fahning
y Garcia 1992; Leibo et al., 1996; Massip 2001; Celestinos y Gatica 2002; Cuello et al.,
2004a; Mazur et al., 2008). Este fendbmeno es conocido como criosensibilidad y se ha
reportado en estructuras como ovocitos de raton y humano, los espermatozoides porcinos,
caprinos, caninos y de ave, los embriones equinos, porcinos, bovinos de razas derivadas
del Bos indicus como la Brahaman y aquellos IVP (Chen et al., 1994; Kasai 1996; Holt
1997; Lewis et al., 1999; Khurana y Niemann 2000; Dattena et al., 2000; Massip 2001;
Celestinos y Gatica 2002; Campos-Chillén et al., 2006). Hasta ahora se desconoce mucho
de las razones de la aparicion del fendmeno, pero se sabe que en el caso de aquellos
embriones IVP es debida a cambios estructurales sustanciales como la menor cantidad

promedio de células de la ICM, el mayor depdsito de gotas de lipidos estructurales,
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presencia de blastomeros con potencial diferencial distinto al de su ubicacion, anomalias
en las conexiones intercelulares, alta presencia de vacuolas y enzimas que aumentan la
susceptibilidad de la ZP a ser digerida y adelgazada a tal punto, que hace al embrién mas
permeable, sensible al enfriamiento y propenso a infecciones (Massip et al., 1982; Fahning
y Garcia 1992; Pollard y Leibo 1993; Leibo et al., 1995; Vajta et a., 1996b; Kaidi et al.,
2000; Kong et al., 2000; Abd EI Razek et al., 2000; Massip 2001; Celestinos y Gatica 2002;
Papadopoulos et al., 2002; Jurisicova et al., 2003; Dattena et al., 2004; Balasubramanian y
Rho 2006; Mucci et al., 2006). Una de las variables mas estudiadas en el fendmeno de
criosensibilidad en los embriones IVP son las anormalidades en la distribucion de lipidos,
de cuyo arreglo desde la membrana celular hasta los plasmalégenos depende el exitoso
cambio de fase de fluido a gel ocurrido aun a temperaturas fisiolégicas (temperatura de
transicion de fase o Tm) y que es modulado principalmente por fosfolipidos que contienen
acido docosahexaenoico. De existir cambios irreversibles en el empaquetamiento lipidico
durante el cambio de fase, las células pueden sufrir fragmentacién, disfuncién enzimatica
de ATPasas y anomalias en la homeostasis idnica a temperaturas menores a 17°C (Holt
1997; Valcarcel et al.,, 1997; Khurana y Niemann 2000; Holt 2000; Zeron et al., 2000;
Horvarth y Seidel 2006). Se ha determinado que al menos en el embridén bovino IVP, los
cambios lipidicos incluyen la mayor proporcion de triglicéridos, menor concentracion de
fosfatidilcolina, estéres del colesterol y fosfatidiletanolamina e inversion en la proporcion
de lipidos/proteinas (Abd El Razek et al., 2000). Algunos estudios han demostrado que
otro factor que hace menos criotolerantes a los embriones IVP es el periodo de cultivo
post-fertilizacion. Asi, los embriones IVD que son cultivados bajo condiciones de
laboratorio, son criolégicamente mas débiles que aquellos IVP cultivados in vivo en el
aparato reproductor de una hembra. También hay evidencia de que al mejorar las
condiciones de cultivo utilizando co-cultivos con células epiteliales oviductuales o
enriqueciéndolo con fluido oviductual sintético, acido linoléico y/o albumina, los embriones
IVP no son tan susceptibles al criodafio. Sin embargo, estas medidas correctivas no
pueden revertir condiciones detrimentales del cultivo in vitro como la presencia de
mayores concentraciones de oxigeno (>20%), la generacién excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS) que al igual que la exposicion a la luz artificial, las anormales

concentraciones de calcio en los medios de cultivo y la presencia de suero propician
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dafios en el genoma del embrién (Van Soom et al.,1992; Voelkel y Hu 1992a; Voelkel y Hu
1992b; Leibo y Loskutoff 1993; Gandolfi 1994; Semple et al.,1995; Vajta et al.,1996a;
Martinez et al.,1998; Viuff et al.,1999; Vajta et al.,1999; Berdugo y Bueno 2000; Viuff et al.,
2000; Khurana y Niemann 2000; Takahashi et al., 2000a; Ito et al.,2000; Betts y King
2001; Massip 2001; Rizos et al.,2001; Papadopoulos et al.,2002; Rizos et al.,2002;
Martinez et al.,2002; Martinez et al.,2003; Vallejo et al.,2003; McEvoy 2003; Rizos et
al.,2003; Dattena et al.,2004). Por ultimo no se debe olvidar que estos embriones suelen
tener diferencias en la expresion de genes (Khurana y Niemann 2000; Papadopoulos et
al., 2002) como lo confirman estudios alométricos y organométricos que reportan el
desarrollo alterado de los 6rganos, presencia del sindrome de crias gigantes, senescencia
organica acelerada como en el caso de la oveja clonada “Dolly” o muerte neonatal debida
a fallas en la placentacion derivadas de aplasia alantoidea, de metilacion anormal en
embriones derivados de transferencia nuclear o de una red vascular mal conformada
(McCracken et al., 2000; Berdugo y Bueno 2000; Martinez et al., 2002; McEvoy 2003;
Mucci et al., 2006).

En el caso del embrion ovino, éste parece gozar de un estado de gracia con respecto a
la criosensibilidad, pues aun aquellos embriones de distintos estadios de desarrollo o IVP,
parecen tener mayor resistencia al dafo crioldégico que aquellos de la especie bovina
mantenidos bajo condiciones idénticas, por lo que se dice que el embrién ovino tiene
mayor calidad intrinseca. Esta caracteristica es aun mas favorable para otros pequefios
rumiantes como los caprinos (Polge et al., 1974; Maurer 1978; Fahning y Garcia 1992;
Massip 2001; Papadopoulos et al., 2002).

2.1.3. Evaluacion morfologica del embrion en preimplantacidon. La evaluacion
morfolégica del embrion es de suma importancia ya que constituye una herramienta
irreemplazable en la determinacion de la vitalidad del mismo y la prediccion de su
capacidad de desarrollarse, implantarse y crecer (Mercader et al.,, 2000; Khurana vy
Niemann 2000; Fabian et al., 2005; Sjoblom et al., 2006). Usualmente, la evaluacién de
embriones se realiza bajo un microscopio estereoscopico convencional, manteniendo los
embriones con un medio de mantenimiento enriquecido que soporte su desarrollo mientras
esta siendo calificado y que contenga BSA (albumina sérica bovina) o en su defecto

alguna otra molécula que rompa la tensidn superficial, evite que los embriones se adhieran
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a los contenedores, acelere la sedimentacion y proteja y estabilice las membranas pero sin
limitar el movimiento de agua a través de ellas (Massip et al., 1987; Saha et al., 1995;
Saha et al., 1996; Celestinos y Gatica 2002; Van Soom y Boerjan 2002). Para emitir un
veredicto debera hacerse girar a la estructura de la que se trate siendo lo mas apegado a
los criterios de evaluacion establecidos. Estos criterios suelen variar pues se someten a
fuentes de error como la dependencia entre las caracteristicas morfologicas, diferencias
en los sistemas de clasificacion, la dificultad de discernir detalles finos, variacion en la
percepcion por parte del investigador debido a su entrenamiento y la calidad/alineacion del
equipo Optico, por lo que no hay que perder de vista que se trata de una calificacién
cualitativa subjetiva. Afortunadamente hay consenso en los lineamientos de evaluacién

que a continuacion se enumeran (Marquez-Alvarado 2004; Sjoblom et al., 2006).

Se considera de buena calidad a los embriones que contengan blastomeros de tamafio
uniforme con citoplasma claro no granulado, que el espacio perivitelino sea transparente y
esté ocupado en menos del 10% por detritus de fragmentos celulares, que su desarrollo
sea acorde al estadio o edad en la que fue aislado, con la ZP integra y del grosor
adecuado al estadio de desarrollo, con pocas células que muestren signos de muerte tales
como picnosis o células aisladas muy grandes (Shea 1981; Van Soom y Boerjan 2002;
Martinez et al., 2003; Makarevich et al., 2005; Park et al., 2006). Al menos 6
caracteristicas parecen tener fuerte correlacién con el potencial de desarrollo embrionario
a pesar de que no todas son apreciables bajo microscopia convencional, y estas son la
apariencia del citoplasma, del pronucleo y del nucledlo, el déficit citoplasmatico, el grosor
de la ZP y la velocidad mitética (Sjoblom et al., 2006). Algunos evaluadores sostienen que
cualquier embridon que no tenga alguna de las caracteristicas antes mencionadas es de
pobre calidad (Martinez et al., 2003). Otros investigadores establecen calificaciones
numeéricas correspondientes a varias caracteristicas de los embriones. Para la calidad
embrionaria general el 1 corresponde para excelente, 2 para buena o regular, 3 para pobre
o degenerado. Para la apariencia de la ICM el 1 significa grande y compacta, 2 para
claramente visible y 3 para no discernible. Para el estadio de desarrollo el 1=ovocito no
fertilizado, 2=embrién muerto degenerado con numero de células no acorde a su edad (2-
12 células en el caso de embriones de ovino colectados el dia 6% desde el estro),

3=morula inicial, 4=moérula compacta, 5=blastocisto inicial, 6=blastocisto maduro,
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7=blastocisto expandido, 8=blastocisto en eclosién y 9=blastocisto desnudo y expandido
(Campos-Chillon et al., 2006; IETS 2009). La descripcidon de los estadios de desarrollo en
el embridn ovino esperados a partir del dia 672 es: la mérula inicial tiene blastdmeros que
ocupan el 80% del espacio perivitelino, que son perfectamente visibles, esféricos y que se
pueden contar, la ZP es gruesa, sin detritus, textura citoplasmica regular a ligeramente
granular, sin parches oscuros ni vacuolas, espacio perivitelino ocupado por blastomeros y
fragmentacion en un 10-30%. Para la mérula compacta los blastomeros ocupan entre el
60-70% del espacio perivitelino, son poligonales y aunque todavia puede observarse los
limites entre unos y otros, ya no es posible contarlos, también cuentan con una ZP gruesa
e intacta, con citoplasma claro a ligeramente granulado y con menos de 10% de las
células en fragmentacién. En el blastocisto inicial se observa una o varias lagunas de
liquido entre las células que confluyan formando el blastocele, este debera tener menos de
2/3 del volumen que ocupa la ICM (<50%) y numerosas células tanto en la ICM como en el
TE; en el blastocisto maduro y el expandido el blastocele tendra mas del 2/3 del volumen
de la ICM, el espacio perivitelino desaparece virtualmente y la ZP se encuentra en franco
adelgazamiento; el blastocisto en eclosion se encontrara en reexpansion tras el colapso
que la ruptura de la ZP origind por el cambio osmaético del interior del embriéon con el
medio exterior, en algunos casos podra apreciarse a la ICM saliendo de la zona pelucida
con un pequefo estrangulamiento o en otros casos no sera apreciable el blastocele dado
que el fendmeno de eclosidn es reciente y podria confundirse con una mérula compacta
de no tener en cuenta el grosor de la ZP y por ultimo, en el blastocisto desnudo no se
encuentra rodeado de la ZP pero se reconoce el blastocele en la mayoria de los casos.
Figura 1 Cualquier evidencia de parches necroticos, agregacion de reticulo endoplasmico
liso, citoplasma oscuro no relacionado a depdsito de lipidos, nucleos multiples o
fragmentacion extensiva se considerara como signo de degeneracion y mala calidad
(Shea 1981; Park et al.,2006;Sjoblom et al.,2006). De entre los criterios menos selectivos,
algunos eligen dar un valor numérico basado en el porcentaje de células de la ICM y el TE
con apariencia normal o saludable, sefialando que cuando menos debe haber un 50% de
células intactas para considerar a un embridon como viable. Esta practica es comun en la
reproduccién asistida en humanos, en que el numero de embriones es muy limitado y cada

uno adopta un valor ético-emocional muy elevado (Duke et al., 2004).
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2.2 Antecedentes de la criopreservacion de embriones.

La criologia incluye a todos los procesos que buscan la conservacion de tejidos vivos a
temperaturas bajo cero, generalmente a temperatura del nitrégeno liquido (-196°C)
(Dobrinsky 1996; Celestinos y Gatica 2002). La efectividad de tales procedimientos es
comprobable por una gran variabilidad de métodos de medicion, entre las que se incluyen:
tasas de fertilidad, monitoreo del desarrollo embrionario en cultivo (siendo frecuentes la
medicion de metabolitos producidos, la ocurrencia de reexpansion del blastocele o de
eclosion del blastocisto) in vitro o in vivo en oviductos de coneja u oveja, aunque esta
ultima ya es una practica en desuso. (Willadsen et al.,1974; Massip et al.,1982., Fortier et
al.,1994; Dinnyés et al.,1994; Semple et al.,1995; Saha et al.,1995; Chaves et al.,1997;
Kaidi et al.,2000., Corselli et al.,2000; Dattena et al.,2000; Dobrinsky 2002; Cuello et
al.,2004a; Duke et al.,2004; Dattena et al.,2004; Campos-Chillon et al.,2006). En la
practica cotidiana, la evaluacién de la viabilidad de los embriones sélo se basa en su
apariencia morfolégica, sin embargo, se ha confirmado que este método tiene dificultades
para determinar con precision la viabilidad o los primeros signos de muerte, y esto
constituye una de las principales causas de bajas tasas de fertilidad en los embriones

transferidos (Aguilar et al.,2002; Marquez-Alvarado et al.,2004; Marquez et al.,2005)

2.2.1. Factores de variacion de los métodos de criopreservacion. Todos los métodos de
criopreservacion responden a requerimientos particulares, pero en general siguen un
mismo patron de congelacion: exposicidn a sustancias crioprotectoras, empacamiento del
espécimen de acuerdo a su naturaleza, disminucion de la temperatura a una velocidad
determinada y la exposicion directa al NL, para permanecer ahi por tiempo indefinido
hasta su utilizacidon. Por ello existen puntos clave a controlar que son fuente de variacion
como: tipo celular a criopreservar, volumen de la muestra, crioprotector a elegir, su
concentracion, combinacion con otras sustancias, su método de adicién, temperatura y
tiempo de equilibrio; la velocidad de enfriamiento, necesidad de diluciéon del crioprotector
para extraerlo de las células y velocidad de entibiamiento. Todas estas variables estan
relacionadas de algun modo con la permeabilidad y toxicidad de los crioprotectores y la
regulacion del criodaino (Schneider y Mazur 1984; Rall 1987; Schiewe et al.,1991; Miyake
et al.,1993; Dinnyés et al.,1994; Tervit et al.,1994; Kasai 1996; Arav et al.,2000; Papis et
al.,2000; Kong et al.,2000; Massip 2001;Tran et al.,2004; Meryman 2007).
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= Tipo celular: todas las células tienen limites osmoticos particulares, disposicion de
lipidos y otras particulas en la membrana celular y en general pueden tener distinta
superficie de contacto determinados por su tamafio y forma, esto hace que puedan
ser mas o menos sensibles a la ruptura membranal irreversible debida al cambio de
fase ocurrido durante el enfriamiento o al hinchamiento celular por entrada de agua
durante su revitalizacion (Holt 1997; Meryman 2007; Mazur et al., 2008). Por ello,
las células del embrion determinan la criosensibilidad ya discutida de acuerdo a los
cambios celulares que ocurren conforme avanza su desarrollo (Balakier et al., 2001;
Celestinos y Gatica 2002; Mazur et al., 2008).

= Crioprotectores: son sustancias que protegen la integridad de las membranas
celulares durante el proceso de enfriamiento, en su presencia, las células vivas
suelen deshidratarse parcialmente previniendo la formacion de grandes cristales de
hielo y la degeneracion proteica resultante de la exposicion al frio. Ademas,
reducen el punto de congelacién de los liquidos en que se encuentran al cambiar su
composicién electrolitica y osmotica, a la vez que aumentan la viscosidad
interfiriendo con procesos de difusion, estabilidad lipidica de la membrana,
permeabilidad al agua y el transporte de ATP, convirtiéndolas en sustancias téxicas
(Schiewe et al., 1991; Dobrinsky 1996; Celestinos y Gatica 2002; Dattena et al.,
2004; Mazur et al., 2008). Pueden clasificarse como intra- o extracelulares debido a
su capacidad de entrar en la célula para ejercer sus funciones. Entre los
crioprotectores intracelulares, permeables o de bajo peso molecular se incluyen el
DMSO (dimetil sulféxido), el EG, el PG (propilenglicol), el PEG (polietilenglicol), el 1-
2 propanediol, el butanediol, el etanol, la acetamida, el glicerol y otros alcoholes
(Miyake et al., 1993; Dobrinsky 1996; Celestinos y Gatica 2002; Meryman 2007).
Mientras tanto los crioprotectores extracelulares, impermeables o de alto peso
molecular incluyen a azucares como la rafinosa, lactosa, sacarosa, fructosa,
trehalosa, sorbitol dextrano, galactosa; polimeros como el PVP (polivinilpirrolidona)
y el Ficoll o compuestos antipaticos como la glicina, betaina, glutamina y prolina. Su
modo de accion es extraer el agua no congelada del interior de la célula y cambiar
el gradiente de concentracion de sales en la solucién acuosa, aumentando su

viscosidad por lo que son muy utiles para preservar membranas a baja actividad de
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agua (Celestinos y Gatica 2002). Para aprovechar las ventajas de ambos tipos de
crioprotectores y reducir su toxicidad, muchos autores, han optado por combinarlos
en la formulacion de medios de congelacion, descongelacion y vitrificacion (Kasai
1996; Kaidi et al., 2000; Meryman 2007) procurando que exista la mayor cantidad
posible de crioprotector unido al agua estructural y la menor cantidad del mismo
libre en el citoplasma para no producir detrimento en la viabilidad ni en la proteccion
celular (Rall 1987; Dattena et al., 2004).

Velocidad de enfriamiento: asociada a variables como el volumen de la muestra, el
contenedor a utilizar y la viscosidad de los medios de vitrificacion, determina el
tamafo de los cristales de hielo durante la enucleacion y la re-cristalizacion a la
revitalizacion (Arav et al., 2000; Mazur et al., 2008). De acuerdo a ella, existen 5
opciones posibles velocidades de enfriamiento: congelacion de velocidad
controlada, congelacion con polimeros no penetrantes, congelacion ultrarrapida,
vitrificacion y congelacién de equilibrio (Rall 1987; Papis et al., 2000; Meryman
2007). Cuando se habla de vitrificacion en distintos dispositivos, estos suelen variar
la velocidad de enfriamiento pues el diametro interno aumenta la superficie de
contacto del embrion con el nitrégeno liquido (NL), reduciendo el tiempo, volumen y
concentracion de los crioprotectores a los que es expuesto el embrion. Asi, la pajilla
de 0.25 cc logra una velocidad de enfriamiento de 2’500°C/min, la OPS de
200’000°C/min y el dispositivo vit master de 800'000°C/min (Cuello et al., 2004a).

Dilucién secuencial: es usada con el objetivo de exponer, cargar o remover los
crioprotectores de las células sin danar el potencial osmoético de forma irreversible a
la vez que permite la salida de agua y rehidratacion de las células, para mejorar las
propiedades a la criopreservacion. Consiste en depositar por algunos minutos los
embriones en distintos pozos -3 a 6 generalmente- que contienen concentraciones
escalonadamente mayores del crioprotector a partir de una solucién PBS o de
mantenimiento para que la sustancia ingrese controladamente a las células; en el
caso opuesto, durante el retiro del crioprotector previo a la transferencia, se parte
de la maxima concentracion usada para reducir paulatinamente hasta llegar a la
solucion PBS exenta de crioprotectores. Su uso no es esencial por lo un protocolo

puede prescindir de ella, sin embargo, se ha observado que la lenta dilucion para
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retirar glicerol atrae resultados positivos, sobre todo cuando se emplean pocos
pasos de diluciébn, a pesar de correr el riesgo de excesivo hinchamiento o
encogimiento (Maurer 1978; Schneider y Mazur 1984; Schiewe et al., 1991;
Khurana y Niemann 2000).

Tiempo de exposicion a crioprotectores: en todo caso se prefieren tiempos de
exposicién lo mas cortos posibles, sin embargo este factor es determinado por la
toxicidad y permeabilidad natural de los crioprotectores solos 0 en combinacién. De
ahi que en el caso de crioprotectores altamente permeables y toxicos como EG, los
embriones sean expuestos en lapsos muy cortos (3-15 min) requiriendo de métodos
de transferencia directa para posibilitar el cumplimiento de esta condicion, mientras
que crioprotectores estables y de baja toxicidad como el glicerol pueden necesitar
lapsos largos de exposicion de hasta 15 o 30 minutos sin daiar la viabilidad de los
mismos (Kasai 1996; Martinez et al., 2002; Dattena et al., 2004).

Temperatura de adicion o extraccion de crioprotectores: se dice que al temperar los
medios de crioconservacion (20-24°C) la permeabilidad de los crioprotectores se
agiliza. Ello ocurre tanto al momento del equilibrio acelerando la entrada del
crioprotector, como a la revitalizacion, en que permite la rapida salida de los
crioprotectores a pesar de que aumenta el riesgo de crecimiento de cristales de
hielo ya presentes en el embrién cuando la solucion aun permanece fria (Schneider
y Mazur 1984; Kasai 1996; Campos-Chillon et al., 2006; Meryman 2007).

2.2.2. Desarrollo historico de las técnicas de criopreservacion. Los origenes de la

crioconservacion se remontan al interés por imitar los modelos de la naturaleza como el de

anguilas articas, nematodos del suelo, camarones de rio o ranas nérdicas, que parecian

no verse alteradas ante las bajisimas temperaturas presentes en su ecosistemas, esta

resistencia se asocidé con su capacidad de acumular en sus tejidos y fluidos, sustancias

como la trealosa, prolina y glicerol, conocidos en la actualidad como efectivos

crioprotectores (Holt 1997).

Los primeros ensayos de congelacion se atribuyen a Lazaro Spallanzani en 1803,

profesor de historia natural en la Universidad de Pavia, Italia, quién demostro la

supervivencia de espermatozoides tras su enfriamiento y entibiamiento (Holt 1997).
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Ya como una aplicacién practica Polge y colegas en 1949, lograron la supervivencia de
espermatozoides y células seminales tras su vitrificacion y deshidratacion parcial. A partir
de los hallazgos ocurridos de los experimentos de congelacion de semen se extendio el
uso de la criopreservacion a distintos tipos de células y embriones completos, tratando de
descifrar cuales crioprotectores eran los mas apropiados, a qué concentraciones, durante
cuanto tiempo de exposicion y a qué velocidad de enfriamiento tendria que usarse para no
inhibir el desarrollo posterior una vez revertido el proceso (Mazur et al., 1991). A mediados
de los 50’s, Lovelock y Polge propusieron al glicerol como el crioprotector mas noble
dadas sus caracteristicas coligativas como su bajo punto de congelaciéon y su funcién
protectora ante el “efecto solucion” al reducir la concentracion de electrolitos en la fraccion
de fluido no congelado (Fahning y Garcia 1992; Holt 1997). También estudiaron los
mecanismos por los que ete crioprotector causa toxicidad, hallando que incrementa la
viscosidad citoplasmatica, se inserta en la membrana bi-lipidica celular, interactua con la
dinamica de los microfilamentos citoplasmaticos, interviene en el balance bioenergético y
desencadena la activacion de proteasas y fosfolipasas que disparan procesos de MCP y
dafio celular en general. Aun asi, hay que recordar que como ya ha sido discutido, el
grado de dafo citotoxico que ejerce el glicerol, y cualquier otro crioprotector, depende de
la temperatura y tiempo de exposicion, la velocidad de enfriamiento y hasta de la especie
de origen de las células en funcion (Maurer 1978; Dobrinsky 1996; Schiewe et al., 1991;
Holt 2000; Meryman 2007; Mazur et al., 2008;). Fue en 1972 cuando se reporto la primera
congelacion exitosa de un embrion mamifero, correspondiente al de ratén, realizado por
Whittingham y colaboradores, y un afio mas tarde, Wilmut y Rowson obtuvieron el primer
ternero nacido de la transferencia de un embridn congelado lentamente (Whittingham
1978; Kanagawa 1978; Maurer 1978; Rall 1987; Massip 2001; Celestinos y Gatica 2002).
Fueron Willadsen y colaboradores, quienes en 1974 congelaron lentamente embriones
ovinos de 5 a 8 dias de edad usando DMSO y una curva estandar de enfriamiento
(Willadsen et al., 1974; Maurer 1978) y mientras trataban de desarrollar una técnica de
criopreservacion menos demandante, en 1977 descubrieron que el proceso podia ser
interrumpido a temperaturas subcero relativamente altas (-25 a -35°C) antes de sumergir
los especimenes en NL y que el rapido entibiamiento (360°C/min) lograba mejores tasas

de supervivencia a la transferencia, fundando asi las bases de las técnicas de
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criopreservacion ahora conocidas (Rall 1987; Pollard y Leibo 1994; Massip 2001; Mazur et
al., 2008). Para entonces se habia elegido a la ampolleta de cristal como el contenedor de
almacén de los embriones pero entre 1979 y 1985 fue sustituida por la pajilla plastica
francesa de 0.25 cc utilizada en la inseminacién artificial, permitiendo un almacenaje mas
practico y la posibilidad de desarrollar el método de transferencia directa o “one step” en
que el medio que contenia el embriéon era separado del diluyente con sacarosa por
burbujas de aire, para que al descongelarse y ser agitadas ocurriera la dilucién en el
interior de la pajilla (Massip et al., 1979; Massip et al., 1982; Schiewe et al., 1991; Massip
2001; Dattena et al., 2004). Estas modificaciones se consolidaron cuando en 1984 Leibo,
utilizando EG como crioprotector not6 la necesidad de depositar el embriéon en el aparato
reproductor femenino lo antes posible, y utilizando los conocimientos recién generados por
Renard y colaboradores sobre el uso de sacarosa en la remocion de crioprotectores, refind
la técnica prescindiendo de la evaluacién morfoldgica del embrién, de ahi que se le
denominara como una técnica “libre de microscopio” (Renard et al., 1983; Leibo 1984;
Massip et al., 1987; Schiewe et al., 1991; Celestinos y Gatica 2002; Martinez et al., 2002;
Cuello et al., 2004a). Este paso fue de vital importancia para aumentar la adopcion de ET
a nivel mundial pues, solo se requerian para realizarla 30 segundos y un bafio maria
simple, por lo que se reducian los costos asociados a la evaluacion embrionaria y al
descarte de embriones que no reunen las caracteristicas morfolégicas necesarias para
asegurar su transferencia y en el caso de los ovinos, se ha calculado que este método
atrae un aumento del 7-8% de crias nacidas vivas, lo que implica un cambio positivo en la
tasa costo/beneficio (Renard et al., 1983; Van Wagtendonk-De Leeuw et al., 1994;
Dinnyés et al., 1995; Nowshari y Brem 2000; Martinez et al., 2002; Seidel y Walker 2006;
Guignot et al., 2006). Para esas fechas, también se realizaban importantes avances en la
vitrificacion, ya que Rall y Fahy describieron por primera vez un método estandar de
vitrificacion de embriones mamiferos, usando como modelo al ratéon (Fahning y Garcia
1992; Kasai 1996; Dobrinsky 1996; Massip 2001; Campos-Chillon et al., 2006; Mazur et
al., 2008). Mas tarde, Massip y colaboradores realizaron la vitrificacion de embriones
bovinos usando una mezcla de glicerol y propanediol (Van Der Zwalmen 1989; Fahning y
Garcia 1992). En 1990, se introdujo el concepto de cristalizacion o “seeding” necesario en

la correcta congelacién ya que permite la uniforme formacion de cristales de hielo dentro
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de la solucién criopreservante y el embridén (Massip 2001). Desde el principio de estos
hallazgos y en un afan de hacer una técnica cada vez mas precisa, simple y mecanizada
se disend un barril criogénico o aparato de congelacion MacDonald, que utilizaba un termo
criogénico en cuya angosta boca se insertaba una gradilla de acero inoxidable para 10 o
15 pajillas de 0.25 cc, en ella también iba incluido un termémetro de caratula conectado
con una pajilla llena del crioprotector utilizado (sistema que en conjunto toma el nombre de
termocouple) para medir la temperatura del interior del barril, para que ayudados por las
ranuras de la gradilla ésta pudiera descender sobre el nivel de NL para regular la
velocidad de enfriamiento hasta alcanzar los -32°C y entonces sumergirlos en NL. Otro
sistema mecanizado es el aparato de Robertson, en el que se utiliza metanol o etanol al
95% en un vaso de Dewar que sobre el nivel de NL, dentro del metanol y controlado por
un termocouple como el descrito anteriormente, se expone a las pajillas de 0.5 o0 0.25 cc
que contienen al embrion y mediante un soporte universal, se regula el descenso de
temperatura al introducir mas el vaso de Dewar en el NL. Por ultimo, el disefio de
congeladoras automaticas programables, abatieron los costos a la congelacion ya que tras
un entrenamiento sencillo cualquier técnico con bases de embriologia podria congelar
uniformemente hasta 45 embriones por ronda en alrededor de 70 minutos de principio a
fin, aunque el costo de la congeladora aun es alto (Maurer 1978; Massip et al., 1982).
Figura 2. A lo largo de estos acontecimientos surgié la necesidad de desarrollar la
nomenclatura para facilitar la identificacién, codificacién e intercambio internacional de
embriones de especies domésticas y silvestres regulado por la IETS (Cuello et al., 2004b;
IETS 2009). En el afio 1996, Gabor Vajta diseAd un implemento especial denominado
OPS que simplificaba el método de vitrificacion al adelgazar una pajilla plastica de 0.25cc
calentandola en una platina y estirandola en su parte central, para una vez que se enfriaba
fuera cortada por la parte mas fina. El sistema OPS consiste en la exposicion a la solucién
vitrificante en un solo paso por un tiempo ultracorto en un volumen muy pequeno (0.5-2
pl), el fundamento radica precisamente en que la pajilla OPS cuyo diametro interno es
sumamente reducido (0.7-0.8 mm) permite aspirar por capilaridad una microgota (10-15 ul)
de la solucién en la que dentro de los anteriores 45 segundos habia sido depositado el
embrion, y de inmediato sumergida horizontalmente en NL. Esta técnica ha revolucionado

lo conocido sobre crioconservacion, pues ha superado con un método simple obstaculos
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como la criosensibilidad e incluso la posibilidad de conservar estructuras sometidas a
procedimientos invasivos (Vajta et al., 1996a; Vajta et al., 1997; Booth et al., 1998; Massip
2001; Celestinos y Gatica 2002; Zhang et al., 2007; Jung et al., 2008). A partir de ello en
2006 se disefid una pajilla aun mas delgada denominada OPS ultrafina (ultra mini straw) o
SOPS (superfine open pulled straw), y otros investigadores utilizaron implementos como:
gradillas de cobre para microscopio electronico o placas metalicas (sistema cryoleaf)
enfriadas con NL, pajillas adelgazadas y enroscadas denominada crioloop, también se
ideo el equipo vit master con un sistema de entrada de NL a presidén negativa que reduce
hasta -210°C a partir de su temperatura normal (-196°C), mallas de nylon, capilares de
cristal adelgazados y abiertos, todos con mejoras modestas pero constantes al reducir
mas la velocidad de enfriamiento (Arav y Zeron 1997; Arav et al., 2000; Kong et al., 2000;
Hochi et al., 2000; Celestinos y Gatica 2002; Cuello et al., 2004b; Seidel y Walker 2006;
Park et al., 2006; Huang et al., 2008).

Hoy la tendencia es la modificacion de embriones para hacerlos mas susceptibles de
ser congelados como en el caso de la centrifugacion o delipidacion en los embriones
porcinos, electro-fusidn con liposomas para estabilizar los lipidos, tratamiento con
citocalacina o colchicina para estabilizar el citoesqueleto, incubacion con colesterol-metil-
B-ciclodextrina para estabilizar el empaquetamiento membranal de lipidos, denudamiento
asistido con agentes quimicos o con ayuda del micromanipulador o la extraccion de liquido
del blastocele de embriones equinos o humanos de gran diametro (Nagashima et al.,
1994; Leibo et al., 1995; Dobrinsky 1996; Beebe et al., 2000; Zeron et al., 2000; Massip
2001; Cuello et al., 2004b; Duke et al.,, 2004; Seidel 2006; Horvarth y Seidel 2006;
Balasubramanian y Rho 2006; Mucci et al., 2006; Kader et al., 2007a; Kader et al., 2007b;
Scherzer et al., 2008; Mazur et al., 2008). Sin embargo, estas técnicas estan lejos de ser
aplicadas en la practica rutinaria, pues su ejecucién implica inversion de tiempo valioso y
la ruptura de la ZP limitando su comercio. Ademas, algunas de ellas han demostrado
capacidad de desarrollo solo en condiciones in vitro no pudiendo derivar en partos de crias
nacidas vivas (Massip 2001; Cuello et al., 2004a; Makarevich et al., 2005).
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Figura 2. Instrumentos utilizados en la congelacion lenta mecanizada.

A) Aparato MacDonald, B) Aparato de Robertson y C)Congeladora automatica programable
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2.2.3. Particularidades de la congelacién lenta con glicerol. La CL se define como la
reduccién constante de la temperatura usando velocidades de enfriamiento de alrededor
de 0.5°min y crioprotectores conocidos, sea manual o automaticamente, para lograr la

uniforme formacion de hielo en los espacios intra- y extracelulares (Mazur et al., 2008).

La CL con glicerol tiene ventajas relevantes como el aprovechamiento de la baja
toxicidad de este crioprotector y la alta permeabilidad de los embriones a los glicoles, la
uniformidad en los resultados obtenidos, la alta disponibilidad del equipo necesario, el gran
numero de embriones que pueden ser procesados por ciclo y la variedad de especies
animales en las que se ha aplicado con éxito (Pollard y Leibo 1994; Seidel y Walker 2006;
Mucci et al., 2006; Mazur et al., 2008). Las tasas de fertilidad registradas en ovinos con
esta técnica alcanzan un constante 60% aunque el rango oscila entre 30 al 70% (Massip
et al., 1979; Renard et al., 1983; Massip et al., 1987; Sakul et al., 1993; Van Wagtendonk-
De Leeuw et al., 1994; Caballero et al., 1995; Dobrinsky 1996; Agca et al., 1998; Martinez
et al., 2002; Pryor et al., 2006). Su mayor inconveniente es sin duda su alto costo, aun
cuando no se invierte en una equipo de congelacion programable, sumado a la

imposibilidad de congelar estructuras criosensibles (Maurer 1978; Vajta et al., 1996b).

La CL de embriones provoca cambios como la pérdida de células del TE y de la ICM,
distorsiones morfolégicas, degeneracion de organelos, extrusién nuclear, alteraciones
membranales, deshidratacion y disrupcidén del citoesqueleto (Shea 1981; Lehn-Jensen y
Greve 1982; Kasai 1996; Valcarcel et al., 1997; Kaidi et al., 2000; Cocero et al., 2000;
Zeron et al., 2000; Celestinos y Gatica 2002; Mucci et al., 2006). Muchos de ellos son
controlados/ocasionados por el proceso en si; por ejemplo, aunque el “seeding” controle el
tamafo de los cristales de hielo al inducirse un estado de superenfriamiento también
origina danos asociados al calor latente resultante de la friccion de tales cristales durante
el reordenamiento molecular y asi, supone una fuerza opuesta al punto de congelacién,
por lo que para evitarlo se recomienda realizar la cristalizacion a temperaturas bajo cero

en ceélulas lo suficientemente deshidratadas (Celestinos y Gatica 2002; Meryman 2007).

En el método de congelacion convencional, lenta, de equilibrio o estandar, los
embriones son expuestos a temperatura ambiente (20-22°C) al medio de congelacién -

compuesto por PBS y glicerol- en un solo paso durante un tiempo que puede ir de los 10 a
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los 30 min, incluyendo el tiempo que tome envasarlos en las pajillas plasticas de manera
que se separen 3 grandes columnas de solucién mediante burbujas, ubicando al embridn
en la columna media lo mas centralmente posible (Celestinos y Gatica 2002). Esta
disposicion permitira que el embridn no esté en contacto directo con las pinzas enfriadas
en NL al inducir la cristalizacion en las columnas adyacentes. La importancia del “seeding”
es que forma o “siembra” pequefios cristales de hielo alrededor de “nucleos” o sitios de
enucleacion constituidos por componentes celulares como puentes de hidrogeno,
minerales o proteinas estructurales, que conduciran a la congelacion uniforme de las
columnas de liquido en direccion al embridon (Maurer 1978; Fahning y Garcia 1992; Zeron
et al., 2000; Celestinos y Gatica 2002; Mucci et al., 2006; Meryman 2007). Después de
este proceso, se puede iniciar el descenso controlado de la temperatura, las moléculas
que a temperatura fisiolégica normal estan en constante movimiento empiezan a
permanecer estaticas y una vez alcanzados los -40°C, el proceso de congelacién sigue un
patrén repetitivo en que las moléculas de agua forman nucleos o se agregan a ellos y los
solutos empiezan a concentrarse (efecto solucion), lo que lleva a un estado de
deshidratacion y al cambio de composicién de la solucién que resta por ser congelada y
por ende, también cambia su comportamiento criolégico. A este fendmeno se le llama
“‘busqueda de la temperatura o del punto eutéctico” en que la disipacion de calor encuentra
un nuevo punto de equilibrio para congelar los componentes mas parecidos a una fase
liquida y por ultimo todos los sdlidos restantes. En resumen, la estrategia empleada por
este método de criopreservacion es la velocidad de enfriamiento y la deshidratacion
causada por el efecto solucion y la busqueda del punto eutéctico, reduciendo los riesgos
por cristalizacion, amortiguando el estrés osmotico y la toxicidad quimica (Massip et al.,
1987; Cuello et al., 2004a; Campos-Chilléon et al., 2006).

2.2.4. Particularidades de la vitrificacion en paijillas de 0.25 cc. La vitrificacion es el
cambio de fase de una solucioén viscosa a un estado de gel al aplicar bajas temperaturas,
formando un objeto semi-sdlido amorfo conocido como estado “vitreo” que mantiene la
distribucidn iénica y molecular sin crear cristales de hielo (Rall 1987; Fahning y Garcia
1992; Széll y Windsor 1994; Kassai 1996; Dobrinsky 1996; Holt 1997; Martinez et
al.,1998; Massip 2001; Kuleshova y Lopata 2002; Celestinos y Gatica 2002; Martinez et
al.,2002; Horvarth y Seidel 2006; Meryman 2007; Mazur et al.,2008).
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La vitrificacidon tiene numerosas bondades, entre ellas, la disponibilidad de un proceso
simple, econdmico, adaptable a condiciones de campo y que no implica la adquisicién de
equipo especial. Ademas el vitrificar un lote de embriones puede tomar de 7 a 10 minutos,
pudiendo aplicarse a estructuras criosensibles con las que la CL no ha tenido resultados
favorables, a embriones manipulados de manera invasiva o con la ZP fracturada o a
tejidos y organos completos para su posterior transfusion o transplante, y por ultimo, se
pueden formular medios de vitrificacion sin derivados de origen animal (Miyake et al.,1993;
Széll y Windsor 1994; Van Wagtendonk-De Leeuw et al.,1994; Vajta et al.,1996a; Vajta et
al.,1996b; Saha et al.,1996; Kasai 1996; Booth et al.,1998; Peura et al.,1999; Semple et
al.,2000; Celestinos y Gatica 2002; Cuello et al.,2004a; Seidel y Walker 2006; Smith et
al.,2006; Wang et al.,2007; Zhang et al.,2007). La vitrificacion produce tasas de fertilidad
variables de acuerdo a la metodologia de vitrificacion. En el caso del ovino, la vitrificacion
OPS ha resultado en tasas de fertilidad del 20 al 70% y tasas de desarrollo en cultivo del
50 al 95% (Papadopoulos et al.,2002; Dattena et al.,2004; Guignot et al.,2006), mientras
que utilizando pajillas plasticas de 0.25 cc se pueden encontrar tasas de fertilidad entre el
13y 70% y de desarrollo en cultivo de 57 y 100% (Schiewe et al.,1991; Traldi et al.,1999;
Dattena et al.,2000; Massip 2001; Dattena et al.,2004; Guignot et al.,2006). Sin embargo,
la mayoria de estos estudios se condujeron bajo distintas condiciones, usando protocolos
de vitrificacion ligeramente diferentes lo que hace dificil su comparacion (Rall 1987; Papis
et al.,2000; Celestinos y Gatica 2002).

Por otro lado, las desventajas incluyen la posibilidad de que las pajillas se quiebren, el
riesgo toxico de las altas concentraciones de crioprotectores, la precision en el control del
tiempo durante el proceso, la baja disponibilidad de medios de vitrificacion comerciales y
contenedores especiales cuando no se usan pajillas de 0.25 cc, la limitada cantidad de
embriones que se pueden procesar por ciclo, la necesidad de mantener el termo
criogénico a los niveles maximos de NL para conservar el estado vitreo de los embriones y
la gran diversidad de protocolos disponibles a elegir (Van Der Zwalmen et al., 1989; Vajta
et al., 1996b; Seidel y Walker 2006; Palasz y Mapletoft 2006; Mazur et al., 2008).

Los cambios celulares provocados por la vitrificacién incluyen la pérdida de conexiones
celulares, pérdida de microvellosidades, fractura de la membrana plasmatica y de la ZP,

henchimiento del reticulo endoplasmico y encogimiento celular y mitocondrial (Van Der
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Zwalmen et al., 1989; Holt 1997; Kaidi et al., 2000; Dhali et al., 2000; Balakier et al., 2001;
Celestinos y Gatica 2002; Mucci et al., 2006). Su aparicion se debe principalmente a los
cambios osmaticos drasticos ocupados dentro de su proceso -durante la exposicion a
crioprotectores hay deshidratacion y en la revitalizacion existe rehidratacién poco
controladas-, y a la formacién de cristales de hielo >150 nm y hasta 0.3 micrones durante
el entibiamiento, originando dafos fisicos y metabdlicos (Kasai 1996; Valcarcel et al.,
1997; Cuello et al., 2004a; Meryman 2007). En caso de que los dafios sean muy extensos
el embrion puede ser afectado de manera irreversible por las respuestas quimicas vy
osmoticas montadas para contrarrestar esa fuente de estrés (Schneider y Mazur 1984;
Kaidi et al., 2000; Celestinos y Gatica 2002).

Para lograr la vitrificacién exitosa en pajillas de 0.25 cc es preciso utilizar una solucién
vitrificante compuesta de una alta concentracion de crioprotectores que eviten la formacion
de cristales de hielo y que a la revitalizacion deben ser removidos con rapidez del interior y
el medio circundante al embridén ya que resultan sumamente toxicos (Massip 2001; Cuello
et al., 2004b; Guignot et al., 2006). Debido a ello, usualmente se recurre a una
macromolécula no embriotoxica de uso extracelular conocida como sacarosa que ayuda a
extraer los crioprotectores y cuyo uso en los medios de descongelaciéon y entibiamiento es
extendido pues amortigua cambios repentinos en la osmolaridad que podrian atraer dafio
osmotico a los embriones al regular la entrada excesiva de agua (Cuello et al., 2004a;
Meryman 2007). Por su parte, muchos autores han elegido al EG para la formulacion de la
solucion vitrificante, ya que se requiere un agente permeable, capaz de ejercer mas
rapidamente sus efectos al difundirse entre las células mas facilmente, ademas provoca
que los embriones se encojan menos y a la revitalizacion pueden recuperar su estado
osmotico con mayor rapidez. Ello conlleva a que se reduzca el tiempo de exposicion que a
su vez disminuye sus efectos téxicos sobre todo si es acompanado por sacarosa, PVP o
Ficoll, pudiendo estos ultimos sustituir ademas a la BSA o el suero fetal bovino (FCS),
para evitar los riesgos de transmision de infecciones a través de ellos (Rall 1987; Massip
et al., 1987; Seidel et al., 1990; Kobayashi et al., 1994; Kasai 1996; Saha et al., 1996;
Guerin 1997; Holt 2000; Massip 2001; Celestinos y Gatica 2002; Meryman 2007). La
mezcla completa de un agente permeable (EG), una macromolécula (Ficoll 70) y un

disacarido (sacarosa) constituye lo que se conoce como solucién vitrificante EFS de baja
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toxicidad y volumen que resulta muy eficiente (Rall 1987; Kasai 1996; Guignot et al.,
2006). La inmersion directa en NL es un paso vital en la vitrificacion pues este cambio de
temperatura tan brusco (1°200°C/min) detiene de golpe el movimiento molecular, evitando
el ordenamiento de las moléculas de agua de acuerdo a sus cargas, no hay un cambio de
fase propiamente dicho, no hay formacion de cristales de hielo por lo que no se genera
calor latente (Arav et al., 2000; Massip 2001; Meryman 2007). Por ello, se debe vigilar que
este cambio de temperatura tan repentino no genere el quiebre de las pajillas plasticas,
que no son tan flexibles como las células vivas, y esto se hace al mantener las pajillas una
vez que han sido cargadas con el embridn en cercania de vapores de nitrégeno (-150°C)
(Rall 1987; Massip et al., 1987; Massip 2001; Pryor et al., 2006; Seidel y Walker 2006). Por
ultimo, el término “entibiamiento” como una forma de revitalizacion no debe usarse
indiscriminadamente como sinbnimo de los términos “descongelacion”  y/o
“desvitrificacion”, de hecho constituye un término exclusivo de la revitalizacién de aquellos
embriones que fueron vitrificados por cualquier método establecido. ElI término
“descongelacidon” entonces se restringe a la revitalizacion de aquellos embriones que
fueron congelados, mientras que el término “desvitrificacion” describe la pérdida
involuntaria del estado vitreo pasando al de la cristalizacion no controlada, hecho
indeseable e incompatible con la viabilidad celular y/o embrionaria. Este ultimo hecho
puede ocurrir cuando la porcién vitrificada deja de estar inmersa en NL, provocando
fluctuaciones de temperatura que le hacen perder el estado sdlido (Rall 1987). Al
entibiamiento, la presencia de sacarosa cumple con funciones distintas a las cumplidas
durante el equilibrio, acelera la velocidad de entrada de agua por encima de la velocidad
de salida por difusion pasiva de los crioprotectores, pero sin ser lo suficientemente rapida
como para hacer estallar las células o romper las membranas celulares, preparando al
embridn para que al ser colocado en un medio isotdnico como el medio de mantenimiento
o el interior del utero, recupere su volumen normal. Cuando se utiliza el método de
transferencia directa disefiado por Leibo, estas macromoléculas son absorbidas
rapidamente por el endometrio uterino mientras que los crioprotectantes aun remanentes
en el embrién se diluyen con las secreciones uterinas presentes en el lumen donde éste
fue depositado (Rall 1987; Fahning y Garcia 1992; Dattena et al., 2004; Cuello et al.,
2004a; Guignot et al, 2006; Campos-Chillon et al., 2006).
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2.3 El papel de la muerte celular programada en la biologia del desarrollo.

En 1868 Ernest Haeckel acufio la ley biogenética que enuncia: “La ontogenia recapitula
la filogenia”. Ella significa que el desarrollo inicial de los organismos superiores del reino
animal semeja etapas que podrian indicar su origen como especie, es decir la evolucién
de una especie a otra. Estudios comparativos al respecto muestran la construccion vy
desaparicion de estructuras de funcionalidad transitoria que resefian el pasado filogenético
de las especies en estudio, como la formacion de los dedos mediante la remocion de tejido
interdigital como ocurre en aves, reptiles y mamiferos. Esta muy bien documentado que
en ese fendmeno, asi como en la remodelacion de las branquias embrionarias, la fusién
palatal, la formacién de cavidades, vesiculas, érganos tubulares y aparatos huecos,
participa activamente la MCP (Flores-Pérez 2002; Cregan et al.,2004; Fabian et al.,2005;
Fernandez-Teran et al.,2006). Como ya se indicé anteriormente, la MCP constituye un
fendmeno fisiolégico de ocurrencia espontanea (Van Soom et al., 2000; Strasser et al.,
2000), presente en animales y plantas pluricelulares para cumplir multiples funciones que
un conjunto de células adaptadas a un ambiente requieren para subsistir como una
comunidad, ya que al controlar el numero de células ayuda a sostener y nutrir los tejidos
que seran permanentes, se promueve la angiogénesis y la vascularizacion de tejidos de
acuerdo al tamarfo de la poblacion celular que la requiere, y asegura en momentos clave,
la adecuada contribucion secretoria de las células destinadas a desaparecer (Strasser et
al.,2000; Hipfner y Cohen 2004). Otras funciones de la MCP incluyen regular el tamafo de
organos, diferenciar tejidos, eliminar células defectuosas, de pobre desarrollo, de potencial
distinto a su ubicacion o portadoras de mutaciones y limitar la diseminacién de informacién
oncogeénica o infecciosa introducida por virus (Jurisicova et al.,1996; Matwee et al.,2000;
Van Soom et al.,2000; Betts y King 2001; Leist y Jaattela 2001; Flores-Pérez 2002;
Jurisicova et al.,2003; Hipfner y Cohen 2004; Guicciardi et al.,2004; Jurisicova y Acton
2004; Huppertz y Herrier 2005; Han et al.,2005; Fabian et al.,2005; Jurisicova et al.,2005;
Marquez et al.,2005; Fernandez-Teran et al.,2006). En condiciones anormales como el
cancer la MCP constituye la primera linea de defensa, evento que podria ser aprovechado
para desarrollar terapias innovadoras en malignidades hematoldgicas o sdlidas (Strasser
et al.,2000; Pruschy et al.,2001; Flores-Pérez 2002; Hipfner y Cohen 2004; Guicciardi et
al.,2004; Kroemer 2004; Cregan et al.,2004; Jaattela 2004).
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En el blastocisto, la MCP tiene dos funciones fundamentales que repercuten en el
desarrollo postimplantatorio: la de controlar el potencial de desarrollo rudimentariamente
diferenciado entre las células de la ICM y el TE y determinar el numero y proporcion de
células totales y de la ICM (Betts y King 2001). Sin embargo, de incrementarse la
incidencia de MCP en el embridén o existir alteraciones en las moléculas reguladoras de
este proceso, podria detenerse por completo su desarrollo o alterarse la diferenciacion de
tejidos, desarrollando organogénesis incompleta y enfermedades autoinmunes (Strasser et
al.,2000; Fabian et al., 2005; Marquez et al., 2005). El autor G.J. Kidder citado por Gandolfi
(1994) y Betteridge (1995), logré con gran precision describir la embriogénesis al escribir:
“Elaborar un blastocisto es un proceso complejo y delicado basado en el desenvolvimiento
de un programa genético en un ambiente favorable. El programa genético consiste
basicamente en la activacion coordinada de genes reguladores jerarquicamente
acomodados, que en su momento activan sets de genes subordinados para determinar el
destino de la célula y la diferenciacion”. Ello se opone al inadecuado concepto que de la
apoptosis aun se tiene, como referencia a la muerte autodirigida por un rigido y azaroso
mecanismo (Fabian et al., 2005). La MCP responde a factores gendémicos mas que
ambientales -aunque el entorno es definitivo en la ejecuciéon de un determinado tipo de
muerte- pues coordina con precision acciones e interacciones de productos génicos para
suprimir o activar la autodestruccion celular (Strasser et al.,2000; Betts y King 2001;
Jurisicova et al.,2003; Gjgrret et al.,2007).

Las consecuencias resultantes de un proceso de MCP son debidas a una compleja
cascada bioquimica y se pueden dividir en cambios de indole morfolégico o bioquimico.
Entre los morfolégicos se hallan el encogimiento celular, la mayor densidad de la matriz
citoplasmatica, aglomeracion de organelos celulares, hinchamiento del espacio
intermembranal mitocondrial, aumento de presencia de vacuolas y lisosomas, cuerpos
apoptéticos que engloban organelos y mitocondrias funcionales para después sufrir
fagocitosis por las células vecinas sin que se asocie inflamacién alguna. A su vez, en la
membrana hay plegamiento en forma de ampollas (fenbmeno llamado ceiosis) y pérdida
de microvellosidades, mientras que en el nucleo habra condensacion, marginacién (masas
de cromatina condensada en torno a la membrana nuclear) y fragmentacién cromatinica, y

ya para las fases finales, puede observarse kariorexis (ruptura del nucleo en fragmentos
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picnoticos). Por su parte, las alteraciones bioquimicas comprenden la degradacion de las
proteinas celulares por la presencia de caspasas activas, generacion de ceramida,
liberacion de citocromo c¢ y AlF (Factor Inductor de Apoptosis) desde las fases iniciales,
alteraciones en el balance de iones intracelulares, la separacion del ADN en fragmentos
oligonucleosomales de180-200 pares de bases en patron denominado de escalera y
exposicion aleatoria de fosfatidilserina en la cara externa de la membrana celular, debida a
la suspensién del fendmeno de exposicion de lipidos nombrado “flip-flop” lo que constituye
el paso final de sefalizacion para que la célula sea fagocitada (Strasser et al., 2000; Betts
y King 2001; Leist y Jaattela 2001; Gjgrret et al., 2003; Marquez-Alvarado et al., 2004;
Jaattela 2004; Makarevich et al., 2005; Fabian et al., 2005; Broker et al., 2005; Lamkanfi et
al., 2007; Kumar 2007a; Kumar 2007b; Gjgrret et al., 2007). Todos estos cambios
morfolégicos evidencian el desmantelamiento ordenado de la célula y ocurren sin una

cronologia especifica (Fabian et al., 2005; Gjgrret et al., 2007).

2.3.1. Tipos de muerte celular programada. La ocurrencia de los cambios morfoldgicos
y bioquimicos dependen del tipo de MCP, que responde a estimulos especificos y cuya
clasificacion es regulada por el comité de nomenclatura de muerte celular (Betts y King
2001). Figura 3

En una gran clasificacién pueden dividirse como caspasa dependientes o caspasa
independientes, relativa a la participacion de esas proteasas digestoras de los elementos
celulares dentro de la cascada proteolitica (Jaattela 2004; Kroemer 2004). La via caspasa-
dependiente constituye el mecanismo mas estudiado entre los tipos de muerte, conocida
como apoptosis clasica y cuyo mecanismo sera descrito mas adelante (Jaattela 2004). Por
otro lado, la via independiente de caspasas tiene como principal mediador quimico a la
endonucleasa G, que junto a otras sustancias es liberada por la mitocondria para traslocar
al nucleo y que éste transcriba mas proteinas pro-apoptéticas (Leist y Jaattela 2001;
Martinez et al., 2003; Jaattela 2004). Ambos tipos de muerte existen como un vestigio
heredado filogenéticamente para dar al organismo mas de una sola opcién para cumplir
con los cometidos de la MCP, de no ser asi podria resultar riesgoso para un organismo el
no poseer un familia de proteasas especifica y depender de un solo comando para una
funcién vital (Betteridge 1995; Strasser et al.,2000; Pruschy et al.,2001; Leist y Jaattela
2001; Flores-Pérez 2002; Jurisicova et al.,2003; Jaattela 2004; Gjgrret et al.,2007).
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Los mecanismos independientes de caspasas, por lo general se asocian con dafos en la
membrana mitocondrial en respuesta a numerosos estimulos apoptoticos, pero en algunos
casos conllevan a tipos de muerte totalmente carentes de caspasas, como la paraptosis.
Algunos de esos estimulos incluyen radiacion, quimoterapeuticos, neurotoxinas y lipidos
como la ceramida (Leist y Jaattela 2001; Jaattela 2004). Sin embargo, esta clasificacion no
es del todo util ya que existe evidencia de que una via de sefializacién que inicia como
MCP independiente de caspasas puede utilizar estas proteasas al final del proceso,

innovando la cascada apoptética (Bets y King 2001; Martinez et al., 2003).

_ MCP clasica -Condensacion
CLASIFICACION crom atinica Il
HMORIOLOGIA MCP tipo apoptosis-condensacion
HUCLEAR ot ) _l:rcma;nu:a I MCP dependiente
bo necrosis-sin condensacién de caspasas
cromatinea
/ .
MCP mitocondrial por MMP CLASIFICACION
POR ACTIVIDAD
- MCP rernbranal por receptores DE PROTEASAS
CLASIFICACION
ORGANELO DE ( MCP losomal o jutofigica
OCURRENCIA ) ]
MCP reticulo endoplas nitica o MCP independiente
autfigica e caspasas
\ MCPcitosolica o catastiofe mitofica

MCP tino paraptosis

NECROSIS

Figura 3. Clasificacion de los tipos de MCP.

Modificado del esquema presentado por Jéattela (2004) de control y consecuencias de MMP en el se muestran los 3
tipos de clasificaciones de MCP, las cuales pueden interconectarse debido a sus sistemas de redundancia, por lo que
ninguna de estos agrupamientos puede considerarse como definitivo.

Otras clasificaciones mas especificas, describen con mas detalle los cambios fisico-
quimicos de acuerdo a cada tipo de muerte. De ahi tenemos que, con respecto a su
morfologia nuclear se pueden agrupar en: MCP clasica cuando es observable
condensacion de cromatina de etapa 2 muy compacta y parecida a figuras geométricas

casi perfectas; MCP tipo apoptosis cuando la condensacién es de etapa 1 siendo de forma
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irregular y menos compacta y MCP tipo necrosis en que no existe condensacion
cromatinica o ésta es muy sutil, agrupandose en pequeios puntos. Dentro de esta ultima
categoria se encuentran la degeneracion autofagica o MCP tipo Il y la necrosis inducida
por receptores de muerte, las cuales carecen de condensacion cromatinica. Se debe tener
en cuenta que cuando hay condensacion cromatinica se puede tratar de mecanismos
dependientes de caspasas a través del factor DFF45 o mediante endonucleasa G en la via
independiente de caspasas (Jaattela 2004; Kroemer 2004; Lleo et al., 2007). Ademas,
estos tipos de muerte suelen acompafarse de otros cambios bioquimicos y morfolégicos
distintos a los nucleares, siendo para la MCP clasica la presencia de: exposicion de
fosfatidilserina encogimiento celular, ceiosis, cuerpos apoptéticos, caspasa-3 activa; para
la MCP tipo apoptosis la presencia de moléculas de reconocimiento de fagocitosis y por
ultimo y para la MCP tipo necrosis la existencia de externalizacion de fosfatidilserina previa

a la lisis celular, activacién de caspasa-8 y -1 (Leist y Jaattela 2001).

Un intento mas por clasificar los mecanismos de muerte no menos afortunado, es el del
agrupamiento con base en el compartimento u organelo de ocurrencia del proceso (sea
mitocondria, lisosoma, receptores de membrana, nucleo, citoesqueleto o reticulo
endoplasmico) que provee mejor conocimiento del mecanismo bioquimico predominante
pero que es confuso si tomamos en cuenta que la mayoria de tipos de MCP involucran
mas de uno de esos organelos, siendo el mas constante la mitocondria. Figura 4. De ahi
se han descrito 3 grandes grupos: los que giran alrededor de la permeabilizaciéon de la
membrana mitocondrial (MMP por sus siglas en inglés), los mediados por la via de
receptores y los mediados por lisosomas o autofagicos. La MMP es inducida por dafio
mitocondrial, cambios osmoticos, proteinas de la familia Bcl-2, altas concentraciones de
calcio o ROS; su mecanismo general consiste en la formacion de poros membranales y la
pérdida del potencial de membrana transmembranal, para asi liberar citocromo ¢ entre
otras moléculas que junto con Apaf-1 y la caspasa 9 conformaran el apoptosoma, que es
una maquinaria de activacion de caspasas y de digestién proteolitica eficiente. Por su
parte, en la via de receptores las fuentes de estrés son interpretadas por la union de
moléculas sefalizadoras con los receptores de muerte ubicados en la membrana celular,
para asi formar junto con proteinas adaptadoras citosdlicas un complejo de sefalizacion

intracelular que inicien MMP por la transcripcion de bak/bax o bien, recluten caspasas
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iniciadoras, que a su vez activen a las caspasas efectoras para seguir la via proteolitica
clasica. El tipo de MCP autofagico o lisosomal ocurre en caso de un dafio leve, rescata a
la célula del derrame de los productos mitocondriales dafinos al citosol, de agresiones
intracelulares virales o bacterianas, recicla proteinas, aisla y remueve organelos dafiados,
pero en caso de no poder controlar la amenaza, el proceso se amplifica y lleva a la muerte
metabdlica resultado de falta de ATP. Su modo de accion, conocido como autofagia, es
formar autofagosomas que engloban citosol y otros componentes no vitales para la célula
para luego verter su contenido en lisosomas asegurando que sufran digestion enzimatica y
responde a estimulos como hipoxia, deficiencias nutrimentales, exposicion a radiacion,
anti-estrégenos y citocinas como TNF e IFNy. En esta clasificacion todas las categorias
pueden subagruparse por su dependencia de caspasas o por la morfologia nuclear que
presenten. Incluso, se puede encontrar al menos un tipo de muerte que combine tanto la
via efectora de las caspasas como el de la MMP en un solo mecanismo, se trata de la
atipica pero no poco comun catastrofe mitética. Esta, es desencadenada por dafio directo
al citoesqueleto o al ADN o bien por la exposicidon a estabilizadores del citoesqueleto,
factores que atraen disfuncion en los puntos de control del ciclo celular y desembocan en
la muerte de la célula cerca de la metafase si no participa p53 o, tras una mitosis
incompleta si participan p53 y el punto de control de poliploidia. Sus signos morfoldgicos
no son menos extrafos: pueden presentarse husos mitéticos persistentes, vacuolas,
células gigantes multinucleadas, cuerpos apoptoticos o fagocitosis (Cregan et al.,2004;
Jaattela 2004; Guicciardi et al.,2004; Kroemer 2004; Saelens et al.,2004; Lleo et al., 2007).

2.3.2. Moléculas relevantes que componen la maquinaria apoptoética. Como ya se
menciono, determinar un tipo de apoptosis es muy subjetivo si no se cuentan con pruebas
que determinen la ocurrencia bioquimica del evento apoptético y que permitan elucidar si
existe uno o mas de esos tipos de MCP ocurriendo al mismo tiempo. Cada una de las
moléculas por describir, participa en una cadena de eventos, involucrando sistemas de
redundancia y/o de retroalimentacion que dependen de la persistencia de los estimulos
para ocurrir con la rapidez y eficiencia con la seguridad que el tejido necesita. No obstante,
estos pueden adoptar funciones distintas como adaptadoras o conectoras durante la
senalizacion, amplificacion, reclutamiento de caspasas o ejecucion de los mecanismos de
muerte (Strasser et al., 2000; Betts y King 2001).
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Figura 4. Vias de sefializacion de los distintos tipos de MCP presentes en la célula.

Adecuado de los esquemas presentados por Jaattela (2004) y otros autores (Betts y King 2001; Leist y Jaattela 2001;
Saelens et al., 2004; Broker et al., 2005; Lleo et al., 2007). En el esquema se muestran las dos principales vias de
sefializacion de MCP, conocidas como intrinseca y extrinseca. Nétese que en cualquier punto de la cascada, las
mencionadas vias pueden complementarse debido a la funcion de los organelos como sensores de estrés. Por razones de
legibilidad, solo se incluyen las moléculas y rutas mas relevantes. Para detalles refiérase al texto.

38



Por lo general siguen un patrén similar, en el que existen fuentes de estrés en el
ambiente celular que constituyen disparadores de MCP, estas pueden ser anormalidades
cromosomicas, desbalance de hormonas, nutrientes y factores de crecimiento, exposicion
a quimioterapéuticos, ROS, citocinas, virus, radiacion UV o ionizante, malas condiciones
de cultivo in vitro, estrés caldrico, altas concentraciones de calcio o proteinas
proapoptoticas (Betts y King 2001; Flores-Pérez 2002; Gjarret et al., 2003; Jaattela 2004;
Guicciardi et al., 2004; Fabian et al., 2005; Gjgrret et al., 2007). Una vez dado el estimulo,
ocurre la senalizacion a través de receptores de membrana como Fas que se asocian a
través de proteinas adaptadoras con caspasas iniciadoras ( 6, 8, 9, 10 y 1) que se activan
entre si y a otras caspasas efectoras (2, 3, 7 y 1) A esta cascada se le nombra via
extrinseca, mientras en la via intrinseca generalmente desencadena por anormalidades en
el ADN que son detectadas por el gen p53 que transcribe moléculas que al traslocar a la
mitocondria liberan moléculas como AIF, citocromo C y Apaf. En este punto se reunen las
dos vias, pues se asocian con la caspasa 9 en forma del apoptosoma para activar a la
caspasa 3 y asi dividir la célula en cuerpos apoptoéticos. (Strasser et al.,2000; Leist y
Jaattela 2001; Kawamura et al.,2003; Xu et al.,2004; Broker et al.,2005; Huppertz 2005;
Kawamura 2007). Figura 4

a) Disparadores o inductores
Familia de genes proapoptéticos

Se encuentra la familia de Bcl-2, una de las dos familias involucradas en el control de la
apoptosis, representada por sus 2 moléculas de produccion mas notables Bax y Bak, cuya
accion es abrir los poros en la membrana mitocondrial externa (MME) al interferir con el
funcionamiento de los canales anionicos dependientes de voltaje para que la mitocondria
desde su espacio intermembranal libere mas moléculas inductoras de muerte, todo ello sin
dafiar la membrana mitocondrial interna (MMI) ni su ultraestructura funcional. Estos genes
transcriben proteinas que pueden ser activadas de novo o por cambios conformacionales.
Otros miembros de esta familia son Bid, Bim/Bod, B1k, Egl-1, Bad, Bmf, Noxa, Bok/Mtd,
PUMA, BNIP-3, Bcl-Xs, Bik/Nbk, Hrk/DP5, MA-3 y Hspin 1. BNIP3 al integrarse a la MME

provoca la pérdida de potencial transmembranario, la generacion de ROS y la cascada
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bioquimica para MCP tipo degeneracion autofagica. Mientras Hspnin 1 al ser
sobreexpresada e integrarse a la MME exacerba la funcion de la proteasa lisosomal
catepsina D generando autofagia sin liberacion de proteinas proapoptéticas mitocondriales
(Strasser et al., 2000; Betts y King 2001; Jaattela 2004; Saelens et al., 2004). Por otro
lado, el gen supresor de tumores p53 induce el arresto del ciclo celular, constituye una
linea de union entre el dafio en el ADN vy la respuesta mitocondrial, provocando apoptosis
ante dano permanente en el ADN. Este gen da origen a una fosfoproteina de corta vida
media que permanece en bajas concentraciones en el nucleo en condiciones normales,
pero que al ser sobreexpresada induce la expresion de p21 para detener el ciclo celular en
la fase G1 mientras funge como factor de transcripcion de genes proapoptéticos como Bax
(Betts y King 2001). Fuera de sus funciones en la MCP, el gen p53 participa en
interacciones de la matriz celular, en la regulacion de la angiogénesis y en procesos de
reconocimiento especifico en el sistema inmune (Pruschy et al., 2001; Jaattela 2004). Se
ha demostrado la presencia de este gen en embriones bovinos y de raton, y aunque la
proteina p53 se ha hallado en el citoplasma de los blastocistos bovinos, no se ha podido
detectar en el nucleo de los mismos, a menos que hayan sido sometidos a estrés calorico
(Matwee et al., 2000; Betts y King 2001; Kroemer 2004; Puzianowska-Kuznicka 2006). A
su vez, la presencia de algunos de los productos de expresion de los genes primeramente
descritos como Bcl-2 y Bax ha sido confirmada en embriones bovinos y humanos, Bcl-Xs
en embriones de ratén y humano y MA-3 en embriones de raton (Betts y King 2001;
Jurisicova et al., 2003; Gjgrret et al., 2007).

Receptores membranales de muerte

Son proteinas de superficies que trimerizan para unirse a su ligando, siendo 3 los mas
conocidos. Dentro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR)
se encuentran TNFR 1 y Fas (conocido también como CD95) y también estan aquellos
pertenecientes a la familia de receptores TRAIL relacionados a TNFR. Se sabe que los
receptores TNFR pueden conducir tanto a apoptosis clasica como a necrosis, mientras
que Fas solo conlleva a MCP tipo necrosis aunque se ha sugerido que el sistema Fas-Fas
ligando participa en la regulacion de la apoptosis embrionaria de ratas y humanos
(Strasser et al.,2000; Leist y Jaattela 2001; Jaattela 2004; Park et al.,2006).
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Componentes celulares o iones

Altas concentraciones de iones de calcio o de acido araquidénico pueden inducir MMP por
la via homeostatica de fosfatidil inositol trifosfato. La baja concentracién de oxigeno y la

produccion insuficiente de ATP también conduce a MCP tipo necrosis (Jaattela 2004).
Productos del metabolismo celular

Las ROS integran colectivamente a aquellos peréxidos y radicales de oxigeno formados
intracelularmente y que en altas concentraciones suelen desencadenar procesos
apoptoticos mediante la via de receptores. El aumento en su formacion se debe a la
funcién de inhibidores de caspasas, el metabolismo lisosomal, la degradacién de
fosfolipasa A2 y la degradacion de catalasa -secuestrador intracelular de radicales libres-
durante la autofagia (Jaattela 2004; Lleo et al., 2007). Su presencia per se no es toxica,
pero en presencia de iones metalicos causa peroxidacion lipidica y pérdida de la integridad
de las membranas celulares y puede causar ruptura en las bandas de ADN al formarse
radicales hidroxilo que son potentes oxidantes del ADN (Betts y King 2001; Boe-Hansen et
al.,2005; Lleo et al.,2007) Se espera que, en el embridon en preimplantacion, las reacciones
metabdlicas empiecen a incrementarse al momento de la EGA en el que se ha
comprobado que inicia el metabolismo de la glucosa. A partir de ese momento el
metabolismo oxidativo es la principal fuente de energia de la que depende el embrién al
menos hasta la etapa de blastocisto expandido, en que también ocurre glicolisis
(Betteridge 1995; Donnay et al., 2000; Feugang et al., 2001). También se ha comprobado
la induccion de MCP por dafio al ADN vy el retardo en el desarrollo de embriones bovinos
cultivados in vitro debido al estrés oxidativo originado por las altas concentraciones de
oxigeno, por sobrepoblacién de embriones o por falta de recambio del medio de cultivo
(Takahashi et al., 2000b; Betts y King 2001; Leist y Jaattela 2001).

b) Senalizadores liberados por la mitocondria
Citocromo ¢

Es una proteina hidrosoluble evolutivamente conservada y componente esencial de la

cadena respiratoria realizada en la mitocondria, activa las caspasas al formar junto con
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Apaf-1 y caspasa 9 el apoptosoma que es un complejo multiprotéico que cataliza la
autoactivacion de caspasas dependientes de ATP al provocar proximidad, pero también
tiene un componente catalitico controlado por las IAP (Strasser et al., 2000; Leist y
Jaattela 2001; Saelens et al., 2004; Broker et al., 2005).

Endonucleasa G (EndoG)

Se trata de una proteasa evolutivamente conservada que puede ocasionar la
fragmentacion del ADN sin presencia de caspasas en nucleos aislados, aunque bajo
condiciones fisioldgicas normales, se cree que coopera con exonucleasas y ADNasa |
activadas por caspasas para producir los fragmentos internucleosomales caracteristicos
de algunos tipos de MCP (Saelens et al., 2004; Jaattela 2004; Broker et al., 2005).

AlF

Es una flavoproteina asociada a oxidoreductasa que es liberada desde el espacio
intermembranario mitocondrial durante la MCP tipo apoptosis y otros tipos de muerte
independientes- y dependientes de caspasas, aunque normalmente lleva a cabo funciones
de oxido-reduccion. Al ser liberada al citosol y translocar al nucleo con EndoG, se asocia
con cambios nucleares como condensacion y marginacién cromatinica. Ademas cuenta
con un papel preponderante al fungir como conector de las diferentes vias apoptéticas
cuando estas toman un mecanismo alternativo, pues tiene una amplia capacidad de
respuesta rio arriba y rio abajo. También funciona como un quelante de radicales libres
por lo que impide tipos de muerte inducidos por estrés oxidativo (Strasser et al.,2000; Leist
y Jaattela 2001; Jaattela 2004; Saelens et al.,2004; Cregan et al.,2004; Broker et al.,2005).

Smac/DIABLO

Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct IAP-Binding
protein with LOw Pl o segundo activador mitocondrial de caspasas/proteina de union
directa a IAP con bajo fosfatidil inositol) quelan a las IAPs y promueven la activacion de

caspasa 9 al desplazarla de su unién con XIAP (Saelens et al., 2004).
HtrA2/OMI

Es una proteasa de serina que compite con las caspasas 3, 7 y 9 al separarlas de sus

respectivas IAP, XIAP, clAP1y 2 promoviendo la protedlisis (Saelens et al., 2004).
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c) Efectoras proteoliticas
Caspasas

Se trata de una familia de proteasas de residuos de cisteina citoplasmatica ubicadas en
distintos organelos celulares, se han identificado al menos 14 isoenzimas involucradas
tanto en la senalizacion como en la ejecucién de la MCP y se pueden clasificar como
caspasas inflamatorias y proapoptoéticas, pudiendo estas ultimas sub-agruparse en
iniciadoras (caspasas 6, 8, 9, 10 y 12) y efectoras (-1, 2, 3 y 7) (Strasser et al.,2000; Leist
y Jaattela 2001; Pruschy et al.,2001; Betts y King 2001; Martinez et al.,2003; Park et
al.,2006) Estos compuestos son sintetizados en forma de zimégenos con baja capacidad
enzimatica intrinseca y que son activadas por la pérdida de residuos especificos de
aspartato inducida por otras proteasas ya activas. Sus moléculas blanco incluyen a una
amplia variedad de proteinas vitales para la célula como PARP, MDM2 (inhibidor de p53),
lamina, gelsolin, acido aspartico, histonas H1, enzimas proteincinasas ADN-dependientes,
proteinas anti-apoptoticas enzimas reparadoras de ADN, entre otras, pero en general son
capaces de desensamblar todos los componentes celulares sin destruir a las mitocondrias
productoras del ATP, ya que es necesario para continuar el proceso. También participan
en la activacion del DFF45 que fragmenta el ADN y condensa la cromatina (Strasser et
al.,2000; Flores-Pérez 2002; Martinez et al.,2003; Jaattela 2004; Gjarret et al., 2007) e
incluso cuentan con funciones no relacionadas a MCP como la transformacion celular de
la espermidgenesis y la regulacion de patrones estructurales en blastdmeros embrionarios
(Strasser et al.,2000; Martinez et al.,2003; Kroemer 2004). Las caspasas son moduladas
por las IAP y de forma indirecta por proteinas y genes anti- y pro-apoptéticos (Leist y
Jaattela 2001; Jurisicova et al., 2003; Park et al.,2006). La presencia de casi todas las
caspasas ha sido detectada en todos los estadios embrionarios de todas las especies
como productos inactivos, pero la ubicacién de proteasas funcionales dependera de los
mecanismos de MCP presentes. Se ha asociado con procesos de MCP a la presencia de
caspasas activas -3, -6, -7 -8 y -10 en el embrién humano y en el bovino, a caspasas 3, -6
y -7 en el estadio de 16 células (Jurisicova et al.,2003; Gjgrret et al.,2007).
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Calpainas

Son proteasas de cisteina que se encuentran en el citosol de forma inactiva, que son
activadas por altas concentraciones de iones de calcio y son reguladas por calpastatinas -
inhibidor natural de proteasas- y cuya funcion surge ante estimulos como la presencia de
ionéforos, radiacion o neurotoxinas que eleven los niveles de calcio sin que intervengan

las caspasas (Leist y Jaattela 2001; Jaattela 2004).
Catepsinas

Son proteasas lisosomales que translocan al citosol, espacio extracelular y al nucleo ante
una gran diversidad de formas de estrés celular, teniendo capacidad de cambiar de
sustrato, especificidad y localizacion. En el humano se conocen 11 tipos:
B,H.L,S,F,K,C,W,X,V y O, de entre las cuales, los tipos mas frecuentes son digestoras de
cisteina, como las catepsinas B y L, mientras que la catepsina D es digestora de acido
aspartico; las mas estables a ph fisiolégico son las catepsinas B y D, por lo que tienen
mayor actividad en la MCP tipo apoptosis, -tipo necrosis y autofagica. Su activacion ocurre
dentro del lisosoma, por lo que al escapar de él no necesitan ningun otro cambio
conformacional para degradar sus sustratos. En particular, la catepsina B es responsable
de la translocacion de fosfatidil-serina, la catepsina D desencadena la activacién de Bax y
en general, todas pudieran activar a las caspasas y promover disfuncion mitocondrial.
Todas las catepsinas son reguladas por cistatinas y también poseen funciones ajenas a la
MCP mayormente relacionadas con sintesis proteica, remodelacién 6sea y accién inmune
(Leist y Jaattela 2001; Jaattela 2004; Guicciardi et al., 2004; Broker et al., 2005).

ADNasas mitocondriales

Son enzimas citosdlicas que participan en la degradacion nuclear del ADN de procesos
dependientes e independientes de caspasas. Incluyen multiples nucleasas, helicasas y
oxidoreductasas asociandose a modo de heterodimero para contribuir a la condensacion y
fragmentacién cromatinica, esta formado por CAD (o DFF40), ACINUS y HELICARD que
actuan ayudados por endonulceasa G y AlF (Saelens et al., 2004).
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d) Moléculas Interruptoras con accion anti-apoptética
Bcl-2

Proteinas antiapoptéticas de la familia Bcl-2 como Bcl-2, Bel-w, Mcl-1, Boo/Diva y Bcl-X,
que se oponen a la MMP al heterodimerizar con las proteinas proapoptdéticas de su misma
familia, evitando que se formen heterodimeros Bax-Bak. Se encuentran localizadas en
membranas intracelulares como la envoltura nuclear, la membrana mitocondrial externa y
el reticulo endoplasmico para iniciar y regular la MCP mediante la activacion o inactivacion
de enzimas especificas de muerte. La expresion de Bcl-2 se ha registrado en embriones
humanos en etapas de division muy tempranas y blastocistos (Strasser et al.,2000; Betts y
King 2001; Jaattela 2004; Guicciardi et al.,2004; Broker et al.,2005).

IAP

Son proteinas que contienen un dominio BIR que actua como inhibidor intracelular
pancaspasa, entre sus miembros se encuentran IAP, clAP 1 y 2, XIAP y NAIP y son
contrarrestadas por las particulas mitocondriales OMI/HtrA2 y Smac/DIABLO. Una de las
IAP que recientemente ha sobresalido es la survivina, proteina bifuncional que regula el
ciclo celular mientras suprime apoptosis al inhibir directamente algunas caspasas
efectoras (-3 y -7 en especifico) activadas por la via de receptores Fas. En los embriones
de humanos, bovinos y ratones se ha podido aislar (Betts y King 2001; Leist yJaattela
2001; Kawamura et al., 2003; Saelens et al., 2004; Broker et al., 2005; Park et al., 2006).

Hsp70

Las proteinas de shock calérico (Hsp) como la Hsp70 son inducidas por el factor de shock
caldrico (Hsf-1) bajo condiciones fisiolégicas normales y bajo estrés celular. Participan en
la modulacion de la actividad protéica, de su correcto plegamiento, transporte y
degradacion, y recientemente se les han atribuido funciones antiapoptéticas previniendo
tipos de MCP caspasa-dependientes e -independientes. Se ha comprobado que los
blastocistos bovinos son capaces de sobreregular el gen hsp70 en respuesta a estrés
calorico, en condiciones de cultivo con alta tension de oxigeno vy tras la vitrificacion, por lo
que se le considera un eficiente indicador de estrés celular y pobre calidad del blastocisto
(Matwee et al., 2000; Betts y King 2001; Park et al., 2006; Gjgrret et al.,2007).
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2.4 Evidencia de muerte celular programada en embriones en la etapa previa a la

implantacion.

Se ha reportado la ocurrencia de MCP durante la embriogénesis de una gran cantidad
de especies animales, entre las mas estudiadas se encuentran ratéon, humano, bovino,
rana, cerdo, pez cebra, larvas de C. elegans y Drosophilla spp. (Van Soom et al.,2000;
Donnay et al.,2000; Strasser et al.,2000; Betts y King 2001; Feugang et al.,2001; Fabian et
al.,2005; Fernandez-Teran et al.,2006). Por lo general, se presenta en aquellos embriones
que ya han sufrido la EGA, no obstante es posible inducirla antes de ese momento
mediante sustancias especificas como la estaurosporina o la diamina, denotando que
desde el inicio del desarrollo estos organismos cuentan con los elementos necesarios
para realizarla (Betts y King 2001; Gjarret et al.,2007). La EGA es especie dependiente, de
modo que en el raton este fendbmeno ocurre durante el estadio de 2 células, mientras que
en la vaca y la oveja ocurre cuando el embrion tiene 8-16 células y en humanos y cerdos
ocurre entre los estadios de 4 y 8 células. Se ha hipotetizado que la fragmentacién de
ADN coincidente con el momento de EGA surge como la necesidad de remover células
incapaces de activar su propio genoma (Crosby et al.,1988; Betts y King 2001; Gjarret et
al.,2003; Fabian et al.,2005; Gjgrret et al.,2007). Sin embargo, se ha probado que aunque
en el embridn IVP bovino la principal actividad en la transcripcion de ARN ocurre en el
estadio de 8 células, algunas actividades transcripcionales pueden darse desde que tiene
2 células (Betteridge 1995). Eso explica que embriones IVD de ratén o cerdo no exhiban
células TUNEL-positivas hasta la etapa de blastocisto aunque ya pudieran observarse
signos de muerte desde estadios de 8-16 células (Fabian et al., 2005). Aunado a ello, la
funcionalidad de las caspasas es precozmente activada, desde la fertilizacion y en cercana
coincidencia de la EGA (Exley et al., 1999; Martinez et al., 2003) e incluso se ha
hipotetizado que la desaparicién del primer cuerpo polar en ovocitos de humanos y
ratones, constituye también una evidencia de MCP precoz, cuyo mecanismo parece ser no

dependiente de caspasas (Martinez et al., 2003; Fujino et al., 2007).

Se sabe que la incidencia de apoptosis en el embrion bovino, humano y de ratén esta
correlacionada con el numero de células totales y con la calidad embrionaria, siendo que
en blastocistos con pocas células, la incidencia es de 0-30%, mientras que en aquellos

que cuentan con un gran numero de ceélulas se registran valores menores al 10% y tienen
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mayor probabilidad de implantarse y dar lugar a una cria viva (Betts y King 2001;
Makarevich et al., 2005). También debe contemplarse que el registro de la incidencia de
células apoptdticas, tanto en momento como en proporcién, suele variar de acuerdo con la
prueba de diagndstico del mismo que utilizé el investigador. Otra variable importante a
tomar en cuenta es el origen del embrion, muy independientemente de la especie de la
que fue aislado y que junto con las estirpes raciales han demostrado causar cambios en la
frecuencia de MCP, es vital saber si el embrion fue recolectado de una hembra donadora o
bien, fue originado bajo condiciones de cultivo in vitro pues generalmente, los embriones
desarrollados en el laboratorio presentan mayores incidencias que aquellos IVD y esto
permite la fluctuacion de tasas de incidencia de apoptosis (Betts y King 2001; Marquez et
al., 2005). Existen luego fuentes de variabilidad en los resultados cuando se evaluan los
procesos apoptoéticos a través de tasas de incidencia, pudiendo enumerar el momento de
evaluacion (lldamese edad del embrion), el método de deteccidon o diagndstico de MCP, el
criterio de evaluacion de células apoptéticas y el ambiente de origen en que el embrién fue

primeramente aislado para su analisis (Fabian et al.,2005; Gjgrret et al.,2007).

2.4.1. Métodos de diagnodstico de muerte celular programada. El diagnéstico de MCP y
sus tipos necesita de herramientas sumamente precisas que detecten sus sefales
bioquimicas y morfolégicas. Aunque se cuenta con la fotografia electréonica como la
prueba con mayor sensibilidad ante el diagndstico de algun tipo de MCP, no se puede
recurrir a ella sin tener alguna idea de la incidencia localizada en el embridn, evidencia del
tipo de muerte o de algunos marcadores quimicos que dirijan la busqueda de signos
dentro de un organismo complejo. Tampoco si se buscan los signos iniciales de la MCP ya
que los cambios morfologicos y la fragmentacion de ADN son signos tardios de algunos
tipos de muerte. Cada tipo de MCP tiene caracteristicas cardinales, algunas morfologicas,
de las cuales echar mano para diagnosticarla. Brevemente son en el caso de: apoptosis
clasica la participacion de caspasas, la condensacion de cromatina en figuras geométricas
y la fragmentaciéon de ADN en digitos de 180-200 pares de bases; MCP tipo apoptosis por
la participacion de calpainas, endonucleasa G y factor inhibidor de apoptosis; MCP tipo
necrosis por la cromatina no condensada vy la lisis celular; autofagia por la alta presencia

de vacuolas y la catastrofe mitotica por la disrupcion del citoesqueleto.
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Para diagnosticar los tipos de muerte se dispone de una gran variedad de pruebas de
laboratorio que evaluan su incidencia y distribucion en las células que conforman al
embridn. Estos incluyen el analisis estructural por microscopia electrénica, tinciones
convencionales como Hematoxilina-Eosina o fluorescentes (Hoeschst 33258, DAPI, loduro
de propidio, Anexina V-FITC, rodamina, entre otras) que denoten integridad o permitan
hacer conteos, electroforesis de ADN fragmentado pudiendo ser de una sola hebra o de
ambas (Cometa alcalina y neutra), prueba MTT por lector de ELISA o la medicién del
potencial de membrana mitocondrial. Algunas de estas pruebas pueden combinarse con
citometria de flujo en suspensiones de células, con la ubicacion de moléculas
componentes de la cascada apoptoética mediante inmunohistoquimica o western blot o con
la prueba in situ TUNEL en tejidos complejos (Valcarcel et al.,1997; Graham 1999;
Takahashi et al.,2000a; Strasser et al.,2000; Betts y King 2001; Florez-Pérez 2002; Boe-
Hansen et al.,2005). Las técnicas mas empleadas, por separado o combinadas, son el
analisis ultraestructural por microscopia electrénica y la prueba TUNEL. Su uso es amplio
debido a que ambas cuentan con alta sensibilidad y al combinarse son cualitativas y
cuantitativas (Fabian et al., 2005; Park et al., 2006). Cabe decir que al utilizar uno o mas
de estos métodos puede determinarse con cierta seguridad qué factor causé la MCP
(Gjarret et al.,2003; Fabian et al.,2005; Gjarret et al.,2007). No obstante, la gran limitante
de todas estas pruebas es que son invasivas y requieren la muerte de los embriones por la

fijacion en paraformaldehido para ser realizadas (Marquez et al., 2005).

La prueba TUNEL (que toma el nombre de las siglas: Terminal deoxynucleotidyl
transferase-mediated dUTP-biotin Nick End Labeling) puede detectar in situ la
fragmentacion nuclear del ADN resultante de procesos de MCP, factor que constituye el
punto cardinal de su clasificacién. La prueba detecta nucleos apoptéticos a través de
enzimas marcadas con fluoresceina que se unen a los radicales libres generados por la
fragmentacion de ADN caracteristica (Betts y King 2001; Gjarret et al.,2003; Fernandez-
Teran et al., 2006; Gjarret et al.,2007). Cuando se combina con la tincién Hoechst 33258 o
DAPI que marcan el ADN inespecificamente se puede calcular el indices de ocurrencia de
MCP (Van Soom et al.,, 2000; Van Soom y Boerjan 2002; Flores-Pérez 2002). Sin
embargo, la prueba TUNEL cuenta con una especificidad cuestionable porque puede

marcar células necréticas o células que no muestran cambios nucleares asociados a
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apoptosis (entre un 12 y 15%), incluso puede dejar de marcar células que exhiben
cambios asociados a algun tipo de MCP. Ademas, los cuerpos apoptoticos al ser
marcados como ADN fragmentado pueden contarse como nucleos positivos y aumentar la
tasa de incidencia, sin contar que la apreciacion de fluorescencia y en general la
microscopica, suele tener un componente de subjetividad, agravado sobre todo cuando el
técnico es inexperto o no se cuentan con programas de apreciacion automatizados (Betts
y King 2001; Gjgrret et al.,2003; Fabian et al.,2005; Park et al., 2006; Gjgrret et al.,2007).

2.4.2. Tasas de incidencia espontanea de MCP en especies domésticas. Los proximos
valores de aparicién de la MCP deben contemplarse bajo el supuesto de que contienen
factores de variacion en su analisis, sobre todo en el método de diagndstico utilizado y el
modelo de origen de los embriones. Las proporciones de incidencia comunmente
conocidas para el blastocisto IVP e IVD de raton, el blastocisto humano y para los
blastocistos bovinos IVP son del 70-80% de embriones con signos morfoldgicos de
apoptosis. En el embrién porcino se reporta una tasa de 56-71% cuando son IVD y hasta
un 90% cuando son IVP (Van Soom et al., 2000; Gjarret et al.,2003; Fabian et al., 2005;
Gjarret et al., 2007). Por su parte se sabe que para el dia 7 el blastocisto de los primates
ya ha eliminado aproximadamente el 20% de sus células mediante apoptosis (Jurisicova et
al., 2003). En cambio, utilizando la prueba TUNEL en embriones IVP bovinos, se pueden
notar cambios en la incidencia de acuerdo al estadio de desarrollo: siendo en la morula
compacta de 6 dias de edad de 5.1+1.1 células apoptéticas en el 66% de los embriones
analizados, para blastocisto inicial de 7 dias 6.6+0.9 células apoptéticas en el 94% de los
mismos y para los blastocistos maduros a expandidos (8 o mas dias) de entre 2.8 0 6.7 a
16.5 células apoptéticas en el 100% de ellos. La mayoria de las observaciones en
especies domésticas y de laboratorio confirman que el nivel maximo de apoptosis
espontanea ocurre en el estadio de blastocisto (Van Soom et al., 2000; Donnay et al.,
2000; Matwee et al., 2000; Feugang et al., 2001; Gjarret et al., 2003; Fabian et al., 2005;
Park et al., 2006). Se ha observado que las células TUNEL positivas pueden encontrarse
en los embriones no importando si su calidad morfolégica ha sido catalogada como

excelente, buena, regular o pobre (Marquez et al., 2005).
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También suele haber diferencias en la cantidad y distribucidon de las células dentro
del embridén, encontrandose en la ICM con mayor frecuencia cuando se trata de
blastocistos bovinos de buena calidad o igualmente diseminadas en la ICM o el TE cuando
se habla de embriones de calidad pobre o regular. Y aunque no se ha establecido una
clara correlacién entre elevados indices de MCP con calidad morfolégica en declive, se
sabe que los embriones son mosaicos compuestos de células normales y anormales con
distintos potencial de desarrollo, exposicion a fuentes de estrés y susceptibilidad de sufrir
apoptosis (Van Soom et al., 2000; Betts y King 2001; Gjarret et al., 2007). Usando la
técnica TUNEL se han contabilizado de 6.2 a 7.8 células en los embriones bovinos frescos
de buena calidad, mientras que en embriones de regular y de pobre apariencia la cifra
aumenta (de 14.8 a 15.8 y de 21.8 a 16.8 células respectivamente) mientras que bajo
microscopia electronica hay un mayor numero de células mostrando los signos clasicos de
apoptosis en embriones de baja calidad, comparado al registrado en embriones de mejor
calidad (Marquez et al.,2005; Gjgrret et al.,2007). Cuando se intenta distinguir el
diferencial de incidencia de apoptosis entre la ICM y el TE del blastocisto, también pueden
hallarse diferencias importantes, por ejemplo se ha reportado una distribucién e incidencia
especificas de especie en estas regiones, siendo en el humano y el porcino similar entre
las células del TE y de la ICM, mientras que en rumiantes y roedores, la incidencia
espontanea es mayor en la ICM (Betts y King 2001; Fabian et al.,2005). El registro en el
embrion IVD de raton muestra una incidencia de 1-3% en el TEy 10-20% en la ICM y en el
blastocisto bovino IVD ocurrieron porcentajes de 2.4-3.6% y 6.1-11.2% respectivamente,
en tanto que en el embridon humano IVP ocurre en 7-8% en ambas regiones (Jurisicova et
al.,2003; Gjarret et al.,2003; Fabian et al.,2005; Gjarret et al.,2007). Esto podria estar
relacionado con el hecho de que las células apoptoticas de la ICM pueden ser fagocitadas
por los blastobmeros vecinos mientras que las células que sufren MCP en el TE tienden a
ser extruidas al espacio perivitelino o al blastocele en espera de sufrir necrosis secundaria,
ademas que el TE constituye solo una monocapa de células y por ende su cantidad es
menor a la ICM comparativamente (Cocero et al.,2000; Betts y King 2001; Men et al.,2003;
Jurisicova y Acton 2004; Hipfner y Cohen 2004; Marquez-Alvarado et al.,2004; Makarevich
et al.,2005; Fabian et al.,2005; Jurisicova et al.,2005; Park et al.,2006).
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En todo caso estos hallazgos apuntan a que tanto en la ICM como en el TE imperan
distintas condiciones ambientales (Betts y King 2001; Balakier et al., 2001; Fabian et al.,
2005). Apoyando esta teoria, se ha documentado que la apoptosis aumenta en estas
regiones del embridon cuando ocurre la presencia y fagocitosis de células con potencial
trofoectodérmico dentro de la ICM, dicha condicién sefialan, aumenta en embriones VP
que se exponen a condiciones subodptimas para su desarrollo y que al persistir en arresto
mitotico pueden rastrearse en la placenta, lo que una vez fue el TE (Van Soom et al.,
2000;Balakier et al., 2001). Otra condicion de interés zootécnico que se ha encontrado
como determinante en la cantidad de células apoptdticas, es la produccién de embriones
durante diferente estacion climatica, hallando una mayor incidencia en temporada de

secas comparada con la de lluvias (Marquez et al., 2005).

Dados todos estos factores de variacion, se ha determinado que la mejor manera para
hacer comparable los resultados es recurrir a las células TUNEL positivas y al total de
nucleos tenidos inespecificamente para calcular el DCI (por sus siglas en inglés death cell
index) también conocido como indice apoptdtico. Asi se contemplan porcentajes de
muerte para blastocistos de distintas especies: del 1.4-10.2% de apoptosis en el raton (IVP
e IVD); 0-7.3% en el porcino sea IVP o IVD, y cuando son IVP la apoptosis ocurre en 7-
11% en el humano y 4-9% en el bovino (Van Soom et al., 2000; Fabian et al.,2005).

2.4.3. Tasas de incidencia de MCP inducida por criopreservacion. La MCP puede ser
desencadenada en respuesta a condiciones inadecuadas para el desarrollo de un embrién
-como cuando es cultivado in vitro- o en el caso de fuentes de estrés severo como es la
criopreservacion o la micromanipulacion de embriones (Maurer 1978; Schneider y Mazur
1984; Mazur et al., 1991; Széll y Windsor 1994; Kasai 1996; Khurana y Niemann 2000;
Roca et al., 2000; Van Soom et al., 2000; Takahashi et al., 2000a; Takahashi et al., 2000b;
Betts y King 2001; Gjgrret et al.,2003; Vallejo et al., 2003 Jaattela 2004; Fabian et al.,2005;
Makarevich et al., 2005; Boe-Hansen et al., 2005; Mazur y Koshimoto 2005; Park et al.,
2006; Horvarth y Seidel 2006; Gjgrret et al.,2007; Meryman 2007). Por ello es importante
considerar aquella incidencia de MCP resultante de la aplicacion de tratamientos que
constituyen fuentes de estrés. Cuando se estudian los estimulos que disparan estos tipos
de muerte, se pueden encontrar similitudes con lo que sucede durante los procedimientos

de criopreservacion o durante su reversion.
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Por ejemplo, se ha encontrado que la ruptura de las proteinas que forman el
citoesqueleto constituye el estimulo necesario para la catastrofe mitética, la MCP tipo
necrosis y si es muy severa, a la necrosis, fenomeno que también se ha confirmado
durante una congelacion lenta convencional y en la descongelacién. También se ha
hallado que la reduccion del volumen celular, como el resultante del encogimiento de las
células en deshidratacion durante la vitrificacion puede ser interpretado por el genoma
como un signo inicial de apoptosis y entonces, desencadenar la via clasica de MCP o
derivar en autofagia o que, tras un hinchamiento de organelos como la mitocondria y el
reticulo endoplasmico como el que podria ocurrir a la revitalizacion sobreviene la
paraptosis (Broker et al.,, 2005; Park et al.,, 2006). Hay evidencia en diferentes
publicaciones de microfotografias de embriones criopreservados que muestran evidencias
de autofagia por una alta vacuolizacién del citoplasma o de catastrofe mitética por la
incapacidad de formar el huso mitético (Van Soom et al., 2000; Men et al., 2003; Marquez-
Alvarado et al., 2004; Makarevich et al., 2005; Marquez et al., 2005, Gjgrret et al., 2007).
Agrupando estas evidencias, pero guardando en la mente que la congelacién lenta y la
vitrificacion consecuentan cambios fisicos y quimicos diferentes en el embrion -
mayormente debido a que los procedimientos son radicalmente distintos-, se podria
esperar que la proporcidon de apoptosis después de la reversion de los procesos sean
igualmente distintas, o al menos que se desencadenen diferentes tipos de MCP en
distintos grados, para asi justificar esa diferencia en la viabilidad de los embriones tras su
criopreservacion. Por ejemplo, cuando los embriones son vitrificados por el método
convencional y de enfriamiento de volumen minimo con soluciones EFS, aumenta el indice
apoptético en 11.9 y 11% respectivamente, comparados con el control no criopreservado
(Gjarret et al.,2003; Makarevich et al., 2005; Park et al., 2006). Por su parte, en embriones
bovinos congelados lentamente con glicerol se han registrado cuentas de nucleos TUNEL
positivos de 15.3 a 19.7 cuando los embriones son de excelente calidad y de 17.5 a 21.2
cuando son de buena calidad, sin embargo se han registrado cuentas tan altas como 22-
26 nucleos marcados con reaccion TUNEL, siendo importante el tiempo de permanencia
en NL. En tanto, en el embriéon de ratén que ha sido congelado y descongelado se ha
reportado un incremento en la fragmentacion de DNA indicada por nucleos TUNEL-

positivos (Marquez-Alvarado et al., 2004; Marquez et al., 2005).
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[l OBJETIVOS

Objetivo general
Comparar el DCI (indice de muerte celular) producido en los embriones ovinos después de

ser vitrificados o congelados lentamente.

Obijetivos especificos

Comprobar si el DCI inducido por la criopreservacion es mayor en los embriones
congelados lentamente en comparacion a los vitrificados.

Confirmar la presencia de apoptosis clasica, como uno de los principales tipos de muerte
celular programada en los embriones ovinos en preimplantacion.

Determinar los tipos de muerte celular programada presentes tanto en embriones

vitrificados como en los congelados lentamente.

v HIPOTESIS

El proceso de vitrificacion provocara menor proporcion de muerte celular programada en

los embriones ovinos, que el proceso de congelacion lenta de los mismos.
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\ MATERIAL Y METODOS

La fase experimental del presente trabajo se realiz6 en dos partes: la obtencion de
la muestra y el procesamiento de la misma. La obtencion de la muestra, compuesta por
embriones ovinos derivados in vivo, se llevd a cabo en el Centro de Ensefanza,
Investigacion y Extension en Produccion Ovina (CEIEPO) de la FMVZ de la UNAM,
utilizando durante la época reproductiva 49 donadoras de razas Suffolk y Dorset. Cabe
mencionar que durante esta fase e inmediatamente a su obtencidén, los embriones fueron
sometidos a uno de dos tratamientos de criopreservacion embrionaria 0 manipulados para
incluirlos en el grupo de control. Durante la segunda parte, se procesaron los embriones
obtenidos y sometidos a los tratamientos que incluyé el disefio experimental, en el

laboratorio de biologia de la reproduccion Facultad de Quimica, UNAM.

El disefio experimental contemplé que las ovejas donadoras fueran sometidas a un
programa de produccion de embriones in vivo, para que en las proximas 4 a 5 h de la
recoleccion (Celestinos y Gatica 2002; Cuello et al., 2004a; Cuello et al.,, 2004b) vy
evaluacion morfolégica los embriones resultantes fueran asignados a uno de tres grupos:
vitrificacion, congelacién lenta o de embriones frescos. Puesto que la donadora ha
demostrado ser una variable que influye en el desarrollo de los embriones (Cuello et al.,
2004a; Fabian et al.,2005), se design6 el mismo numero embriones de cada donadora para
cada uno de los tratamientos propuestos, procurando cumplir las condiciones de un disefio
en bloques al azar. Posteriormente a recibir el tratamiento, cada bloque de tres
tratamientos fue procesado en el laboratorio mediante las técnicas de TUNEL e
inmunohistoquimica (IHQ) para caspasa 3 activa que determinan la presencia de muerte

celular programada clasica o apoptosis, de acuerdo a las siguientes condiciones:
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Embriones IVD
provenientes de 1
donadora

Evaluacion y
seleccion de morulas
calidades 1 y 2

FRESCOS CONGELADOS VITRIFICADOS
fijados en PFH LENTAMENTE
inmediatamente conservados -196°C conservados -196°C

REVITALIZACION y fijacion inmediata en PFH

TINCION TUNMNEL-IHQ caspasa 3 activa-DAPI simultaneas

Observacion bajo microscopia confocal y conteo de niicleos DAPI y TUNEL
positivos

Figura 5. Esquema del disefio experimental utilizado.
TRATAMIENTO HORMONAL

Con el fin de recolectar el mayor numero posible de embriones de la misma edad o estadio
de desarrollo fue imprescindible sincronizar su ciclo estral y manipularlo para obtener la
ovulacion multiple mediante tratamientos hormonales conocidos (Rowson y Moor 1966;
Rhodes y Nathawielsz 1988; Dattena et al., 2004).

Para la sincronizacion de las donadoras se utilizaron dispositivos vaginales conocidos
como CIDR por 12 dias (de las siglas en inglés Control Internal Drug
Release) impregnados con 300 mg de progesterona®; mientras que para la superovulacion
se administraron 200 mg de Hormona Foliculo Estimulante (FSH) de origen porcino**,

dividida en dosis decrecientes aplicadas dos veces al dia, durante 4 dias.

* Eazi-breed CIDR G. Dispositivo vaginal con progesterona al 9% (0.3 g) InterAg N.Z.
** Folltropin .V. Extracto de FSH purificado de pituitarias porcinas (400 mg). Bioniche. Ontario Canada
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Las dosis comenzaron a aplicarse via intramuscular de acuerdo al siguiente esquema: dos
dias antes de retirar el CIDR una dosis de 40 mg por la mafiana y otra de 30 mg por la
tarde, un dia previo al retiro se aplicaron dos dosis de 30 mg, el dia del retiro en la mafana
se administré 30 mg y por la tarde 20 mg y un dia después del retiro dos dosis de 10 mg
por la manana y tarde respectivamente, siempre que no se encontraran ya en celo, en
cuyo caso el programa se daba por completado. Utilizando un macho celador con mandil,
se detectaron calores tres veces al dia iniciando a las 24 horas de retirado el CIDR y a toda
aquella oveja que presentd estro conductual (dia O del ciclo estral) se les di6 monta natural

dirigida con un semental de su raza cada 8 horas mientras permanecieron receptivas.
RECOLECCION DE EMBRIONES

La recoleccion se realizd el dia 7 posterior a la aparicion del estro por laparotomia media
ventral que es utilizado por Baril y col. (1995) con modificaciones (Kraemer 1989; Thibier y
Nibart 1992). Para tal efecto, se sometidé a las donadoras a anestesia general disociativa
bajo 36 h de restriccion de alimentos sélidos y 12 h de privacion de agua para evitar el
riesgo de regurgitacion y broncoaspiracion. La tranquilizacion se llevo a cabo mediante la
administracion intramuscular de 0.45 mg de xilazina al 2%/kg de peso vivo y como
anestésico se aplicé ketamina (2 mg/kg de peso vivo) por via endovenosa 10 minutos
después de la inyeccion de xilazina. Una vez que surtié efecto la anestesia, el animal fue
sujeto a una camilla de recoleccién en posicidn decubito dorsal, se le cubrieron los ojos y
los oidos, y se rasurd, lavo y desinfecto la region abdominal para posteriormente realizar
una incision de aproximadamente 4 cm de largo y 3 cm anterior a la ubre sobre linea
media. Se palpd la respuesta superovulatoria en los ovarios y se exteriorizé el aparato
reproductivo, manteniéndolo humectado con solucién salina tibia para evitar adherencias
futuras. Posteriormente, en cada cuerno uterino se insertd una sonda Foley (calibre 10Fr)
en la luz de la base del cuerno mediante una puncion realizada con un catéter intravenoso
(14G x 5%%) para infundir y recuperar mediante ella el medio de lavado®. Posteriormente, a
través de otro catéter intravenoso (18Gx 5%4) insertado en la punta del lumen del cuerno
uterino, se administraron 40 ml del medio de lavado y con ayuda de la gravead y un

masaje gentil, se recuperd el liquido que fluia de la sonda a un filtro concentrador.**

*Vigro complete flush solution. AB Tecnology. U.S.A.
** Em Con filter. Embryo concentrator gamma irradiated. ImmunoSystems Inc.WI. USA
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Una vez terminado el procedimiento en cada cuerno , se colocé un punto de sutura
absorbible de 4 ceros en cada una de las incisiones del utero, se regresé el aparato
reproductivo a la cavidad abdominal y se suturd la incision abdominal. Al mismo tiempo y lo
antes posible después de su coleccion, el liquido contenido en el filtro concentrador fue
vertido en una caja de busqueda, se esperaron un par de minutos para dejar sedimentar
los embriones y se observo cuidadosamente bajo el microscopio estereoscopico a baja
resolucion 2x. Los embriones hallados fueron separados, lavados y conservados en PBS
enriquecido de mantenimiento* durante su evaluacién morfolégica y se seleccionaron para
ser asignados aleatoriamente a un grupo solo las moérulas y blastocistos iniciales de

calidades 1y 2 (excelente o buena calidad y regulares) de acuerdo con Shea (1981).
CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES

CONGELACION LENTA. Se utiliz6 el método general desarrollado por Willadsen y
colaboradores (1974) con ligeras modificaciones de acuerdo a otros autores (Maurer 1878;
Massip et al.,1982; Massip et al., 1987; Lehn Jensen y Greeve 1982; Martinez et al., 2002).
Los embriones procedentes de una misma donadora, en grupos de 1 a 3, se expusieron en
un solo paso al medio de congelacion (PBS con 10 % de glicerol mas sacarosa y BSA) a
temperatura ambiente (20-22°C) por 10 minutos, incluyendo el tiempo que tomé identificar
y envasar todos los embriones en una pajilla plastica irradiada de 0.25 ml. La forma en que
se envaso la pajilla fue utilizando dos columnas de medio holding que rodeaban una
columna mas pequefa de medio de congelacion de un solo paso que contenia al embridon
y que estaban separadas mediante pequenas burbujas de aire. Posteriormente se
colocaron en una congeladora de embriones programable**, siguiendo el programa 1 de
congelacion que consiste en una exposicion inicial de -6°C que permanecioé asi durante 2
minutos para equilibrar la temperatura de la pajilla y la de la congeladora. Transcurrido este
tiempo se indujo la cristalizacién al poner en contacto la superficie de la columna proxima
superior al embrién empajillado con una pinza de acero enfriado con nitrégeno liquido.
Entonces se dejo correr el programa, manteniendo 10 minutos mas la temperatura estable

a -6°C y posteriormente se diminuyo la temperatura paulatinamente a una velocidad de

* Em care holding medium. Agtech Inc., KS., USA.
** Freeze control CL-5500. Cryologic. Vic., Australia
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0.5°C hasta llegar a -32°C en aproximadamente 53 minutos. Una vez alcanzada esta
temperatura, las pajillas se retiraron del equipo de congelacién y se sumergieron en

nitrégeno liquido debidamente empacadas y etiquetadas en un termo criogénico.

VITRIFICACION. Se utilizé el método de vitrificacién descrito por Rall y Fahy en 1985 y
modificado recientemente por Pryor y colaboradores (Pryor et al.,2006; Seidel et al.,2006).
Los embriones provenientes de la misma donadora se colocaron en grupos de 1 a 3 y
fueron vitrificados utilizando un kit de vitrificacion comercial* siguiendo las instrucciones del
fabricante. De acuerdo a estas, los embriones se equilibraron por 5 minutos en una
microgota del primer medio de vitrificacion o medio de equilibrio (V1=holding + 5M
etilenglicol=10.8 ml de medio base plus 4.2 ml de etilenglicol) a temperatura de laboratorio
(25°C); mientras pasaba este lapso una pajilla irradiada de 0.25 ml fue cargada con una
columna del diluyente (diluyente= galactosa 1 M ) incluido en el kit y el tapon plastico que
sellaria la pajilla fue identificado. Durante el segundo paso, los embriones se colocaron en
una gota de 20 pl de medio vitrificante V2 (V2=holding + 7M etilenglicol + 0.5 M galactosa
+ 18% (w/v) de Ficoll 70= 19.5 ml de etilenglicol, 9 g de Ficoll 70 y 4.5 g de galactosa
aforado a 50 ml de medio base), inmediatamente después se envasaron por succion en la
misma paijilla plastica antes utilizada separando mediante una burbuja de aire de otra
columna de diluyente y sellada en un periodo no mayor de 45-60 segundos. Finalmente la
pajilla fue expuesta verticalmente a vapores de nitrogeno dentro de un goblet inmerso en
vapores de nitrogeno por al menos 1 minuto y después sumergida directamente en

nitrégeno liquido.

Una vez obtenidos todos los embriones que compusieron la muestra se mantuvieron al
menos un mes en un termo criogénico con NL a -196°C y se procesdé el material
experimental para lo que fue necesario revitalizar los embriones que fueron congelados
lentamente o Vvitrificados por un método correspondiente de acuerdo a las bases

establecidas por Renard y colaboradores (1983) y Nowshari y Brem (2000).
DESCONGELACION O REVITALIZACION DE EMBRIONES

En el caso de embriones congelados lentamente, la descongelacion se llevd a cabo

sacando las pajillas del NL, exponiéndolas 10 segundos al aire y sumergiéndolas en bafo

* Bovine vitrification kit. Syngro. Bioniche. WA. U.S.A.
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Maria a 30-35°C durante 20 a 30 segundos. Los embriones fueron descargados a un placa
de petri para su recuperacion, fueron colocados en el medio de descongelacion comercial
de tres pasos * (concentraciones decrecientes de crioprotectores: paso 1: 6% v/v glicerol,
10.3% wl/v sacarosa; paso 2: 3% v/v glicerol, 10.3 % w/v sacarosa y paso 3: 10.3% W/v
sacarosa) pasando 7 minutos en cada paso, para después lavarlos en PBS-BSA y
evaluarlos morfolégicamente (grado de desarrollo y calidad). Posteriormente, fueron fijados
a la brevedad por 30 minutos en PFA al 4% en PBS (pH 7.4) y suspendidos en viales de
100 pyl de PBS-BSA y mantenidos a 4°C hasta su analisis de laboratorio.

Para los embriones vitrificados, el proceso de calentamiento directo, entibiamiento o
revitalizacion, como también se le conoce, se realizé de acuerdo al método de dilucidon en
pajilla descrito por Leibo (1984) tomando en cuenta las variaciones realizadas por
Kuwayama y colaboradores (1994). Constd en extraer las paijillas del nitrogeno liquido,
mantenerlas durante 10 segundos a temperatura ambiente, sumergir la pajilla en un bafo
Maria a 30-35°C durante 20 a 30 segundos, secarla y agitarla de manera similar que a la
de un termémetro de mercurio para mezclar las columnas de diluente con el embrién.
Después de retirar el tapon plastico, se descargoé la pajilla en una placa de petri para
recuperar los embriones en cuestidon, y dejando actuar un par de minutos la sacarosa
contenida en el diluente en los embriones e inmediatamente fijarlos en PFA al 4% en PBS

(pH 7.4) por 30 minutos para su posterior analisis con TUNEL o inmunohistoquimica.

TECNICA DE TINCION FLUORESCENTE SIMULTANEA TUNEL-
INMUNOHISTOQUIMICA DIRIGIDA A CASPASA 3 ACTIVA DESPUES DE LA FIJACION.

Para realizar la técnica de TUNEL que determine el grado de fragmentacion del ADN por
apoptosis, se utilizd un kit de diagnostico comercial®™ siguiendo las instrucciones del
fabricante, mientras que se utilizé una tincion immunohistoquimica para localizar en el
mismo espécimen la presencia del zimdégeno caspasa 3 activa y asi confirmar o desechar
la incidencia de apoptosis clasica en los embriones en preimplantacion. Se utilizo el
protocolo utilizado por Fabian y colaboradores (2005) con ligeras modificaciones realizadas
por la Dra. Adriana Mendoza, y en el cual, se utilizan embriones suspendidos en solucién

PBS-BSA posterior a su fijacién con paraformaldehido al 4% (15-20 ul por pozo). En cada

* Em care CSU thawing kit. Agtech, KS, USA.
** In situ cell death detection kit fluorescein. Roche Alemania
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corrida de embriones experimentales procesados, se requiri6 ademas de dos controles de
la tincion, el positivo y el negativo integrados por 2 o 3 embriones que no componian la
muestra. Llegado el momento del analisis, los embriones fijjados que hasta ese momento
fueron mantenidos en refrigeracion y suspendidos en PBS-BSA, se extraen para ser
lavados 3 veces con PBS-BSA al 0.3 % de Triton X-100*, acto seguido fueron
permeabilizados en gotas de 20yl de PBS-BSA al 1% de Triton X-100 por 2 h a
temperatura de laboratorio (25°C) en atmosfera humedecida, y al terminar este paso,
fueron lavados 3 veces en PBS-BSA. Entonces el control positivo de la tincion fue
incubado por 30 minutos a 37°C** en atmdsfera humedecida con DNasa I*** utilizando una
concentracion de 100 Ul/ml, para después lavarlos nuevamente con PBS-BSA en 3
ocasiones. Posteriormente, tanto los especimenes de muestra de los 3 grupos en cuestion
(lamense grupos 1 o congelacion lenta, 2 o vitrificacion y 3 o frescos), como el control
positivo de la tincién, fueron incubados con la solucion TUNEL (compuesta de una mezcla
de 10 pl de Terminal desoxinucleotidil transferasa en 90 pl de fluoresceina conjugada a
dUTP suspendida en un amortiguador) por 1 h a 37°C en atmoésfera humedecida y
protegidos de la luz; mientras que el control negativo fue incubado solo con el
amortiguador con nucleétidos parte del kit TUNEL bajo las mismas condiciones. Todos
fueron lavados 3 veces en PBS-BSA y posteriormente bloqueados en gotas de 20ul de
PBS-BSA al 5% de suero normal caprino*** y 0.1% de Triton X-100 por 30 minutos a
temperatura ambiente, atmdsfera humedecida y protegidos de la luz. Entonces, los
especimenes de la muestra y el control positivo se incubaron con anticuerpos primarios

*kkkk

policlonales de conejo anti-cabra anti-caspasa 3 activa en dilucion 1:25, en ambiente
huamedo, protegidos de la luz a 4°C por una noche; mientras que el control negativo fue
incubado en 20 uyl de PBS-BSA al 1% de Triton X-100 bajo las mismas condiciones
ambientales. Fueron nuevamente lavados 3 veces en PBS- BSA e incubados con

*kkkkk

anticuerpos secundarios anti-conejo marcados con rodamina en dilucién 1:100 por 2

h a temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad y ambiente humedecido.

* Triton X-100, Sigma- Aldrich, St Louis MO, USA.
** Camara de incubacion Envitron shaker, Lab Line, USA
*** Desoxiribonucleasa I; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
**** Normal Goat Serum, Santa Cruz, CA,USA
**x** Active Caspase-3 Polyclonal Antibody, BioVision, CA, USA.
**x*** Rhodamine Conjugated Affinity Purified Secondary Antibody, Chemicon-Millipore, Millipore corp., USA
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Fueron lavados 3 veces en Tritdon al 0.3% en PBS-BSA y expuestos por 10 minutos a la
tincion DAPI* y por ultima vez lavados 3 veces en PBS-BSA para su montaje y
observacion. Para ello se utilizé una laminilla a la que se le agreg6 una gota de 14 pl de un
medio de montaje** especial para retrasar el palidecimiento de la fluorescencia para ser
examinados bajo microscopia confocal invertido Olympus FV1000 de laser diodo con filtro
473 nm de excitacion para FIT-C, filtro 559 para rodamina y 405 para DAPI. Para obtener
el indice de incidencia de apoptosis clasica en los embriones tefiidos, se observaron y
contaron por método doble ciego los nucleos positivos a TUNEL (de color verde amarillento
fluorescente) los nucleos marcados con DAPI (azul) y se observé y registré la presencia de

un puntilleo rojizo que denotara la marca de caspasa 3 activa en el mismo embrién.
ANALISIS ESTADISTICO

La tasa de incidencia de apoptosis conocida como indice de muerte celular (DCI)
corresponde a la formula descrita por varios autores (Van Soom et al., 2000; Fabian et al.,
2005; Makarevich et al., 2005; Park et al., 2006):

(Numero de nucleos TUNELpositivos/ Total de nucleos en el embridn)

100

Esta tasa fue comparada entre todos los grupos (congelados lentamente, vitrificados o
fijados en fresco). Al tratarse de una poblacion de datos que no se distribuye normalmente
pero que tiene homogeneidad de varianzas segun Bartlet, estos fueron sometidos a un
analisis de varianza usando la prueba no paramétrica de comparacién multiple de medias
de Kruskal-Wallis. Dado que en la literatura se reporta que la donadora es una variable
importante que impacta en la supervivencia, se bloqued por esta caracteristica y se
sometid a un procedimiento GLM para determinar que tanto de la variabilidad se le puede
atribuir a la donadora, usando una prueba ANCOVA por Tukey. El nivel de significancia fue
fijado en P<0.05.

* DAPI, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA.
** Fluorescence Mounting Medium, DAKO, CA, USA.
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VI RESULTADOS

6.1 Cambios entre los indices de muerte celular programada presentes en

embriones criopreservados e intactos.

Los estudios de colocalizacion utilizando distintos fluoréforos que ayudaran a calcular
la incidencia de apoptosis en los embriones ovinos, frescos o criopreservados por dos
métodos distintos revelaron una diferencia significativa en el indice de muerte celular (DCI)
entre embriones frescos y congelados lentamente, mas no asi para los embriones que
fueron vitrificados, cuya tendencia numérica fue intermedia entre los grupos antes
mencionados. (P>0.05) Figura 6 El DCI calculado para cada uno de los grupos fue de
58.79+29.37% para el grupo de congelacién lenta, de 34.15+34.15% para el de
vitrificacion y solo del 29.46+36.45% para los embriones frescos (P>0.05) Figuras 7-9. Se
hallé que el 86.66% de los embriones presentaron al menos una célula TUNEL positiva,
cuyo rango de presentacion fue de 0 a 89 células TUNEL positivas por embridn
(media=25.26+22.66), mientras que el embrion registro 59.18+23.86 células totales en
promedio, cifra acorde al estadio de moérula compacta. (P>0.05) Esto indica una gran

variabilidad en el numero de nucleos totales y TUNEL positivos por embrion.

| Figura 6. Apariencia de los fluoréforos en el embrién ovino en preimplantacion.

De izquierda a derecha: caspasa 3 activa marcada con rodamina TRITC en rojo, nucleos TUNEL positivos
marcados con FIT-C en verde y nlcleos totales tefiidos con DAPI en azul. NOTA: no se muestra la tincion
del mismo especimen
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Figura 7. Distribucion del indice de muerte celular (DCI) en la poblacion de
embriones de acuerdo al tratamiento de criopreservacion.

CL=congelacion lenta con glicerol, VIT=vitrificacion en pajillas de 0.25 cc y FRESCO=embriones no
criopreservados
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Figura 8. Indice de muerte celular (DCI) de acuerdo al tratamiento de criopreservacion.

CL=congelacion lenta con glicerol, VIT=vitrificacion en pajillas de 0.25 cc y FRESCO=embriones no
criopreservados

En ambas gréficas, se aprecia la similitud de la respuesta entre los grupos CL y VIT, mientras que el
grupo FRESCO permanece a la baja de los anteriores siendo el Unico que muestra diferencia
significativo comparado con el grupo CL. (P>0.05). Las literales distintas muestran diferencias
significativas.
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FRESCO CL VIT

Figura 9. Distribucion y frecuencia del DCI en embriones ovinos de 6 dias de edad.

Las columnas denotan la presencia de células TUNEL positivas, células totales y presencia de caspasa 3
activa en las morulas procesadas, identificadas de izquierda a derecha como: F=embriones no
criopreservados, CL=congelacion lenta con glicerol y VIT=vitrificacion en pajillas de 0.25 cc. Las filas
denotan las variables antes mencionadas identificables por los fluor6foros, siendo de arriba hacia abajo:
a) para la vision optica, b) verde para TUNELpositividad, c¢) azul para DAPI, d) puntilleo rojo para caspasa 3
activa y e) para la colocalizacion directa en el embrion.
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Cabe mencionar que 6 de los 31 bloques iniciales fueron eliminados debido a que en 2
de ellos, se encontraron varios embriones que al momento de contar sus nucleos totales
tefidos con DAPI, demostraron que habian sido sobreestimados en cuanto a su edad, y
dado que contaban con menos de 18 células, se estipuldé que no cumplian con la premisa
de estar en el estadio de moérula compacta con EGA. Los cuatro bloques restantes
eliminados mostraron en el control fresco, asi como en ambos tratamientos de
criopreservacion, todas sus células marcadas tanto con DAPI como con Fit-C asociada a
prueba TUNEL, indicando que al momento de su fijacién, manejo o incluso desde su
recoleccion, estaban muriendo o ya se encontraban muertos. La prueba de ANCOVA por
Tukey demostré que el efecto de la donadora en la presentacion de DCI no es
significativo, por lo que un disefio completamente aleatorizado pudiera haber atraido los

mismos resultados, pudiendo utilizarse una prueba ANOVA comun.
6.2 Hallazgos morfolégicos relacionados con los métodos de criopreservacion.

Cualitativamente se encontraron distintas caracteristicas de interés. En primer lugar, la
presencia de células TUNEL positivas (marcadas en color verde), fue acompafada en
gran cantidad de células y embriones por la actividad de caspasas 3-activas marcadas con
rodamina (visible como un puntilleo rojizo en el citoplasma y en los nucleos), sobre todo en
el caso de los embriones frescos, indicando que al menos una proporcion de la muerte
presentada en estos organismos se lleva a cabo en la forma espontanea como MCP
clasica dependiente de caspasas. En los embriones criopreservados, no importando el
meétodo utilizado también se observé este fendmeno aunque, también se detectaron
algunos nucleos TUNEL positivos sin presencia de caspasas, signo caracteristico de tipos
de muerte independientes de estas proteasas. También fue posible detectar nucleos vy
citoplasma celulares marcados con los anticuerpos anticaspasa 3 activa, pero sin que
hubiera ruptura del ADN denotada por TUNEL. Figuras 10 y 11 No se detectd ningun
patréon de localizacion especifica de muerte, estando los nucleos TUNEL positivos

uniformemente distribuidos en el embrién.
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Figura 10. Actividad de caspasa-3 activa en el embridn ovino de 6 dias de edad.

En esta fotografia de microscopia confocal, es posible ver la presencia de células TUNEL positivas
acomparfiadas por actividad de caspasa-3 (a), la actividad apoptotica sin participacion de caspasas (b) y la
tincién de nicleos con rodamina detectando actividad proteolitica pero no apoptética (c).

Figura 11. Colocalizacion de tinciones sobre los blastémeros embrionarios que evidencian MCP clasica.

En esta serie de imagenes de un embrién CL, se esquematiza la accién de la tincion TUNEL (a) y caspasa-3
activa (c) aisladamente, para después, comparar su ocurrencia simultanea (b) y localizarla sobre el corte
Optico del embrién (d). En el corte “d” puede observarse la forma y contorno de algunos blastémeros,
definiendo el citoplasma por su coloracion roja granular y el nicleo tefiido con mayor intensidad en verde.
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Otro hecho sobresaliente fue la presencia de fragmentos nucleares marcados por
TUNEL en aquellos embriones criopreservados, que en comparacidon a los nucleos

mostraban menor tamafo y tenian bordes y formas irregulares. Figura 12

Figura 12. Presencia de fragmentos nucleares en embriones ovinos criopreservados

Proveniente del grupo CL, este embrién muestra en la parte superior-derecha pequefios puntos fluorescentes
con bordes definidos no acordes al tamafio de un nicleo y mas bien parecidos a restos nucleares tal vez
contenidos en vesiculas de degradacion celular conocidas como cuerpos apoptoticos,

Por ultimo, se hall6 evidente deformacion de la moérula, tomando la forma de aumento
del espacio perivitelino y ruptura de la ZP en el caso de algunos embriones vitrificados, de
los que se esperaba no tuvieran dafos fisicos en su estructura y sin embargo, el DCI no
fue significativamente distinto al de los embriones fijados en fresco tras su recoleccion. En
el grupo de embriones congelados lentamente, solo un par de embriones mostraron

expansion del espacio perivitelino. Figura 13

. ﬁz,u .‘
.
" & Y

Figura 13. Efecto de la vitrificacion en la morfologia del embrion a su revitalizacion.

A la izquierda, un embrion con un gran espacio perivitelino y a la derecha una moérula vitrificada con sus
células comprimidas unas contra otras.

Ningun espécimen vitrificado sufri6 la ruptura de la pajilla al momento del
entibiamiento, indicando que el proceso logra controlar correctamente este fenémeno
indeseable que hasta la fecha constituye un importante de la baja adopcién de esta

tecnologia.
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VIl DISCUSION

La supervivencia de los embriones en preimplantacion esta sujeta a multiples
determinantes que incluyen las condiciones favorables a su desarrollo en la forma de
niveles adecuados de nutrientes, hormonas y factores de crecimiento y, que a su vez,
propician que el embridn sea capaz de contrarrestar las agresiones también presentes en
el medio (Crosby et al., 1988; Gandolfi 1994). Uno de los mecanismos con que cuenta el
embridn para revertir dichas adversidades, es el proceso de MCP y cada una de sus
moléculas componentes, ya que de acuerdo a su concentracion y acciones reguladoras
opuestas, logran controlar la incidencia de la misma, reduciéndola a niveles lo
suficientemente bajos como para no atentar contra el subsecuente desarrollo embrionario,
a la vez que cumplen funciones fisiolégicas en la transformacion del embrion (Betts y King
2001; Gjarret et al.,, 2003). En el actual experimento, la presencia de células TUNEL
positivas colocalizadas con marcaje por inmunohistoquimica de caspasa 3-activa —
molécula en que convergen las vias apoptéticas de receptores y dafio mitocondrial- solo
confirma la ocurrencia espontanea de MCP clasica en morulas ovinas de 6 dias de edad,
derivadas in vivo y recién extraidas del ambiente uterino. Figura 11. Esto es acorde a lo
publicado por Gjgrret y colaboradores (2003 y 2007), quienes encontraron convergencia
de tinciones TUNEL e inmunohistoquimica dirigida a caspasa 3 activa en la aplastante
mayoria de los blastdmeros de blastocistos bovinos IVP o IVD frescos y tratados con
estaurosporina. En publicaciones recientes, algunos autores todavia se oponen ante la
presencia de células TUNEL signifique la presencia de MCP en embriones tempranos,
pues suponen que la ocurrencia del fendmeno en embriones recién extraidos de hembras
superovuladas, consituye la manipulacién del ambiente natural y puesto que la regulacion
del desarrollo inicial y la fragmentacion del ADN solo se conserva in vivo y en condiciones

in vitro, su presencia constituye un artefacto (Matwee et al., 2000; Betts y King 2001).

Se sabe que el balance entre moléculas proapoptéticas y antiapoptoticas de la familia
de proteinas Bcl-2, es uno de los reguladores primordiales de la ocurrencia normal de
MCP, sin embargo, recientemente se ha comprobado que las caspasas son unos
reguladores importantes en el inicio de tipo de muerte, incluso si no dependen de estas
para su ejecucion. Su modo de regulaciéon gira en torno a su uniébn a moléculas
antiapoptoticas como Apaf1/Ced4, y que ante el arribo de sus contrapartes apoptaticas,

son liberadas para intercambiarse por ellas, liberando a las caspasas y desatando la
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magquinaria apoptoética (Strasser et al., 2000; Betts y King 2001; Gjarret et al., 2007). La
presencia de caspasas 2 y 3 se detectan en todos los estadios embrionarios, y junto con
otras caspasas se pueden ubicar en toda célula que sufre apoptosis no importando el
origen del estimulo, entonces solo se hace necesario distinguir a estas mismas cuando se
encuentran activas, para determinar si participan junto con otras moléculas en vias de
senalizacion ante fuentes de estrés o en condiciones normales (Jurisicova et al., 2003). En
el modelo del embrion bovino, de forma coincidente a los resultados aqui obtenidos, se ha
demostrado la presencia de caspasa 3 activa en citoplasma, fragmentos citoplasmicos o
nucleares y nucleos de embriones bovinos tras la compactacién en que se presenta MCP
espontanea e inducida por estaurosporina, pudiendo o no converger con tincion TUNEL
(Gjarret et al., 2007). Los resultados que ocupan esta discusion indican la presencia de
caspasas activas distribuidas de forma semejante entre los 3 grupos en cuestion, lo que es
consistente con la informacién obtenida por Huang y colaboradores (2008) quienes
encontraron igual distribucion de proteasas entre embriones de raton congelados
lentamente, vitrificados con el sistema cryoleaf o frescos en estadios de division de 2-4
células. Ademas, se sabe que las funciones enzimaticas, como las que efectuan las
caspasas no son interrumpidas por la exposicion al frio, al contrario, éstas ocurren con
mas eficiencia a bajas temperaturas en animales aclimatados a 11-19°C en comparacion a
los acostumbrados a 38-47°C (Holt 1997). Sin embargo, al menos en el embrion humano,
se ha determinado que la activacion de las caspasas no explica la alta incidencia de
apoptosis en ellos y que por lo tanto debe asociarse a otras funciones distintas a la muerte
celular, principalmente porque células marcadas como caspasa-activas positivas podian
continuar dividiéndose (Martinez et al., 2003). Figura 10. Sin embargo, cuando se inhibe a
las caspasas 1 y 3 asi como todas las caspasas sensibles al inhibidor zVADfmk, el
proceso de MCP inducido por farmacos puede proseguir (Strasser et al., 2000; Betts y
King 2001; Leist y Jaattela 2001; Cregan et al., 2004; Kroemer 2004; Jaattela 2004;
Gjarret et al., 2007). Se ha propuesto que la no convergencia de células tefidas por
TUNEL y por IHQ-caspasa 3 activa, obedece a factores cronoldgicos, pues de estos dos
fendmenos que se encuentran separados en la cascada de cambios morfolégicos de los
distintos tipos de MCP. Mientras la activacion de caspasas constituye un signo temprano
que marca el inicio de los mecanismos de muerte, la fragmentacion del ADN que denota la

marca TUNEL es un signo mas bien avanzado, y asi se puede establecer que la activacion
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de caspasa 3, se encuentra corriente arriba de la degradacién de ADN mediada por CAD,
quien no esta de mas recalcar fue activada por tales caspasas. También se enfatiza que la
presencia de células TUNEL positivas sin marcaje de caspasas 3 activas, podrian ser el
resultado de la degradacién autoproteolitica extensa en la célula, que fue mediada por las
caspasas en un inicio, pero que al terminar su labor, vuelven a su estado inactivo, son

recicladas o se agotan de ese tejido en particular (Gjarret et al., 2003; Gjarret et al., 2007).

Se ha especulado ya por varios afios, que existe un nivel basal en la ocurrencia de
MCP que determina si el embrién fenece o continlia su desarrollo al revertir la pérdida de
blastomeros defectuosos (Massip et al., 1979; Betts y King 2001). Sin embargo, ninguno
de los investigadores que han sometido embriones a diversas fuentes de estrés en forma
de métodos fisicos-invasivos, quimicos y deprivacion de nutrientes, han encontrado un
valor especifico de los niveles minimo y maximo de MCP que sean compatibles con la
supervivencia de estos organismos. Aun asi, de esos estudios se han extraido datos
valiosos, que pueden dirigir la busqueda de ese valor, tales como: que la presencia de un
tipo de muerte u otro esta determinada en gran parte por el estimulo de estrés en forma
casi especifica en el que intervienen el contexto celular; que un solo estimulo puede
desencadenar distintos tipos de MCP y se han registrado algunos parametros de
incidencia de MCP en embriones de distintas especies domésticas, de laboratorio y
silvestres, asi como en el embrion humano, siendo del 3-12% de forma fisioldgica y de
alrededor del 20-40% en blastocistos bovinos sometidos a criopreservacion (Betts y King
2001; Kroemer 2004; Jaattela 2004; Park et al., 2006). Esto es acorde a lo observado en la
industria pecuaria y en la asistencia a la reversion de baja fertilidad en humanos, en que
los procesos de criopreservacion reducen significativamente la viabilidad de los embriones
a la transferencia, siendo que entre el 17-70% no sobreviven a tales procesos y la mayoria
sufre, aunque sea de manera parcial, degeneracién y efectos adversos deletéreos

relacionados con su permanencia a tan bajas temperaturas (Ragni et al., 2008).

Estos fendmenos se presentan no importando el crioprotector utilizado, pero si es
determinante la calidad morfolégica que los embriones presenten al momento de su
procesamiento, siendo que los embriones afectados son usualmente de apariencia buena
a excelente como los utilizados en el presente experimento (Balakier et al., 2001; Sjoblom

et al., 2006). Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan parcialmente con
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esos antecedentes, pues aunque el DCl se encuentra elevado comparado a las
referencias, guardan la misma proporcion y so pudiera deberse a una mayor
criosensibilidad de las mérulas comparada a la de los blastocistos cuando se aplican los
métodos de criopreservacion elegidos (Van Der Zwalmen et al., 1989). Esto demuestra
que, tal como se ha sospechado por mucho tiempo, el proceso de congelacion lenta
constituye una fuente de estrés severa, capaz de aumentar la incidencia de MCP, mientras
que la vitrificacién parece al menos ser un poco menos dafina (58.79+29.37% para el
grupo CL=34.15+34.15% para VIT = 29.46+36.45% para embriones no criopreservados),
por lo que se puede deducir que la vitrificacion contiene componentes de estrés celular en
su proceso, que pueden elevar moderadamente el DCI, pero sin alejarse de los valores de
MCP mostrados de manera espontanea por un embridn viable recién fijado. Figura 8. El
DCI es una herramienta mas util en la evaluacién de la incidencia de apoptosis en un
embridn temprano comparada a la simple cuenta de células marcadas con TUNEL (Fabian
et al., 2005). Esta establecido por estudios morfométricos que la variabilidad en el niumero
de células que contiene un embrion en sus distintos estadios de desarrollo es muy alta,
sobre todo cuando provienen de hembras superovuladas, que aunque recolectados al
mismo tiempo, suelen guardar horas de diferencias en su desarrollo, resultado de la
asincronia de la ovulacion, la fertilizacion y la ocurrencia de las primeras divisiones
celulares. Esto define que el numero de blastomeros varie de un individuo a otro, pero
siempre guardando un rango de entre 16 a 79 células en el estadio de mérula, siendo la
media en la moérula temprana de 16 células y de 79 en la mérula tardia (compacta)
(Wintenberger-Torrés y Sevellec 1987; Raty et al., 2000). El estadio de mérula en el ovino,
es la edad en que ocurre la EGA en esta especie -acaecida en la fase de 18 células
aproximadamente), antes de ese momento no es detectable por medio de la prueba
TUNEL evidencia alguna de MCP, a pesar de que todas las células desde su legado
ovocitario cuentan ya con la maquinaria molecular que efectua ese proceso, tal como
hipotetizd Weil en 1996, sobre que toda célula nucleada de mamifero es capaz de
desempenar apoptosis y expresar constitutivamente todas las proteinas requeridas. Ante
ello se ha planteado una especie de teoria de resistencia a la MCP en los estadios de baja
segmentacion o de alta susceptibilidad en los estadios preimplantatorios que pudieran
atribuirse a la ausencia de mecanismos proapoptoticos corriente arriba de la maquinaria

presente en los blastomeros, a la inhibicidbn de estos por la aun latente EGA o por la
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dominancia de mecanismos antiapoptéticos o genes supresores de apoptosis (Crosby et
al., 1988; Betts y King 2001; Gjarret et al., 2003; Gjarret et al., 2007). Esta teoria es
apoyada con practicas cotidianas en la reproduccion asistida animal y humana, en que los
blastocistos de especies domésticas son considerados como los de mayor sobrevivencia a
la transferencia sobre todo si cuentan con un gran numero de células, mientras que en
humanos se prefiere congelar embriones de apenas 2 o 3 células dada la improbabilidad
de que se presente degeneracion alguna y la alta criosensibilidad de estadios mas
avanzados, pudiendo entrever que los blastdmeros iniciales son mas resistentes a los
estimulos de muerte que las células de la ICM o el TE. Por ejemplo, se ha observado que
estadios de desarrollo bovino in vitro previos a la compactacion, son mas resistentes a la
induccién de apoptosis con estaurosporina que las morulas y blastocistos, resultando en 0-
50% y de 50-100% de células marcadas con TUNEL, respectivamente. Otras
observaciones acordes, son la inhibicién de apoptosis en el desarrollo temprano del anfibio
mediada por inhibidores maternalmente heredados o la inhibicibn de la apoptosis en
embriones de raton y humano a la post-compactacion, resultado de la presencia de
factores de supervivencia como TGF e IGF (Gjarret et al., 2007) y que hay mayores
niveles de incidencia de apoptosis espontanea en blastocistos desnudos y en expansion,
asi como en tejidos fetales en diferenciacién y gastrulacion (Betts y King 2001; Hipfner y
Cohen 2004; Sjoblom et al., 2006). Dicha informacion solo es reflejo de la alta dinamica de
procesos de proliferaciéon y muerte que existen en los estadios avanzados de desarrollo,

siendo particularmente sensibles a fuentes de estrés.

Por otro lado y de manera quiza mas enfatica, la elevaciéon del DCI en embriones que
han sido congelados lentamente concuerdan con los hallazgos realizados por Marquez-
Alvarado (2004 y 2005) en blastocistos bovinos de raza Zebu, que aunque mide el impacto
del dano a través de la cuenta de nucleos TUNELpositivos, reflejan los efectos
detrimentales que la congelacién lenta puede producir. Tal como lo demuestra ese trabajo,
la elevada variabilidad en los indices de muerte celular presentes en un mismo
experimento pueden explicarse por diferencias estacionales o por los animales utilizados
para su estudio, ya que registros recientes de cantidades de nucleos TUNEL positivos
similares han reportado la incidencia de 22 a 26 nucleos positivos en embriones bovinos
congelados lentamente con glicerol durante dos afios consecutivos, de los 4 en que se

repitid el experimento, siendo significativamente menores las cuentas TUNEL en los
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restantes dos anos (11 y 13 nucleos TUNEL positivos). Asi mismo, dafios similares se han
reportado en ovocitos congelados con todo y su capa de células de la granulosa, siendo
que estas ultimas sufrieron el mayor dafio (Wang et al., 2007). La alta incidencia de
apoptosis en embriones congelados podria también asociarse a las deficiencias con las
que cuentan los equipos automaticos en controlar y disipar el calor latente o de fusién
generado al atravesar la ventana de temperatura de criodafio, causando un agudo
incremento en la temperatura, momento en el cual el lote de embriones no continua el
descenso de temperatura a la par de la camara de enfriamiento pudiendo permanecer
estatica por 2-3 minutos antes de proseguir y que se ha demostrado, reduce la viabilidad
embrionaria (Maurer 1978; Holt 2000). Los equipos manuales de congelaciéon regulan
mejor este fenomeno. De la misma forma, los volumenes de congelacion mas pequefios
(alrededor de 4pl) suelen ser controlados con mayor uniformidad, tal como ocurre en la
vitrificacion (Maurer 1978; Holt 1997).

La similitud en la proporcion de incidencia de MCP generada por ambos métodos de
criopreservacion, tanto en numero de células TUNEL-positivas como en DCI, es acorde a
los hallazgos realizados por Jung y colaboradores (2008) quienes en un gran numero de
embriones murinos congelados lentamente y vitrificados, no encontraron diferencias
significativas entre ellos (11.5+7 vs 12.9+8.1 células apoptdticas respectivamente). Esto
podria sefalar, salva excepcion de aquellos casos en que mas del 90% de las células
estdan danadas y marcadas con TUNEL, que ambos procesos aunque generan cierto
grado de dafio, son compatibles con la reversiéon natural de esas pérdidas. Existe
evidencia de que las células adyacentes a alguna célula en proceso de MCP proveen a la
misma de sefales de supervivencia, sobre todo cuando en ella existen deficiencias de
factores de crecimiento o pérdida de las uniones intercelulares. Estos mecanismos de
muerte, son considerados accidentales y reciben el nombre de “muerte por negligencia”
pudiendo ser bloqueados por proteinas de la familia Bcl-2, y al igual que la MCP clasica,
son disparadas por la via de receptores membranales y sus ligandos (Strasser et al.,2000;
Betts y King 2001). La aplastante evidencia indica entonces que estas tasas son
compatibles con el desarrollo y no constituyen el nivel maximo de muerte requerida para
detener el desarrollo de los embriones, al menos en un 40% de los embriones analizados,
apoyados por la evidencia de supervivencia in vivo e in vitro acumulada por mas de 60

anos en las especies domésticas. Mas aun, mediante estudios de supervivencia que
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comparan la congelacién lenta contra la vitrificacion en pajillas de 0.25 cc, se ha
determinado que solo existen diferencias significativas entre estos cuando se manejan
estructuras criosensibles, teniendo porcentajes de desarrollo in vivo o in vitro muy
similares cuando se someten a los procesos embriones IVD o de especies tolerantes al

enfriamiento (Martinez et al., 1998).

Otra posibilidad que pudo haber originado el aumento del DCI en el presente
experimento es que embriones de buena apariencia al momento de su recoleccion vy
manipulacion estuvieran sufriendo procesos de degeneracién y muerte, condicion que es
dificil de diagnosticar en sus etapas iniciales con la evaluacién morfoloégica por si sola, a
pesar de que soOlo se incluyeron morulas de calidades 1 y 2 con la ZP intacta y
considerando que las caracteristicas morfolégicas de evaluacibn no son variables
independientes. En 7 de 75 casos se detectdé que aun en los controles frescos, la
evaluacion morfolégica inicial de los embriones previa a su asignacion a los tratamientos,
fallé en discriminar embriones que estaban muriendo o se encontraban sin vida como lo
demostrd la prueba TUNEL al marcar el total de células del embridén, esto debido a la
buena apariencia que aun guardaban. Con respecto a ello, algunos experimentos
controlan este error al usar embriones IVP en los cuales, el constante monitoreo de su
desarrollo no deja dudas de su viabilidad al momento del analisis, o bien, otra opcion, es
extraer los embriones de la donadora e inmediatamente introducirlos a cultivo in vitro. No
obstante, esta ultima opcidon podria generar nuevos errores debidos a que el cultivo, al ser
nutritivamente subdptimo a las condiciones in vivo, pueden generar criosensibilidad que
dificultaria el analisis de resultados (Khurana y Niemann 2000). Las limitaciones de la
evaluacion morfologica, son un factor comun entre los estudios ultraestructurales del
embrion, en los que es frecuente ver reportada la inclusion de embriones no viables por
error, el cambio de técnico durante la evaluacidon o que se confunden blastocistos por
morulas cuando el blastocele colapsa (Gjarret et al., 2003; Marquez-Alvarado et al., 2004;
Balasubramanian y Rho 2006). Tratando de controlar el error humano, todos los procesos
del presente experimento fueron llevados a cabo por un mismo equipo, en que el
evaluador contaba con la mayor experiencia en campo para clasificar embriones en cuanto
a estadio y calidad y el personal que realizé el conteo de las células marcadas se sometio
a una proceso de lectura doble ciego. Se ha demostrado que muy aparte de las

agresiones fisicas directas en perjuicio del embridon, acciones tan aparentemente
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inofensivas como la exposicion a la luz del microscopio o el uso de ciertas micropipetas
pueden resultar realmente traumaticas, e incluso, se ha demostrado que el aumento en el
DCI a veces es atribuible a malas condiciones de cultivo, comprobando su capacidad de
fungir como un indicador de estrés (Shea 1981; Thouas et al., 2001; Makarevich et al.,
2005; Sjoblom et al., 2006). En el caso contrario, 10/75 embriones (86.66%) no mostraron
actividad TUNEL, hecho que concuerda con resultados previos que afirman que en el 99 al
100% de los embriones diagnosticados por prueba TUNEL muestran al menos una célula
positiva no importando su etapa de desarrollo y que, en promedio,del 1 al 8% del sus
células sufren apoptosis basal, proporcién consecuente con la eliminacion aislada de
células con potencial de desarrollo inapropiado (Van Soom et al.,2000; Gjarret et al.,2003;
Hipfner y Cohen 2004; Fabian et al.,2005; Makarevich et al.,2005; Park et al.,2006; Gjorret
et al.,2007).

Por otro lado, se ha recomendado que el uso de FCS y BSA debe ser reemplazado por
moléculas quimicamente definidas, no solo por razones sanitarias referentes a la limitacion
de transmisién de microorganismos entre especies, sino que la evidencia apunta que
estos derivados de origen animal pueden incrementar la criosensibilidad de los embriones
al promover la absorcion de lipidos séricos y la presencia de mitocondrias afuncionales o
inmaduras, ademas que no se trata de compuestos esenciales una vez ocurrida la
fertilizacion -en el caso de los embriones IVP- y aunque pudiera contener cantidades
desconocidas de factores y péptidos de supervivencia, también podrian contener factores
de muerte como TNF que es un desencadenante de MCP. Se ha comprobado que la
presencia de estos compuestos resulta detrimental para el desarrollo pues se ha notado
que se reducen las tasas de eclosion en embriones cultivados con medios que contienen
BSA (Vajta et al.,1996b; Vajta et al.,1999; Betts y King 2001; Semple et al.,2005; Horvarth
y Seidel 2006; Balasubramanian y Rho 2006; Mucci et al.,2006).

Muchos reportes investigadores recalcan la importancia del conteo de nucleos,
evitando incluir fragmentos nucleares o cuerpos apoptoticos con restos del nucleo para asi
evitar aumentar el DCI de forma artificial. En los resultados que actualmente se analizan,
la presencia de pequefios objetos marcados con TUNEL y no acordes al tamafo de los
nucleos que llevan a cabo MCP en la periferia del espacio perivitelino Figura 12,
corresponden posiblemente a cuerpos apoptoticos extraidos, tal como lo sefialan los

estudios ultraestructurales de Gjarret y colaboradores (2007) en el embridn bovino, en que
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este tipo de estructuras, convergen el marcaje fluorescente TUNEL y caracteristicas de
apoptosis a la miscroscopia electronica. Sin embargo, se ha demostrado que cuando se
estudia la incidencia de fragmentacion citoplasmatica relacionada a MCP, esta puede
ocurrir en segmentos que ya han sido separados de blastbmeros aparentemente
saludables (Betts y King 2001; Martinez et al.,2003). A propdsito de la marginacién de las
células marcadas con TUNEL, en que estas aparentan tener una ubicacién periférica, lo
mas probable es que no constituya un patron de presentacion del fendmeno de MCP, sino
que sea la evidencia de la extrusién de los blastdmeros al espacio perivitelino (Gjgrret et
al.,2003). Por su parte, la fragmentacion nuclear y citoplasmatica de los blastomeros
suelen tomarse como sindnimos de apoptosis, pues algunos autores les consideran signos
morfologicos del desensamble celular que podria asociarse a componentes genéticos de
MCP, basandose en el hecho de que la fragmentacién completa del cigoto de 1 célula en
ratén indica ser debido a bajas cantidades de ARNm transcrito de genes supresores de
MCP vy altas cantidades de genes maternos promotores de muerte (Jurisicova et al., 2003;
Gjarret et al.,2003; Huang et al., 2008). Mientras, otros estudiosos insisten en separar ese
fendmeno de la nomenclatura de muerte celular, ya que tal vez sea la causa y no la
consecuencia de la MCP, pues puede relacionarse a la fragmentacion nuclear con la
degeneracion necroética de blastdmeros en arresto, y en su afan de eliminar células
muertas sin dafar a las adyacentes con desarrollo normal, el conjunto de células podrian
promover su desmantelamiento por apoptosis. Incluso en sistemas de evaluacion de
calidad embrionaria se le ha dado poco peso a la fragmentacion en sistemas numéricos
acumulativos, ya que su presencia no impide la obtencion de blastocistos viables (Antzack
y Van Blerkom 1999; Betts y King 2001; Martinez et al., 2003; Sjoblom et al., 2006). La
fragmentacion de los blastémeros es una anormalidad morfologica frecuente de los
embriones viables siempre que no rebase el 20% del total de los blastémeros, el término
se refiere a alteraciones en las proporciones nucleo-citoplasma manifestandose como
células multinucleadas, dismorfismo en organelos y células anucleadas, que
frecuentemente provienen de una simple asincronia entre los ciclos celulares nuclear y
citoplasmatico, ocurriendo citocinesis sin cariorexis, pero que de resultar muy abundante
puede estar delatando anormalidades cromosdmicas que pueden crear alteraciones
genéticas o del desarrollo, por lo que es mas significativo evaluar patrones de

fragmentacion, que simplemente la incidencia de la misma (Jurisicova et al., 2003; Gjgrret
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et al.,2003; Sjoblom et al., 2006). Un tipo de muerte, que pudiera ser compatible con la
presencia de fragmentacion nuclear y citoplasmica, asi como con mecanismos
independientes de caspasas- apoyado por la presencia de células TUNEL positivas pero
caspasa 3 activa-negativas, es el de la catastrofe mitdtica, en que alteraciones
estructurales del citoesqueleto y el huso mitético pueden llevar a cariorexis y citocinesis
incompletas. La catastrofe mitdtica pudiera constituir una forma de evadir el estrés que
representa la vitrificacion, toda vez que se ha comprobado que el huso meidtico es muy
sensible a la exposicién al frio y que las toxicas soluciones vitrificantes son capaces de
desorganizar de forma irreversible los microtubulos y microfilamentos del citoesqueleto al
deshidratar las células, sobre todo si la rehidratacidn a la revitalizacion es incompleta
debido a una deficiente extraccion de los crioprotectores. Sin embargo, la posibilidad de
que ello ocurra en el método de vitrificacion aqui descrito es muy remota, primero porque
se ha comprobado que en su gran mayoria los efectos del frio en la inestabilidad del
citoesqueleto son de corto plazo, y segundo porque, al menos en el embridn porcino,
bovino y murino, la exposicion de citocalasina, colchicina y taxol, -conocidos
estabilizadores del citoesqueleto e inductores de MCP tipo catastrofe mitética-, pueden
combinarse con el uso de la vitrificacién, aumentando la supervivencia embrionaria por
reducir su criosensibilidad (Schneider y Mazur 1984; Nagashima et al., 1994; Fuku et al.,
1994; Dobrinsky 1996; Beebe et al., 2000; Gjorret et al.,2003; Albarracin et al., 2005;
Mazur y Koshimoto 2005; Seidel 2006; Horvarth y Seidel 2006; Mucci et al., 2006; Mazur
et al., 2008).

A su vez, la posible presencia de una de estos tipos alternativos de muerte a la MCP
clasica podria comprobar la teoria de que los estresores subletales pueden activar solo
parcialmente la maquinaria apoptética en comparaciéon a los inductores quimicos de
apoptosis, que suelen activar todas las vias de sefalizacion conocidas hasta ahora. De ser
asi, significaria también que los mecanismos de muerte se encuentran
compartimentalizados y no solo responden a estimulos especificos, sino que se extienden
en modulos de acuerdo al dafio producido por un estimulo dado para restablecer la
normalidad de la comunidad celular, liberandose tal vez de los mecanismos represores de
forma gradual (Gjgrret et al., 2003). Sin embargo, las pruebas aqui realizadas fueron
insuficientes para determinar la presencia de otros tipos de muerte en los embriones

analizados.
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La posibilidad de que las células TUNEL positivas que no son acompafnadas por
caspasa 3 activa correspondan a un tipo de muerte accidental provocado por los métodos
de criopreservacion, es muy elevada puesto que la prueba TUNEL tiene limitaciones para
distinguir entre apoptosis y necrosis y también porque se ha hallado que las MCP del tipo
apoptosis y necrosis son mediadas por la via de receptores TNFR-1 y TNFR-q, tal como la
MCP clasica (Balakier et al.,2001; Betts y King 2001; Park et al.,2006; Matwee et al.,2000;
Flores-Pérez 2002; Gjgrret et al.,2003; Fabian et al.,2005; Broker et al.,2005; Gjarret et al.,
2007). La necrosis es un tipo de muerte accidental, que puede ser isquémica o
coagulativa, en ambos casos como resultado de injuria celular, que deriva en la ruptura de
las membranas, la desintegracion nuclear desordenada, el henchimiento celular y la
inflamacién secundaria resultado de la diseminacion de componentes celulares al entorno.
De estar muy extendida se le aplica el término de oncosis, que se refiere al estado pre-
letal irreversible, ya que la propia inflamacion exacerba y agiliza los procesos de muerte y
degeneracion. Se ha comprobado la coexistencia de marcaje TUNEL con caracteristicas
morfologicas de necrosis bajo microscopia electronica (Gjarret et al., 2003; Gjgrret et al.,
2007). No obstante, la presencia de nucleos marcados con TUNEL sin presencia de
caspasas observada en el experimento, también es compatible con la ocurrencia de uno o
mas tipos de muerte caspasa independientes como la autofagia, que habiendo iniciado
ante un estimulo de apoptosis clasica se transformen en necrosis o en MCP tipo necrosis,
pudiéndose diseminar el dafio en forma de oncosis, o bien, pueden solo digerir
blastomeros o partes de los mismos defectuosos, sin afectar el futuro desarrollo. Con
respecto a los posibles estimulos que disparan la MCP autofagica relacionados con
procesos de criopreservacion, se puede incluir el hallazgo del dafio mitocondrial debido a
shock térmico que se vuelve aparente entre los 10 y 5°C,-temperaturas muy por encima
siquiera de la primera exposiciéon al frio equilibrante de esos procesos- (Windsor y White
1995; Jaattela 2004; Gjgrret et al., 2007). También se ha demostrado que la primera
oleada de MCP fisioldgica puede ser bloqueada al interferir la cascada apoptotica a nivel
de AIF, y aunque este proceso se ha asociado a la via de receptores y a la actividad de
caspasa 3, al aplicar inhibidores pancaspasa como ZVAD, el proceso prosigue por la via
de la autofagia. Asimismo, se ha observado que la presencia de una u otra molécula,
aunque indica en la mayoria de los casos el tipo de MCP mas frecuentemente desplegado,

no es exclusivo del mecanismo en cuestidn, sino que pueden participar en distintas rutas e
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incluso transformar las vias de sefalizacion, tal como ocurre con la catastrofe mitética en

que participan indistintamente caspasas o MMP para ejercer la protedlisis celular.

Volviendo al DCI elevado en los embriones vitrificados, éste puede deberse a los
efectos osmoticos, mas que a los danos fisicos. El choque osmético se define como la
exposicion de células vivas a un medio de osmolaridad anormalmente alta o baja en
relacion a la 6ptima o naturalmente presente en el organismo del que procede (Vallejo et
al., 2003). Se sabe que los embriones frescos son menos susceptibles al dafio osmatico
que los que fueron criopreservados (Kanagawa 1978; Kasai 1996; Balakier et al., 2001).
Muy a pesar de que una gran cantidad de embriones en este grupo presentaron fractura
de la ZP y deformacion de la “mérula” en que se agrupan las células Figura 13, estos no
parecen relacionarse con los mecanismos de muerte pues el DCI no muestra diferencias
significativas con respecto al grupo de embriones fijados en fresco, contrariamente a lo
ocurrido con el grupo de congelados lentamente. La misma deformidad en la distribucién
de las células, que parecian haberse comprimido o deprimido permanentemente,
adoptando la forma de una manopla, pudiera ser evidencia del elevado estrés osmatico al
que se sometid al embrion al exponérsele a medios vitrificantes y en que solo unos
segundos adicionales de permanencia en ellos puede dafar las células embrionarias, de
modo que no pudiendo regular su adaptacion a medios densos como el medio de montaje
utilizado para la observacién confocal, el embrion se comprima de igual forma que lo hizo
cuando se expuso a los viscosos medios de vitrificacion (Guignot et al., 2006; Meryman
2007). Rall en una de sus revisiones sobre la criologia fundamental de la vitrificacién,
indica que embriones que permanecen encogidos tras la revitalizacion son resultado de la
deficiente entrada del crioprotector a temperatura ambiente y que al momento de ser
enfriados a 4°C, ello interfiere con los procesos de equilibrio que las células montan para
restablecer su volumen normal (Rall 1987). Entonces, es probable que hayan sido
insuficientes los 5 minutos de exposicion a la solucién vitrificante de equilibrio, previos a la
exposicion a V2 e inmediato enfriamiento de las mérulas, pero también es posible que al
regresar a temperaturas fisioldgicas tras la revitalizacion, durante el tiempo transcurrido
entre el entibiamiento y la fijacibn en paraformaldehido, se hayan interrumpido los
procesos de reexpansion celular. La ausencia de estos cambios en los embriones que
fueron congelados lentamente va de acuerdo con la demostracion de que cambios nocivos

en el volumen celular son menos probables de ocurrir cuando los procesos de
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deshidratacion/rehidratacion se llevan a cabo lentamente (Holt 1997). Otra evidencia sobre
este aspecto lo constituye la pérdida irreversible de la homedstasis osmoética en
espermatozoides de carnero expuestos a soluciones hiper- e hipotdnicas para después ser
regresadas a concentraciones isoténicas, mientras que la exposicion al frio de ese mismo
tipo celular ha demostrado no afectar las bombas mitocondriales de calcio, mas no asi
cuando son congelados y descongelados, en que el potencial de membrana se disipa a
alta velocidad. Mas aun, se ha demostrado que altas concentraciones de sacarosa,
pueden ser detrimentales al comportamiento osmaético de los blastdmeros y alterar su
permeabilidad membranal (Pollard y Leibo 1994; Windsor y White 1995; Betts y King 2001;
Massip 2001; Martinez et al., 2002; Cuello et al., 2004a; Campos-Chillén et al., 2006). No
obstante, seria contradictorio, que una técnica que fue disefiada para evitar los dafos
osmoticos como es la vitrificacion aumente las posibilidades de limitar el desarrollo del
embrion criopreservado por esa via de muerte. Ademas, uno de los efectos benéficos
comprobados en la vitrificacion de espermatozoides es que la alta osmolaridad detiene el
metabolismo y la respiracion, evadiendo la senescencia por exposicion a radicales libres y

otros danos fisiolégicos (Holt 1997).
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VIl CONCLUSIONES

Los embriones congelados lentamente incrementan su indice de muerte celular debido
al proceso de criopreservacion, en comparacion a los embriones frescos, esto se debe a
un aumento en la muerte celular programada como lo denota la presencia de caspasa 3
activa, pero también participan otros tipos de muerte que bajo las condiciones en que se
realizo el presente experimento no es posible determinar. Por su parte los embriones
vitrificados presentan indices de muerte similares a los de los embriones frescos y a los
congelados lentamente, significando que hay un dafio en las células por el proceso de
criopreservacion de magnitud ligeramente menor al de la congelacion lenta. Se propone
como perspectiva de estudio a futuro, el andlisis ultraestructural del citoesqueleto,
posiblemente usando tinciones fluorescentes y microscopia confocal para descartar MCP
por catastrofe mitética y/o bien, la ubicacién de moléculas propias de la MCP autofagica
posiblemente acompafiada de analisis morfolégico por microscopia electronica, todas
acompafadas de tincibn de ioduro de propidio previa a la permeabilizacion para
contabilizar las células muertas por necrosis que los procesos de criopreservacion deriven.
Resultaria de gran interés determinar a que nivel el criodafio afecta el citoesqueleto y
citoplasma de las células, sea por ruptura de los microtubulos o microfilamentos que lo
conforman o bien, por digestion enzimética lisosomal. Fuera de la linea de investigacién
propuesta, es evidente que la sola clasificacion morfolégica no es suficiente para
determinar la viabilidad de los embriones, por lo que se sugiere siempre incluir controles
frescos, una muestra grande y acompanfar las pruebas con tincion TUNEL-DAPI, para

eliminar defectos de evaluacién previos a la asignacién a grupos.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS

ADN &cido desoxirribonucléico

AIF factor inductor de apoptosis del inglés apoptosis inductor factor

BSA albimina sérica bovina del inglés Bovine Serum Albumin

CL congelacion lenta con glycerol

DCI indice de muerte celular del inglés death cell index

Diablo Direct IAP-Binding protein with Low PI

DMSO dimetilsulfoxido

EG etilenglicol

EGA activacion del genoma embrionario del inglés Embryonic Genome
Activation

ET transferencia embrionaria del inglés embryo transfer

FCS suero fetal bovino del inglés Fetal Calf Serum

Hsp Heat Shock Protein

IAP proteinas inhibidoras de apoptosis del inglés inhibitory apoptosis protein

ICM masa celular interna del inglés internal cell mass

ICSI inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides del inglés
intracytoplasmic sperm injection

IETS International Embryo Transfer Society

IGFIR receptor del factor de crecimiento parecido a la insulina tipo |

IVD in vivo derived

IVP In vitro produced

MCP muerte celular programada

MME membrana mitocondrial externa

MMI membrana mitocondrial interna

MMP permeabilizacion de la membrana mitocondrial del inglés mitocondrial
membrane permeabilization

MTT reducciébn metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol

NL nitrégeno liquido

OPS Open Pulled Straw

PEG polietilénglicol

PG propilénglicol

PVP polivinilpirrolidona

ROS especies reactivas de oxigeno del inglés Reactive Oxigen Species

Smac Second Mitocondria-derived Activator of Caspase

SOPS Superfine Open Pulled Straw

TE trofoectodermo

TNFR receptor del factor de necrosis tumoral

UV ultravioleta

VIT vitrificacion en pajillas de 0.25cc

ZP zona pelucida
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