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La vitrificacibn es una fécnica que ofrece una aftemnativa en fa preservacion de embiiones,
permitiendo obtener productos de mejor cafidad, y aumentando su viabllidad. El presente trabajo se llevo 3
cabo en el Departamento de Produccién Animal de ta FMVZ de la U de G. El propésito de este estudlo fue
la estandarizacién de la técnica de vitrificacién de embriones de coneja y su efecto sobre la viabifidad del
embrién. Se realizaron 5 ensayos en conejas, donde se estandarizaron los protocolos de: recoleccién,
clasificacidn y vitrificacién. E! promedio de embriones recolectados viables fue de 9.8 embriones por
lavada. Los embriones recuperados se equiiibraron en VS-1 y VS-2, viirificados y descongelados en VS-3.
Se obtuvieron resultados eficientes para MC con un total de 13 calidad A-1 y 9 calidad A-2; y para BT con
un total de 2 embriones calidad A-1 y4qlmd A-2, no asl para 8-16 EJ, MNC y BL. Al realizarse la
validacién mediante vitrificacién y transferencia en embriones de bovino, las MC y BT se comportaron
iguat en las categorias y calidad como los embriones de coneja al andlisis morfolégico; exceplo por que
ringuno mantuvo su ZP completamente redonda. EI porcentaje de gestacién fue del 28.57%, a partir de
MCyBT.

Esta técnica mostro ser viable para utilizarse dentro del proceso de la produccién y criopreservacién de
embriones de mamifero.



INTRODUCCION 1

La vitrificacién es un proceso nuevo para la criopreservacién de embriones de

mamifero. (12).

La técnica de congelacién de embriones de mamifero es reportada primeramente por
Whittingham en 1972. Realizan mas ensayos para mejorar fa técnica Wood y Famra, Kasai en 1980,
Miyamoto e Ishibashi, Szell y shelton en 1986; y Trouson en 1887. (13).

Los primeros avances significativos en 2 criopresefvacién de embriones de ratén por
vitrificacidn fueron realizados por Rall y Fany en 1985; utilizaron altas concentraciones de soluciones
crioprotectoras las cuales se superenfrian y solidifican intra y extracelularmente en cristales durante el
enfriamiento a temperatura de 4 grados centigrados sin fa formacién de hielo. (12).

Subsecuentemente las soluciones vitrificadoras fueron aplicadas en embriones de rata ,

bovino, coneja, y ovefa. (4).

Se han hecho estudios sobre {a congelacién rédpida de embriones de ratén por inmersién
directa en el nitrégeno liquido ( - 196°C ) evaluando los efectos de los azucares come crioprotectores (

Rafinosa, Lactosa, sacarosa o Xylosa. ). (9), (10).

C. A. Valdez evallo los efectos del tiempo de equilibrio, recoleccién y desarrofio en la
efapa de supervivencia en la solucién vitrificadora de embriones de ratén, obteniendo alta supervivencia
manteniendo en inmersién por 10 minutos, independientemente del estado de desamroflo del embridn.
Ademas confirma con el microscopio electrénico la ausencia de cristales con la solucién vitrificadora. (1),
@.



Y. Takahachi en 1990 en la Universidad de Hokkaido estudio los efectos del periodo de
equilibrio en ef congelado y descongelado ripido de mérulas de ratén en la sustancia vitrificadora. (2),
(®).
OAbas Mazni en 1990 expone un simple método de criopreservacién utilizando una
solucién con baja toxicidad (etilen glicol, lactosa o suero) y sin perdida en la viabilidad embrionaria. (14).

C. A. Valdez en 1991 establece el efecto de {a dilucién trilateral en la supervivencia de
mérulas de ratén con la vitrificacién. (13).

Los factofes que afectan la supérvivencia de los embriones con sustancias crioprotectoras,
incluyen la concentracién y composicién de las mismas, asl como también sobre la susceptibilidad de
embriones de conejo a Ia vitrificacién en diferentes estados de desarrolio; los embriones de 8 a 10 células
tienen una tasa de supervivencia del 92.9 % comparada con un 43.8 % de embriones de 1 a 2 células. (5),
(6), (), (15).

N. Saito, K Imai y M. Tomizawa en su estudio concluyen, que la adicién de azucares
{sucrosa y dextrosa) a las soluciones vitrificadoras (glicerol y propanadiol); aumentan la supervivencia de
los blastocistos vitrificados independientemente de su estado, y que soluciones sin azlicares no son
recomendables para la vitrificacién de los mismos. (11).

Este material genético puede ser transferido en fresco o bien preservario por medio de ia
congelacién o vitrificacién. De esta forma da oportunidad a la realizacién de programas de sincronizacién.
A&nmdwmehdodaanhhmsp«vﬁfmdondﬁﬁnuwmosdwexpomompawos
comparado con animales en ple, y a la vez mayor numero de material a selecclonar para el comprador.
Aunque ef material sea importado los terneros son sanos y no requieren de un periodo de adaptacién por

ser nacidos en &l pals, entre otras vefitajas.



La técnica de congefacién cominmente utilizada en México es por el método de sembrado:
se basa en la induccién artificial de formacidn de cristales de hielo en o cerca del punto dptimo de

congelacidn de la solucién, evitando un posible dafio o efecto por ef enfriamiento.

La velocidad de enfriamiento (congelamiento manual) puede ser lento o rdpido, disminuyendo
ciertos grados centigrados por minuto. Pero generalmente el sembrado o cristalizacidn se realiza cuando

el termémetro marca de -3.5 a -4 °C; continuando ef anfriamiento haeta llegar a -32 °C. (3).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 4

El profesional dedicado a la produccién animal, empleando la biotecnologia, se enfrenta a
muchos problemas relacionados con ta capacidad productora de los animales que garanticen su valor. La
transferencia de embriones requiere de algunas condiciones como sincronizacién, superovulacién,

transferencia en fresco y congelacién para su posterior implantacién.

Existen varios métodos de preservacion de embriones, el tradicional o congelacién manual,
o bien; los modernos congeladores programables computarizados. Actualmente el avance en las
investigaciones ha dado lugar a una nueva técnica, a vitrificacién, de resultados alentadores.

Si bien la congelacién rapida reduce al minimo el daflo por los efectos de Ia solucién, elo
conduce a la formacidn de grandes cristales de hielo intracelular que causa grave dafio mecdnico. Por
otro lado, aunque la congelacion lenta evita la formacién de grandes cristales de hielo, esta conduce 2 un

incremento en el daflo producido por los efectos de ta sofucién.

Normaimente se crean cristales intracelulares con o sin presencia de los extracelulares en
la congelacién de embriones. Estos cristales, al momento de descongelar fa paijilla, debido al aumento de

Ia presién intracelular, hacen que la membrana se rompa y se desintegren los blastémeros.

La vitrificacién tiende a mejorar {a viabilidad del embrién. En esta se han utilizado diferentes
concentraciones de sustancias ctiopfotectoras extra e intracelulares con resultados variables que
dependen de: enfriamiento del medio, naturaleza y concentracién del crioprotector usado, tipo de

ccongetador programable y punto de congelacidn.




En México no existen datos acerca del uso de la técnica de vitrificacién. Debido a la poca
actividad en este ramo de la congelacién como altemativa en la transferencia embrionaria. La forma

comiin de congelacion es con ayuda del congelador programable y realizando la cristalizacién. (3).-



JUSTIFICACION 6

En México se estin practicando métodoscpmo la superovulacion, el lavado de embriones,

transferencia de embriones y produccién de embriones in vitro ( fertilizacién in vitro ).

Estos métodos son cada vez mas perfeccionados a tal grado que no hay que implantar los
embriones en ef momento de su recoleccidn, sino que se han presentado las alternativas de madurarios,
refrigerarios y hasta congelarlos por diferentes métodos. Cabe sedlalar que el método para consetvacién
mas utilizado es la congelacidn, el cual tiene varios inconvenientes en cuanto a la cristalizacién de los
embriones por el mal manejo de la técnica de criopreservacion.

Debido a esto es necesario estandarizar una nueva técnica que permita concentraciones
elevadas de soluciones crioprotectoras. Esta nueva altemnativa es [a vitrificacién que evita la formacién de
cristales intra y extracelularmente y, ademis permite obtener una curva de congelacién baja, mayor
rapldez de congelacién, menor costo y mayor calidad de los productos que con ofras técnicas de
criopresefvacién, sugiriendose como una altemativa mas para ta técnica de fa transferencia de embriones.

Ademds, el presente trabajo aportara datos que sirvan a los profesionales dedicados a ka

biotecnologia acerca de las ventajas de esta técnica y su aplicacidn en la transferencia de embriones.



HIPOTESIS ‘ 7

El uso de diferentes técnicas de criopreservacion permitird una mayor eficiencia para fa
obtencién de animales con caracteristicas genéticas mds productivas v si esto se complementa con (a
reduccién en los costos de la técnica, esto supondrd un use cada vez mis extenso y su aplicacion en

las explotaciones pecuarias.

Si con el uso de la técnica de wvitrificacién de embriones de mamifero hay una menor variacién
en [ toxicidad, presién intracelular, tiempo de exposicidn y temperatura, esto evitara el estallamiento del
embrién por fa cristalizacién de los liquidos extracelular e intracelutar, aumentando el porcentaje de

viabllidad de los embriones al momento de implantarios.



OBJETIVOS 8

GENERAL.:

Estandarizar la técnica de vitrificacién en embriones de coneja y vaca.

PARTICULAR:

1.- Evaluarsilatécnimdevitrihcidnofrec;poroentajesadecmdosdeviabllidaddeIosembrionesde

coneja y vaca.



MATERIAL Y METODO 9

El presente trabajo se realizd en el Laboratorio del Departamento de Produccién Animai de la
FMVZ de la Universidad de Guadalajara, que cuenta con Ia infraestructura suficiente para estandarizar la
técnica de vitrificacion de embriones. Ei estudio se realizd en el periodo comprendido entre los meses de

octubre y noviembre de 1993.

El material biolégico (conejas) se obtuvo del Zooterio de la Facultad de Medicina Veterinaria.
Se utilizaron conejas de la raza Nueva Zelanda de 6 meses de edad, con monta controlada, las cuales

fueron cubiertas con machos de fertilidad probada.

Se realizaron 5 ensayos que comprendieron desde monta hasta vitrificade y evaluacién. El
nimeto de embriones dependié de la respuesta individual de las conejas.

Fueron superovuladas con 5 U.l. de Gonadotropina Serica de la Yegua Prefiada (PMSG) via
intrapefitoneal, seguida de una inyeccidn de Godanctropina Corionica Humana (HCG) § Ul via
intraperitoneal. El apareamiento se realizé doce horas después de ia aplicacién de {as hommonas.
Posteriormente se sacrificaron a los 3 dias post-coito, por medio de desnucamients. Con ayuda de
estuche de diseccién estéril, asl como de gasas, se procedid a retirar la matriz desde cuelio uterino hasta
ovarios. Con una cdnula y venaclisis se insertd en ambos oviductos inyectandose solucidn PBS+20%
FCS. El lavado fué en direccidn oviductos en su parte mds anterior a ovarios (fimbria), hasta cuello
uterino. Los embriones se recobraron en cafas de petri cuadriculada, y se mantuvieron en equilibrio a
temperatura ambiente en PBS+20% FCS. Esperando encontrar en esta etapa embriones de 16 células,

mortulas tempranas o compactas hasta blastocistos.

Se evaluaron los embriones morfolégicamente al microscopio antes de witrificarios tomando

£ Bil oL _wum_ _ s

{otografias 06 o6 MEBMOS. Lot CiTienios de eValuacion ios reailzn uhn idchico calificado. Las categorias de

embriones calidad 3 y sin fertiltzar fueron descartades para el proceso de vitrificado.
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Todo el material utilizado se sometid a lavado y esterilizado. Cajas de petri multthoradadas
(35 mm), cajas de petri cuadriculadas, unapettes, jeringas de insulina, jeringas de 5 y 10 m! sin embalo
de pldstice (propileno); filtros de .22 y .45 micras, agujas def numero 18 y 20, cilindros graduados de 10

mi.

Se mantuvieron sumergidas en agua con jabdn extran al 2% por 24 horas, posteriormente se
lavaron con agua cofriente y vueltas a sumergir en agua bidestilada. Una vez enjuagados se secan con
pistola de aire caliente, empaquetadas y selladas en bolsas de pldstico. Se esterilizaron a 50°C durante
1 hora en el pupinel. También se esterilizaron "gasas guantes y papel sanitario. Se dio mantenimiento a 2

microscopios estereoscdpicos.
7.1 CRITERIOS DE EVALUACION

Como metodoiogia practica para determinar la calidad del embrién, se (filizan pardmetros de
evaluacién morfoldgica que se sabe estdn cofrelacionados con fa viabilidad yfo supervivencia del embrién
(criterios retomados de bovinos).

Para Ia clasificacién de los embriones se utilizd un microscopio esterecscdpico de 40 aumentos.

Esta fase de{ protocolo fué realizada por una sola persona.



1

Basados en dos parametros morfolégicos principales:

1.- La etapa de desarrollo en la cual se encuentra el embrion.

EDAD DEL EMBRION (DHAS) ETAPA
34 4 a 8celulas.
45 Embrién 16 células.
6 Morula (compactada).
7 Blastocisto, temprano.
7-71/2 Blastocisto.
8 Blastocisto anidado

y expandido.

2.- Las caracteristicas fisicas del embrién.

Los embriones se evaluaron de acuerdo a sus caracteristicas fisicas, tales como la forma del
embridn, condicién de ka zona pelicida, tamafio del espacio perivitelino. La compactacién, extrusion y
gadodedegenaadOndebsbhstdnmos;desedns,mydmrMnddcﬂopbym. Los embriones

se clasificaron de acuerdo a su calidad como:
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A) Los embriones cafidad 1 pueden presentar ligeras imperfecciones, tales como zona
pdﬂddadbtombmdaoabmmbbaommsexwﬁos(M)pemmdebenmmMapamw

en la masa celular.

B) Los embriones calidad 2 son aquellos cuyos blastémeras han sufrido extrusion de tal
manera que el resultado es una disminucién importante del tamafio de la masa celular {(eslos casos, se
obsefva “embriones pequeflos” rodeados de blastdn'let?s de diferentes tamafios y grado degenerativo).
También se clasifican embriones nimero 2 a todos aquellos que presentan citoplasma obscuro y
granuhr,obien,decobrmasdarodek:mm\al.ooonMendadedegenefadéndeblastérneros

(membranas celulares rotas o vesiculas citoplasmaticas).

C) Los embriones calidad 3 presentan blastémeros extruidos y/o degeneracién al grado de que
stlo existe un pequefio porcentaje de células vivas (menos del 50%) apareciendo como una pequefia
mérula o blastocisto rodeado de numerosas células degeneradas de diferentes tamafios y formas. Otro
tipo de embriones nimero 3 son los que no presentan gran cantidad de blastémeros extruidos, pero a

cambio se observa una severa degeneracién de blastémeros en si. (3).




7.2 CODIGO PARA LA CLASIFICACION DE EMBRIONES.

CODIGO  ETAPA

UNF

8-16

MNC

BT

BL

X8

HB

Sin fertilizar

Embrién con 16

células o menos

Mérula no compactada

Mdrula compactada

Blastocisto temprano

Blastocisto

Blastocisto expandido

Blastocisto anidado

CODIGO

ZP

CALIDAD

Embrién No. 1

Embrién No. 2

Embrién No. 3

Embrién No. 4

Zona pel(cida

13
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7.3 PREPARACION SOLUCION SALINA BUFERADA CON FOSFATOS
DE DULBECCO (PBS).

En 1000 mi de Agua Esterilizada Inyectable se disolvio el sobre de medio conteniendo 1000
mg/L Glucosa, 36 mg/L Piruvato de Sodio mds 5 mg/L Rojo de Fenol; verificando que los grumos
formados se disuelvan completamente al ser agitada la solucién. Entonces se agregd un segundo sobre
conteniendo medio 0.1 g/L de Clorhidrato de Calcio para PBS, esta vez girando moderadamente fa
solucién no bruscamente, para asl evitar la formacién de espuma, pero cuidando que se mezcle

perfectamente.

Con 10 ml de solucién PBS se reconstituyd el Suero Fetal Bovino (FCS), que ademas contiene
Penicilina 10 000 U.1./ml, 10 000 mcg/mi de Estreptomicina y un Fungal 25 mog/ml. Estos 10 mi FCS se
mezcid con los 1000 mi de PBS disolviendolo como el anterior evitando formacidn de espuma.

74 PREPARACION DE SOLUCION VITRIFICADORA (VS).

Se utilizaron tubos de ensaye graduados para preparar ias soluciones vitrificadoras con las

siguienies concentraciones:
VS 1:PBS. ..o 7 mi. (PBS+20% FCS).
PROPANADIOL. ............. 2 mi.
GLICEROL............oe 1mi
VS-2:PBS.....coiiee Smi
PROPANADIOL................ 28mi
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Después de la preparacién de la solucién se fitrd (Millipore 0.45 micras), y se colocd en un

contenedor con agua méas hielo y manteniendolo a temperatura dentro de una extensién de 0 a 4°C.

Mientras tanto se prepararon los materiales de procedimiento para el congelado; pajilla de 0.25

mli, jeringa insulina, unopettes, cajas de petri multihoradadas.

Se hizo la transferencia de la solucién VS-1 y VS-2 a una caja de petri multihoradada (6

cavidades), y se colocaron en el paquete de hielo (0 a 4°C).

Se transfirieron los embriones de; PBS a la solucién VS-1 y se mantiene en efla por 10
minutos. Entonces son pasados los embriones a la solucién VS-2 y se mantienen en elfla por 60 a 90

segundos.

Se procedid al cargado de la pajilla con la solucién VS-2 de Ia sigulente manera: VS-2, aire, VS5-
2 + embrion; aire, VS-2. Se sella el extremo de ia pafilla con polivinil (PVC) y por el otro extremo se coloca

un tapén para pajillas (varilla de identificacién) anotandose en esta el tipo de embrién.

Inmediatamente después se colocaron las pajillas en gobelets fijos a los bastones dentro de la
canastilla del termo de nitrégeno liquido (NL) y se mantiene esta en el cuello o parte superior del termo
donde se encuentra el vapor de NL . Se repitié el proceso con todos los embriones a vtrificar. (8), (9),

(14).
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La otra parte de la metodologla consistié en hacer el descongelado de los embriones

A) Se prepard fa solucidn Sucrosa (VS-3), solucién que rehidrata al embrién. Para esto se
peso 3.42 gramos de sucrosa, colocandose en un cilindro graduado (tubo ensayo) de 10 mi. Se completan
con PBS + 20% FCS hasta 10 ml, posteriormente se filtra y permanece a temperatura ambiente.

B) E! deshielo de la pajila se hizo sumergiendola en agua a 20°C hasta que el hielo
desaparece (20 segundos). El extremo de {a paiilla sellada con PVC se corta y se vacia la solucién
vi!rifmdoraVS-2+embri6nenlamladepetﬂmuﬂihoradanhqueoontieneVSﬁ.AquisémntuvoporS

minutos y después se lava 3 veces en solucién PBS + 20% FCS.

C) Después de haber sido lavados los embriones con solucién PBS se evaluaron
individualmente desde ef punto de vista morfolégico (mismo evaluador), para observar y comparar sus
estructuras antes del vitrificado y después del descongelado, se volvié a tomar fotografias de los mismos.
(8},(9)-

Para validacién de fa técnica de estandarizacién hecha en conejas, fue necesario llevar a cabo

una prueba en mamiferos superiores como lo es ef bovino.
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El presente trabajo se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Transferencia de
embriones. Ubicado a 3 km carretera Lagos de Moreno - Union de San Antonio; propietarios Hermanos
Sanroman Ortiz quienes manejan Suizo Europeo. Los animales fueron vacunados previamente con triple y
anticarbonosa; posteriormente se realizaron pruebas de Brucela y Tuberculina tanto en donadora como
receptora. La vaca donadora fue de tercer parto, siendo este Ultimo el dia 26 de octubre, presentando su
primer calor el dia 19 de noviembre, y su segundo calor para el dfa 10 de diciembre de 1993. En su primer
calor se desparasito y vitamino. Iniciando a la vez una alimentacidn suplementaria de 3 kg/dla de forraje
(16% Proteina y 18% Energla), aumentandose al tercer dia a 6 kg por 9 dias mis. Las receptoras a
transferir se prepararon 15 dias antes, aumentandose Ia racién del forraje de buena calidad a 3 kg/dia.
Estas variaron de primero a segundo parto. tanto donadora como receptoras se les agregd a su racion 100
g/dia/animal de mezcia de minerales. Se dié inicio del programa de superovulacidn con FSH*'P el dia 20
de diciembre p.m., con dos aplicaciones diarias a.m. y p.m.; con intervalo de 12 horas entre aplicacién. Al
tercer dia de iniciado el programa, se le aplicé ademds de la hormona 7cc de Lutalyse® a.m. y 2cc por i3
tarde. El programa hormonal termind al cuario dia de iniciado, presentando calor 2 dias después por la
mafana, inseminandose a.m. y p.m.; y al siguiente dia a.m., apficandose 1, 2 y 1 désis respectivamente.
En la segunda inseminacién se aplicd 2 cc de GnRH. La hormona FSH*P viene en una presentacién de
50 mg, con diluente de 10 cc. Para lo cual se diluyé a razén de 4 cc de suero fisiologico por cada 1 ec de
FSH*P; (tilizandose 40 cc de suero mas 10 cc del diluente. Se emplearon un total de 40 mg de FSH*P, ta

ddsisyd(adewaplicadénsemuesﬂaenelwadmm.t
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CUADRONo.1 PROGRAMA DE SUPEROVULACION

No. JERINGA

L8]

DOSIS (ENcc )

&

H Or O

[ Y

Calor A 1 Ddsis
1A 2

LA 1

Lavado y Recoleccién

DIA
20 dic 1993 p.m.
21 dic am.
p.m.
22 dic am.
p.m.
23dic am'
pm.*
24 dic am.
p.m.
26 dic am.
p.Mm.@
27 dic  am.
2 ene p.m.

caabo o

* 7yZcc Luialysa.
@ 2cc GnRH.
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Las jeringas fueron numeradas del 1 al 9, anotando la ddsis en cc, la fecha del dia y hora de
su aplicacién, ademds de! numero de la donadora. Empaquetadas en una bolsa de plastico se
almacenaron en congelacién. Para su aplicacién se procedid a descongelarse a temperatura ambiente e

inyectarse en forma intramuscular.

El favado y recoleccidn de embriones se realizd a los siete dias después de presentar celo e
inseminar. La donadora es sujetada en una prensa de manejo, en ese momerto se palparon los ovarios

anotandose el nimero de Cuerpos Luteos (CL) encontrados en cada ovario.

Se procedié al bloqueo epidural con 5 cc de lidocaina previa asepsia del drea. La cola es
sujetada por un asistente, la sonda Foley del no. 18 es insertada en ef estilete (desinfectado con alcohal)
por ef técnico recolector. Separando los lablos vulvares es introducida (a3 sonda hasta ef cueflo poco antes
delawwcadénumha:ymnawdadewpﬂmasehyedamhsmchmfmboqueah
palpacién del técnico determiné la presidn de la bombilia o globo sobre el endometrio.

Se retira ef estilete y sa conecta el tubo de 2 vias con boisa receptora [3 cual contiene medio
PBS + 20% FCS que fue preparado sigulendo las descripciones anteriores. Una via es conectada a fa
sonda y la otra al fiitro recolector llenandolo una cuarta parte para recibir los embriones. Cerrando la via
que llega al filtro es depositado madio a los dos cuemo hasta que se logre (a separacién total de las
paredes del endometrio, a la vez que se le da un masaje suave a los cuernos. Se cierra esta via y se abre
la comunicacién al filtro. Asi altemando las vias de irigacién son lavados los cuemnos con 1 litro de medio

PBS.. 3).

Se retiran las dos vias de imigacidn, se extrae el agua que ocupa el globo de 3 sonda ratirandola de
matriz. El fitro es protegido de los rayos sofares y flevado al taboratorio para (a localizaclén embrionaria.
Este medic fué depositado en una caja de petri cuadriculada, dejando unos minutos en reposo para su
sedimertacidn.
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Todo el material y preparacién de soluciones VS-1, VS-2, VS-3; el método de vitrificado y
descongelado fué realizado de acuerdo a la técnica ya descrita para estandarizacion de embriones de
coneja.

Todas las respuestas en refacién a la produccién de embriones se vaclaron en formatos

previamente establecidos ( se anexan ).

TRANSFERENCIA

Se checaron calores por |3 mafiana y tarde por espacio de una hora, y conforme las receptoras
presentaron celo se dejaron pasar siete dl;s, que de acuerdo a fa edad del embrién fueron transferidas

por ia mafiana (a.m.) o por a tarde (p.m.).

Llegado e séptimo dia se palpo a fa receptora anotandose y marcando e lado derecho 0
izquierdo dependiendo donde se encuentre ef CL en el ovario. Posteriormente se procedié a descongelar
el embridn a transferir, evaluandose morfolégicamente. Se cargo la pafilla de 0.25 mi (previamente

recoftadas 2 cm) con el embrién (VS-2, aire, VS-2 + embridn; aire, VS-2).

En seguida se colocd la pajilla en la pistola de transferencia cubriéndose con una funda de
inseminacién, asegurandola en su parle distal. A esta se le protege con una camisa sanitaria y se

resquarda de la luz.

La receptora se inmowilizd y recibid anestesia epidural, impiando con papel sanitario la regidn
vulvar. Sosteniendo los labios vulvares, ss penstrada (a pistola hasta alcanzar ef primer aniio del cervix; se
retrae entonces [a camisa y se sigue avanzando la pistola a través del cervix, dirigiéndola hacla el cuemo

uterino ipsilateral af CL. Alcanzando el tercio distal del cuerno se deposita ef embrién.
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Las receptoras transferidas que no repitieron calor fueron palpadas a los 2 meses de
transferidas.

Los parametros que se evaluaron fueron:

a) Caildad antes de vitrificarlo y post-descongetamiento
(conejas).

b) Porcentaje de gestacién (vacas).
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FORMATO No.2
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FORMATO 3

RECRTE OF RANSERBICA Y PALPACON DF GESACON

GESTACION

POSt (+) NEG (-)

FECHA
DE
LAVADO

DONADORES

No.
LAVADO
INDIVID

TORO

No.
EMBRIONES
VIABI FS

PORCENT
DE
FERTILD

OBSERVACIONES :

LAVADO

TRANSFERENCIA

PALPACION
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El efecto de la vitrificacién sobre [a viabllidad post-descongelamiento de embriones de conej
se presentan en el cuadro no.2 . El grado de degeneracién observada por efecto de Ia vitrificacién sobre h
calidad de los embriones mostro que; embriones de 8-16 EJ sufrieron degeneracidn (extrusién) en por b
menos uno de sus blastomeros. Las MNCdelasconejas3,4y5nMeronthhos,apreciandose\;eslam
pequefias que afectan una decima parte de la masa celular. Las MC no sufrieron dafo en su ZP, ni
perdieron su compactacion; excepto por los 2 embriones cafidad A-1 de 1a coneja no. 2, a los cuales se les
observo una vesicula pequefia . Ademas dos embriones calidad A-2 de fa coneja ne. 4 presentaban una
masa celular transparente. Los BT no sufrieron cambios aparentes. Los BL de las conejas 3, 4y 5, su ZP
nunca fue esférica después del descogelado.

Los resultados del numero de embriones recuperados viables para vitrificar, calidad antes de
vitrificarlos y post-descongelado se muestran en el cuadro no. 3. De los 5 ensayos realizados, b primera
coneja se recuperaron 8 embriones (7 viables y 1 UNF), en la segunda fueron 8, todos viables; en la
tercera 10 (B viables y 2 UNF), la cuarta 9 embriones todos viables, y la quinta coneja I3 (12 viables y 1
UNF).

Se observo morfoldgicamente que en los embricnes de 8-16 EJ calidad A-1 antes de vitrificar
(AV) son embriones jovenes (4 1/2 dias), presentando sus blastomeros blen definidos, su ZP redonda;
post-descongetamiento se observan extrusiones de 1 © mas blastomeros, su ZP no pierde su redondes,
clasificandose calidad B-1.

Las MNC calldad A-1 (5 1/2 dias), AV; muestran ZP redonda, masa celutar amplia y definida
sin lregularidades en sus bordes. PD su masa celular en un extremo de su periferia se detecto una

iregutaridad por la presencia de una vesicula, ocupando 1/4 parie, quedando como calidad B-1. Las de
calldad B-2 la degeneraolén redujo la masa oelfular a un 50%.
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Las MC calidad A-1 (6 dias), AV.; se observa ZP redonda, gran masa celular de apariencia
oscura (foto no. 1); PD, presencia de vesicula en 1a periferia de fa masa celular, su ZP no tubo cambics,
calificandose como calidad A-2. La de calidad B-1 ademds de la presencia de vesicula, su masa celular es

transparente. (foto no.2).

En cuanto a los BT calidad A-1 (6-1/2 a 7 dlas), AV.; su ZP son redondas, compactacion celfular
y presencia del espacio trofoblastico(foto n0.3), PD; no se observaron cambios aparentes quedande como
calidad A-1. El A-2 AV; aparece con una pequefia vesicuta en e extremo posterior af espacio trofoblastico,
el resto de la masa celular es compactada, PD; no se observaron cambios aparentes, quedando como

calidad A-2. (foto no.4).

Los BL calidad A-1 (7 a 7 1/2 dias), AV.; ZP redonda, su espacio trofoblastico ocupando ef 50
a 60% de la masa celular, PD; la ZP no es egférica, como calidad A-2.

Los resultados de fa validacidn de la técnica de vitrificacion y transferencia de embriones en
vacas se presenta en el cuadro no. 4. El total de embriones recolectados fueron 16; 2 BT calidad A-1 (folo
no. 5), 2 BL cafidad A-1, 3 MC calidad A-1 (foto no. 6); estas fueron utilizadas para la prueba. De los 9
embriones restantes, 6 estaban degenerados calidad A-3 y 3 UFN, no se tomaron en cuenta para la
prueba.

Sigulendo el mismo criterio de evaluacién morfoldgica PD, las MC cafidad A-1 no perdio su
compactacién, la ZP no era completamente esférica (foto no. 7). Los embriones BT no sufrieron dafie al
descongelarse, excepto por su ZP no guardé su redondes . Los embriones BL mostraban ZP ovalada y
trashicida su masa celular. El grado de degeneracién del embrién cbservada por efecto de fa vitrificacién

se presenta en ef cuadro no. 5.

Las receploras transferidas nimeros 48, 36, 14, 48 (segunda transferencia) y 24 repitieron
calor. Dos fueron las receptoras diagnosticadas gestantas; ka raceptora niimera 12 y 09, transfaridas con
MC calidad A-2 y BT calidad A-2 respectivamente. Por lo tanto el porcentaje de gestacion fué del 28.57% .
Los reportes dei lavado, transferencias y palpacidn de gestaciones se presentan en los formatos nameros

1.2v3.
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CUADRQO No. 2 EFECTO DE VITRIFICACION SOBRE LA VIABILIDAD
POST-DESCONGELAMIENTO ( PD ) DE EMBRIONES DE CONEJA

EMBION CON 16 CELULAS
O MENOS (816 EJ ) DG-

MORULA NO COMPACTADA
(MC)

MURLA COMPACATADA
(MC) NDG

BLASTOCITO TEMPRANO
(BT)

BLASTOCITO (B)

NDG

NDG

NDG

DG
06 06
(A2) DG
(81)DG NDG

(A2) DG
(A2) NDG

* DG = DEGENERACION ; NDG = NO SE OBSERVO DEGENERACION.

ENTRE PARENTESIS LA CALIDAD DEL EMBRION.

NOTA : ELL GRADQ DE DEGENERACION SE CITA EN EL CUADRO No.3



28

CUADRO No. 3 GRADO DE DEGENERACION DEL EMBRION OBSERVADA
POR EFECTO DE LA VITRIFICACION

RAV PO RAV PD R AV PD R AV PD R AV PD
ERBION CON 16 CELULAS
O MENOS (818 EJ ) 3 A1 Bt 2 A1 Bt
MORULA NO COMPACTADA .
(NNC ) 3 AZ A2 2 B1 B2 1 A2 Bt a2 B2
MURLA COMPACATADA
(MC) 3 At A2 AZ A2 4 AT A1 4 Al A2 A2 A2
1 A2 A2 2 A1 A2 2 A2 Bt
BLASTOCITO TEMPRANO
(BT) 1 At At 1 Az A2 1A A
IA2 A2
BLASTOCITO (BL) 1 A1 A2 A1 A2
1A2 A2
R= RECUPERADOS
AV= ANTES DE VITRIRCADOS
PD= POST-DESCONGELADOS

* CRITERIO DE ACUERDO A (MARTIN W, 19980 ).
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CUADRO No. 4 VITRIFICACION Y TRANSFERENCIA EMBRIONES BOVINOS

No. RECEPTORA CALIDAD DE EMBRION ~
TRANSFERIDO
MC BT

43 A-2

12 A2

38 A2

09 A2

1“ A2

48 A2
24 A2

DIAGNOSTICO
DE GESTACION

NEGATIVO
POSITIVO

NEGATIVO
POSMIVO

NEGATIVO
NEGATIVO
NEGATIVO

~ CRITERIO DE ACUERDO A { MARTIN W. 1980 ).



30

CUADRO No. 5 GRADO DE DEGENERACION DEL EMBRION OBSERVADA
POR EFECTO DE LA VITRIFICACION *

(VACA)

R AV PD
EMGION CON 16 CELULAS
ONENOS(816EJ)
MORULA NO CONMPACTADA
( MNC )
MORULA CONPACATADA 3 A1 A2
(MC)
BLASTOCITO TEMPRANO 2 A1 A2
(BT)
BLASTOCITO(BL) 2 A1 A2
R= RECUPERADOS
AV= ANTES DE VITRIRCADOS
PD= POST-DESCONGELADOS

* CRITEMIO O ACUENRDCO A ( MARTIN Y. 1890 ).
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FORMATO Nol REPORTE DE LAVADO DE EMBRIONES

REPORIE DE LAVADO DE EMBRICGNES FECHA DE INIC. PROGRAM, _ 2/12/%8

m DONADORAS MGRS. NG. SERVE.

A0 %ﬁ H o wo oo [rammo | RAZA | TORO T
SUzo

30 pjoipa 0 1384 | 1| 32| AQ | EUROP| ARON | 4

W vip | WEEDOHAEYD | oconemmpos | 10K
WOOEC LUTEO A | G [ MRS Mo | s MORWAS | Y
B | E CoNGll
QR L NLwn wie| R |RiE | BjN) R B R
16 9 ? 719 la 1 )2 ?

m, REDUCR LOS MG. DE F8H POR LA RAZON DE QUE B. OVARKD DERECHO
SUPER-OVILO DEMASIADO A TAL 6RADO QUE NO SE LOGRARON CONTAR LOS CUERRPOS LUTECS

REALIZARON B PROGRAMA SUPERVISARON

JAIME SANROMAN Q.. J. JESUS PONCE R
ANTONIO CANDHAS 2

RALL MARTIN M.
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FORMATO .

FECRTE O TRANGRRENCA Y PALPACKN OF GETACKN

Row | MW | CADADEMB | FOJR | GESTACION
AR | BUR Myopua [ aasr| MM os (1)~ ()
FECHA |omipa| 48 (7/01/94 | 2101/ )
LAVADO A-2
384 | 12 M MC 1 -
WNR s Mc oy
No.
LARDO 8|3 01015 501/ ;'f-‘i
TORO AN | 09 (TI0IM %2 00| .
.
BAROE | 7 | 14 1AL | 20/ k‘g
PORCENT o
Eﬂw 461 20154 | 20254 A2
’ BL
20154 | WAz By
OBSERVACIONES :

AL DESCONGELARSE S REQUIRIO DE MAS TEMPO EN VS-Y 10 MINUTOS

SE MANTUVO PARA SU COMPLETA HIDRATACION. LA ZONA PELUCIDA NUNCA RUE CONPLETAMENTE

ESFERICA EN NINGUN EMBRION UNA VEZ DESCONGHADO

LAVADO

TRANSFERENCIA

PALPACION




FOTO No 1. MC CALIDAD A-1 ( AV )

FOTO No 2. MC CALIDAD B-1 ( AV )
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FOTO No 3 BT CALIDAD A-1 ( AV )

FOTO No 4 BT CALIDAD A-2 ( PD )



AV )

FOTO No 6 MC CALIDAD A-]

AV )



FOTO

7 MC CALDAD A-1 ( PD )

37
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E! niimero total de embriones recuperados (conejas y vaca) para cada categoria, muestra una
inclinacién hacia MC con 16 calidad A-1 y 9 calidad A-2; sequida de BT con 4 calidad A-t y 4 A-2, los BL
sumaron 6 calidad A-1 y 1 A-2, mientras que fas MNC son 5 calidad A-2 y 1 B-1. Finalmente para 8-16

EJ, fueron 5 cafidad A-1.

El efecto de a vitrificacién sobre la viabilidad post-descongelamienta en embriones de conefa,
demuestra que los embriones con masa celular amplia y uniforme (MC y BT); son mds recomendables
para wiirificarios con soluciones VS-1 y VS-2, y de resuitados de viabilidad no muy altos para BL y 8-16

EJ. Resuliados que no son equiparables con los mencionados por (6), (7).

-

Ademds, el grado de degeneracidn del embrién por efecto de la vitrificacién; demuestran que
ias soluciones vitrificadoras no son efectivas para BL. Reportes de N. Saito lo confirman (11), y que la
adicién de azucares, especificamente sucrosa y dextrosa a las soluciones aumentan fa viabilidad en

cuaiquier etapa del BL.

De la misma forma se demuestran las gestaciones a partir de MC y BT vitrificados con las
soluciones mencionadas anteriormente; pero no se obtuvieron gestaciones de BL transfefidos, resultados
similares mencionan otros autores. (11).

Cuando se compara ef grado de degeneracién y porcentaje de gestacién obtenido (28.57%) de bs
embriones vitrificados y transferidos; con los resultados que se obtienen (58-60% gestaciones) en

transferencias que utilzan embriones manejados con diluciones conleniendo ademas de soiucién
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vitrificadora; un aziicar (sucrosa) utilizada en ef congelamiento. Para el descongefamiento es en 3 pasos,
diluciones que contienen glicerol mas sucrosa en diferentes porcentajes. Se validan los resuftados
reportados por (11), y por técnicos de campo quiénes emplean dichas diluciones. Cabe sefialar que
dichos técnicos no realizan ef vitrificado como en esta técnica en prueba, sino que; utlizan congelador
programable y/o congelador manual y realizando el sembrado. Razén por [a cual la curva de congelacion
en la técnica de vitrificado pudo afectar fa viabilidad de los embriones por la probable formacién de

cristafes intracelutarmente. (12).

Otra variable observada en los embriones de vaca, es que al ser descongefados en VS-3 por 5
minutos; no recuperaron la forma estérica de su ZP, ni el volumen de la masa celular. Razén por ta cual
requirieron de mas tlempo (5 minutos mds) para su hidratacién. Solo fa masa celular recupero su volumen,

no asi la Zp que permanecio igual.

La receptora niimero 48 de primer parto, transferida (primera transferencia) con embrion BL
calidad A-1, se observd en fa unién de la funda con 1a pajilla una pequeiia gola de sangre después de
haber depositado el embrién. Factor que influyo mds que (a calidad del embrién, para que no sigulera su

desarrolio y repitiera calor.
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1.- Bajo las condiciones en las que se realizd el presente trabajo, se demostré que la técnica de
vitrificacién es una herramienta viable como apoyo a la criopreservacién de embriones; tanto en conejas

Ccomo én vacas.

2.- Latécnica de witrificacién de embriones mostrd porcentajes aceptables de no degeneracién {coneja), y
aunque aparentemente no fue muy alto el porcentaje de gestacidn en vacas (28.57%), estos resultades
son alentadores para continuar fa prictica de esta técnica; fa cual ofrece vertajas sobre fas utilizadas

convencionalmente.
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