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Criopreservacion de embriones bovinos producidos
in vitro
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La produccion in vitro de embriones proporciona un recurso de gran ayuda para
el estudio del desarrollo temprano de los mamiferos y es una herramienta inestimable
para el desarrollo de otras disciplinas como la transgenesis y transferencia nuclear
(Lonergan & Fair, 2008). Tras superarse las dificultades iniciales en el desarrollo de la
técnica, hoy en dia, muchos laboratorios producen embriones in vitro (Meirelles ez al.,
2004), aunque éstos presentan una calidad mds baja que los obtenidos in vivo.

La calidad intrinseca de los ovocitos de partida es el factor clave que determina
la proporcién de blastocistos obtenidos. Por su parte, el periodo de post-fecundacién
es determinante en la calidad de los embriones producidos, evaluada en aspectos
como el niimero de células y su diferenciacién, la expresion génica, la supervivencia a
la criopreservacién o la capacidad para dar lugar a gestaciones (LLonergan et al., 2006).

En las tltimas décadas, la criopreservacién de embriones ha sido una herra-
mienta Util para interrumpir y controlar el ciclo reproductivo de especies de interés
zootécnico. La criopreservacién de embriones supone una ralentizacién de su meta-
bolismo (manteniendo su viabilidad y funcionalidad) hasta un punto préximo a su
detencién, momento del que puede ser recuperado con posterioridad (Fabri et al,
2000). Sin embargo, debido a los sistemas de produccidn, los embriones producidos in
vitro (EPIV) presentan una acusada sensibilidad a los protocolos de criopreservacion,
hecho que dificulta la difusién de esta tecnologia en las explotaciones de aquellos pai-
ses en que la disponibilidad de receptoras es un factor limitante.

El presente Capitulo pretende ofrecer una idea de cuéles son los factores que li-
mitan la supervivencia de los EPIV a la criopreservacion, y cudles son las més recien-
tes lineas de trabajo en el campo de la criobiologia embrionaria bovina.

CARACTERISTICAS DE LOS EPIV

El desarrollo in vitro de embriones ha supuesto una fuente constante de dificul-
tad, particularmente en el caso de los embriones producidos por maduracién, fecun-
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dacién y posterior cultivo in vitro (MIV/FIV/CIV). Es dificil determinar si el bajo ren-
dimiento de la técnica (30-40% de blastocistos, con relacién al nimero de ovocitos
puestos en maduracién) es debido directamente a unas condiciones de cultivo sub-6p-
timas o si es el resultado de una reduccién de la competencia para el desarrollo de los
ovocitos madurados y fecundados in vitro, ya que parece ser que existen factores mole-
culares, celulares y/o genéticos, intrinsecos al ovocito y/o al embrién, determinantes
del potencial de desarrollo (Lonergan et al., 2006). De esta forma, en muchas ocasio-
nes se combinan una reduccién en la competencia para el desarrollo y/o condiciones
sub-6ptimas de cultivo para producir un retraso en los embriones, anomalias en el de-
sarrollo y una reduccién de la viabilidad.

El cultivo in vitro constituye la ltima y mas larga etapa en el proceso de produc-
cidén de embriones. Los embriones son mantenidos entre 7 y 8 dias en el caso del bovi-
no, en un medio que debe proporcionarles las mejores condiciones para su crecimien-
to, favoreciendo la division celular y el normal desarrollo hasta la formacién del blas-
tocele, en la fase de blastocistos (Corréa et al., 2008). La utilizacién de unos medios de
cultivo u otros tiene un efecto significativo sobre la calidad del embrién. Estas condi-
ciones de cultivo se traducen la produccién de embriones sustancialmente diferentes
a los que obtenemos tras la superovulacién y lavado de hembras donantes.

Elestudio durante las tiltimas dos décadas de la concentracién idénea de iones y
cationes y sustratos metabdlicos necesarios para el desarrollo de embriones pre-im-
plantacién ha dado lugar a la formulacién de medios de cultivo que incorporan suple-
mentos y/o factores que mejoran el desarrollo embrionario (Wang et al., 2005;
Gilchrist y Thompson, 2007). No obstante, la capacidad de los embriones para desa-
rrollarse en un medio concreto no es necesariamente un indicativo de una preferencia
por un ambiente determinado, sino que puede ser también reflejo de su capacidad
adaptativa ante unas condiciones artificiales sub-6ptimas.

El bloqueo del desarrollo embrionario durante el cultivo in vitro ha sido descrito
en varias especies. En bovinos se manifiesta en el cuarto ciclo celular, en el quinto
para el conejo, tercero en humanos y segundo en el ratén (Warzych et al., 2007). Este
bloqueo coincide con el inicio de la activacién del genoma embrionario y la transcrip-
cién de nuevo RNAm (Sagirkaya et al., 2007). La razén de esta alteracion del desarro-
llo puede ser debida al agotamiento/ausencia de factores de transcripcién o dafios cau-
sados por el ambiente (Meirelles et al., 2004). Por otro lado, se sugiere que la sintesis
proteica y la acumulacién de transcritos de RNAm durante el desarrollo del ovocito
son determinantes para la activacion y posterior desarrollo embrionario (Figura 1)
(Lonergan et al., 2003).

Los EPIV tienen una velocidad de desarrollo diferente y poseen un citoplasma
més oscuro y una densidad menor como consecuencia del alto contenido de lipidos,
aspecto muy relacionado con el medio de cultivo (Lim et al., 2007). Otra de las caracte-
risticas es que estos embriones también muestran diferencias en el metabolismo con
relacion a los embriones producidos in vivo, asi como en los patrones de expresion gé-
nica, criterio utilizado para predecir el potencial de desarrollo de embriones produci-
dos in vivo e in vitro (Sirard et al., 2006). Varios estudios han demostrado que la abun-
dancia relativa de varios transcritos de RNAm y la resistencia a la criopreservacion se
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Figura 1. Representacién esquematica de la cantidad de RNAm correspondiente a ovoci-
tos de baja (linea de arriba) y moderada (linea abajo) calidad, mostrando el decaimiento
de la cantidad de RNAm a medida que el embrién avanza hasta el estadio de blastocisto.
La cruz al final de la linea de arriba representa el bloqueo de desarrollo embrionario (to-
mado de Mairelles et al., 2004).

ven afectadas por el medio de cultivo empleado, y mis concretamente por el tipo de
suplemento proteico (Lonergan et al., 2003; Dhali et al., 2009).

El desarrollo de técnicas de tincién diferencial ha permitido asimismo determi-
nar la calidad de los blastocistos en funcién del niimero de células y de su distribucion
en la Masa Celular Interna (MCI) y el trofoectodermo (TE) (Lim et al., 2007). Aunque
el nimero de células totales de los EPIV es comparable al de los obtenidos iz vivo, su
distribucién y patrén de diferenciacion presenta diferencias, con un niimero de célu-
las en la MCl significativamente mas bajo en el caso de los EPIV (Iwasaki et al., 1990).

Por tltimo, los EPIV presentan una alta incidencia de alteraciones cromosémi-
cas y apoptosis (Lonergan, 2006; Wang et al., 2008), asi como una mayor sensibilidad
de la zona peliicida a la accién de la pronasa. Todas las caracteristicas citadas hasta el
momento tienen importantes repercusiones en la viabilidad de los EPIV. Las mds im-
portantes son la mayor sensibilidad a los efectos de las bajas temperaturas y los meno-
res indices de gestacion tras la transferencia a receptoras. Ambos aspectos son de im-
portancia capital para rentabilizar el coste que supone la aplicacién de estas tecnolo-
gias en las explotaciones pecuarias.

CONSECUENCIAS PARA LA CRIOPRESERVACION

Como ya hemos comentado, los embriones bovinos producidos in vitro son me-
nos crio-tolerantes que los producidos in vivo, especialmente en estadios anteriores al
de blastocisto (Seidel, 2006; Abdalla et al., 2010). La supervivencia del embrién bovi-
no a los protocolos de criopreservacién depende de varios factores como son la técnica
empleada, la duracién de exposicién del crioprotector y su concentracién, asi como la
forma de eliminarlo tras la descongelacion (Fabri et al., 2000; Shirazi et al., 2009).
Otros factores relacionados son las condiciones de cultivo (Saragusty & Arav, 2011),
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la calidad, el estadio y edad del embrién (Abdalla et al., 2010), ademds de la composi-
cién y estructuras celulares (Saragusty & Arav, 2011).

El procedimiento de la criopreservacién comprende una exposicion inicial del
embridn a los agentes crioprotectores, congelacién, almacenamiento, descongelacion
y finalmente la dilucién y retirada de los agentes crioprotectores, volviendo a un am-
biente fisiolégico que le permita continuar su desarrollo. Durante el proceso de con-
gelacidn, las células embrionarias experimentan modificaciones en su volumen, debi-
do a las diferentes presiones osmoticas existentes entre las soluciones intracelulares y
extracelulares. Estos cambios afectan a varios parametros de importancia para la su-
pervivencia del embrién, incluyendo la integridad de la membrana plasmaética (Arav
et al.,1996; Horvath & Siedel, 2006; Elnahas et al., 2010) y la de sus organulos celulares
(Agca, 2000). La exposicién de la membrana plasmatica a las bajas temperaturas du-
rante la congelacion determina una alteracion de la fase de transicion, de forma que su
estructura y funcion se ven alteradas (Zeron et al., 2002; Hou et al., 2005; Gadneret al.,
2007). La primera consecuencia negativa para la membrana es una modificacién en su
permeabilidad, lo que determina cambios en el flujo del agua y de los crioprotectores a
través de la misma.

Los métodos de criopreservacion se clasifican de acuerdo a la velocidad de en-
friamiento-descongelacién, el tipo y la concentracién de crioprotector y la respuesta
del embrién en métodos de equilibrio y no equilibrio (Rall, 1992). El objetivo princi-
pal del método de equilibrio (congelacién cldsica) es el de controlar la velocidad de
enfriamiento del tal forma que a medida que desciende la temperatura se produzca la
penetracion del crioprotector al interior de la células embrionarias, alcanzindose un
equilibrio osmético; la tasa de enfriamiento suele oscilar entre 0,2 y 0,5°C/minuto
(dependiendo de las especies) y requiere el uso de un congelador programable (Shaw
et al., 2000).

Los métodos de no equilibrio (vitrificacién) son procedimientos por los que tras
un enfriamiento ultrarripido, se produce un incremento en la viscosidad del medio
que contiene el embrion (o la célula), formandose un estado sélido pero sin cristaliza-
cion (estado vitreo). La prevencion del fenémeno de cristalizacién se consigue utili-
zando elevadas concentraciones de crioprotectores y altas velocidades de enfriamien-
to y calentamiento (Vajta, 1997). La aceleracién de la velocidad de los cambios de
temperatura ofrece dos ventajas: permite disminuir el tiempo de contacto entre el em-
brién y los agentes crioprotectores (con el consiguiente beneficio derivado de la dis-
minucién de los efectos téxicos y osméticos) y reduce también el riesgo de que se pro-
duzcan lesiones por la exposicion a bajas temperaturas debido al rdpido paso por la
zona de “temperatura critica” (Isachenko et al., 1998). Se evitan asi los efectos deleté-
reos producidos por la formacién de cristales de hielo intracelulares.

Las células sufren una deshidratacién osmoética previa al enfriamiento, por pa-
ses previos en una solucion altamente concentrada de crioprotectores. Las soluciones
de vitrificacion pueden contener dimetilsulfoxido (DMSOQ), polietilenglicol (PEG),
etilenglicol (EQG), glicerol, solos o en combinacién, y en concentraciones muy eleva-
das. La adicion de disacdridos a los medios de criopreservacion favorece la estabilidad
de la membrana plasmitica durante el proceso de vitrificacién y desvitrificacién (Lie-
bermann & Tucker, 2002).
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Rall & Fahy (1985) fueron los primeros en describir el protocolo de vitrificacion
para embriones mamiferos. Hasta la fecha, la vitrificacion ha sido el método de elec-
cién en el caso de los embriones producidos in vitre, puesto que es un método con bue-
nos resultados de supervivencia, simple, y que, ademads, no requiere equipamiento de
congelacién controlada (Vaijta, 1997; Vajta et al., 2005). Los resultados de superviven-
cia in vitro de los EPIV tras vitrificacién/desvitrificacién presentan una elevada hete-
rogeneidad. Aunque varios autores presentan datos que oscilan entre el 70% y el 80%
(Gbémezet al., 2008; Shirazi et al., 2009; Siqueira et al., 2010), otros grupos citan resul-
tados menos optimistas, al reportar un 35% de supervivencia valoradas a las 72 h de
desvitrificacién (Yuet al., 2010). En fechas recientes varios autores proponen la utili-
zacién de los sistemas de congelacién cldsica (Yu et al., 2010; Pryor et al., 2011).

Los resultados referidos a porcentajes de gestacion tras la transferencia de estos
embriones criopreservados a hembras receptoras son igualmente dispares, y frecuen-
temente realizados sobre un niimero de receptoras relativamente bajo (Cuadro 1).

Cuadro 1
Indices de gestacion y nacimientos, tras la transferencia de embriones bovinos
producidos in vitro criopreservados

Criopreser- Soporte/crioprotectores Embriones Gestacién  Nacidos Referencia
vacién transferidos B (%) -
Pajuelas 250 £L/Glicerol 10 42% NI Hasler et al.
(1995)
Pajuelas 250 uI./1,4 M 17 41% 7(77) Agcaetal.
c acié Glicerol (1998)
o acon Pajuelas 250 uL. 418 44,7% NI Dochieal.
(1998)
Pajuelas 250 pL/Glicerol 22 4,8% NI Ambrose et al.
- - - (1999)
Pajuelas 250u 1. 20 35% 6(30) Vajta (1997)
(25% EG +25%DMS0)
' Pajuelas 250 p1. 16 63% 8 (67) Agcaetal.
o . (20% Glicerol + “0% EG) (1998)
Vitrificacién
ors 20 6,5% Al-Katanani et
al. (2002)
OPS 7 27,7% NI Block et al.
(16,5% EG + 16,5% DMSO) (2010)

OPS: Open Pulled Straw (Pajuela abierta y estirada); EG: Etilenglicol; DMSO: Dimetilsulfoxido. NI: No
indican.

Los indices de gestacién oscilan entre el 27% (Block et al., 2010) hasta el 40%
(Agca et al., 1998); en cualquier caso, los resultados fueron inferiores a los obtenidos
tras la transferencia de EPIV frescos (Moore et al., 2007).

Las estrategias actuales se orientan a:

1. Laoptimizacién de los protocolos de vitrificacién mediante el disefio de nuevos
soportes que permitan la modificacién de la relacién superficie de la célula/volu-
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men de la solucién de vitrificacién, y con el fin de lograr un incremento de las ve-
locidades de enfriamiento y calentamiento (gradiente térmico),

2. Lamejora de la calidad embrionaria mediante la utilizacién de aditivos durante
el cultivo de los embriones, o en las soluciones de vitrificacién.

Asi, los primeros protocolos de vitrificacién en pajuela cldsica, han sido susti-
tuidos por otro tipo de soportes que permiten un més rapido intercambio térmico,
mejordndose las tasas de supervivencia post-desvitrificacion. Surgen de esta forma
métodos como el Open Pulled Straw (OPS) (Vajta et al., 1998), superficie s6lida (SSV,
Akkoc et al., 2010), cryotip (Conaghan & Fischer, 2010), dispositivo de vitrificacién
por microfiltracién de membrana (MFMV, Matsunari et al., 2010), cryotop (Kuwaya-
ma et al., 2000), tamafio minimo de la gota (MDS, Arav & Zeron, 1996) y fiberplugs
(Wang et al., 2009).

La mejora de la calidad de los embriones a criopreservar pasa por el estableci-
miento de condiciones de cultivo que den lugar a embriones con caracteristicas lo mas
similares posibles a las de sus homoélogos obtenidos in vivo. Por ejemplo, la elimina-
ci6n del suero fetal bovino (FCS) y su sustitucion por albtimina sérica (BSA) incre-
menta la supervivencia embrionaria a la vitrificacién (Gémez et al., 2008). Otros pro-
cedimientos, como la retirada de los lipidos citoplasmaticos (Diez et al., 2001), el uso
de citocalasina B (CB) (Dobrinsky et al., 2000), y mas recientemente la aplicacion del
método de eclosion asistida por laser (lasser assisted hatching, LAH) en combinacion
con la CB y delipidacién (Pryoret al., 2011) han demostrado mejorar la supervivencia
de los EPIV a la criopreservacion.

Con el avance de la biotecnologia, se desarrollan nuevos métodos para el estudio
y entendimiento de los problemas derivados de la criopreservacién El desarrollo de
estrategias para reducir el estrés asociado con la criopreservacion es fundamental para
comprender mejor las causas de bajos indices de supervivencia tras la descongelacién.
La aplicacion de una Presién Hidrostética Subletal (HHP: High Hydrostatic Pressu-
re) ha surgido durante los dltimos cinco afios como una alternativa para intentar pa-
liar la sensibilidad de ovocitos, espermatozoides y embriones a la criopreservacion. El
efecto de la exposicion de la célula a la presion le generaria un estrés responsable de
una serie de cambios que inducirian a la adaptacién e incremento de la supervivencia
a la criopreservacion (Pribenszky et al., 2011). Este mecanismo adaptativo podria ser
debido a la produccién de proteinas chaperonas de la familia de las Heat Shock Pro-
teins (Pribenszky et al., 2005; Du et al., 2008).

El nivel de presion aplicada y su duracién dependen de la especie y del tipo de
gameto, o del estadio de desarrollo del embrién. Por ejemplo, los ovocitos porcinos
madurados in vitro pueden soportar la presidon de s6lo 20 MPa (Veinteava Millonési-
ma de un Pascal), mientras que los blastocistos de ratén pueden sobrevivir a una pre-
sion de hasta 90 MPa durante 30 min (Pribenszky et al., 2005, Du et al., 2008). Los in-
dices de supervivencia post-criopreservacién mejoraron en ovocitos porcinos y bovi-
nos (Du et al., 2008, Pribenszky et al., 2008), en blastocistos de ratén y espermatozoi-
des de cerdo tras el tratamiento de presion (Pribenszky et al., 2005). El tratamiento de
embriones bovinos producidos in zitro a 80 MPa durante 45 minutos, mejor6 su super-
vivencia tras congelacién/descongelacion (Pribenszky et al., 2005). Resultados simila-
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res fueron obtenidos en embriones bovinos tras vitrificacién, y tras un tratamiento de
60 MPa durante 1 hora. El tratamiento de presion también increment6 la calidad de
embriones ovinos, al disminuir el nimero de niicleos picnéticos en los embriones vi-
trificados (Bogliolo et al., 2010).

El tratamiento HHP puede inducir cambios en la transcripcién de genes de va-
rias familias en diversas especies. Existen datos que indican que determinados genes
relacionados con rutas y eventos metabdlicos particulares como el estrés oxidativo
(SOD: superoxido dismutasa y GPX4: catalasa-glutation peroxidasa,), el estrés cal6ri-
co (HSPA1A) o el metabolismo de lipidos (SC4MOL) son inducibles por la elevada
presion hidrostdtica y también pueden promover proteccién al embrién frente a la
criopreservacion (Siqueira et al., 2010; Kuzmany et al., 2011). Estos autores detecta-
ron un incremento significativo (p<0,05) de la tasa de re-expansion y eclosién post-
desvitrificacién en EPIV sometidos a un tratamiento HHP (60MPa, 1h), con una 6
dos horas de equilibrio antes de la vitrificacién. El periodo de equilibrio tras el trata-
miento es crucial y parece beneficiar al embrién tras el tratamiento con HHP, al in-
crementar su tolerancia a nuevos episodios estresantes, como los relacionados con la
congelacion/descongelacidn (Siqueira et al., 2010). Asi, la expresion de los genes ana-
lizados mostr6 una tendencia general a incrementar después de una hora del periodo
de equilibrio previa a la vitrificacion. La HHP es pues una técnica que promete seguir
proporcionando datos interesantes sobre el comportamiento de gametos y embriones
ante las bajas temperaturas, aunque todavia es necesario profundizar en cuéles pue-
den ser sus mecanismos de actuacion.

A pesar del progreso significativo experimentado durante los Gltimos afios en la
criopreservacién de embriones de mamiferos, muchos de los eventos moleculares y
bioquimicos en los que se basan estas tecnologias no estin del todo aclarados. Hoy la
vitrificacién parece sustituir a los antiguos protocolos de congelacién lenta, al mos-
trar alentadores porcentajes de supervivencia. La vitrificaciéon debe ser aceptada
como una alternativa real, viable, segura y eficiente para el abordaje de la criopreser-
vacion de embriones in vitro. No obstante, no debemos dejar de lado recientes revisio-
nes del problema que abordan nuevos protocolos de congelacién lenta en bovinos
(Akiyama et al., 2010; Yu et al., 2010; Pryor et al., 2011).

CONCLUSIONES

La decision sobre cuil es el método de eleccion para una muestra concreta, un
embrién bovino producido in vitro en nuestro caso, deberé descansar sobre los indices
de desarrollo in vitro, pero sobre todo in vivo, obtenidos en la fase de experimentacién,
asf como en la posibilidad de aplicar la técnica en condiciones pricticas de campo.
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