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Resumen:

El objetivo fue comparar la tasa de gestacion y de pérdida gestacional temprana (60 dias pos
transferencia) utilizando embriones y hemi-embriones bovinos vitrificados producidos in
vitro. Se utilizaron 60 blastocistos bovinos de calidad 1, que fueron distribuidos al azar en
dos tratamientos, (1) embriones enteros vitrificados (n= 30) y (2) embriones bipartidos
(hemi-embriones) vitrificados (n= 30). Los embriones enteros y hemi-embriones fueron
vitrificados, almacenados, calentados y transferidos a 60 receptoras. El diagndstico de
gestacion se realizé por ultrasonografia transrectal a los 30 dias, y a los 60 dias se determind
la pérdida gestacional. Las tasas de gestacion y pérdidas gestacionales se analizaron como
variables binomiales (0= no gestante; 1= gestante) y comparadas con la prueba exacta de
Fisher con el programa SAS. El porcentaje de gestacion y pérdida gestacional de embriones
sometidos a biparticion fue similar a los embriones enteros, por lo que se puede concluir que
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la biparticién en embriones in vitro previo a la vitrificacion, no beneficia el porcentaje de
gestacion, ni afecta las pérdidas gestacionales en los primeros dos meses de gestacion.
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En la actualidad, las técnicas de aspiracion folicular y fertilizacion in vitro (FIV) para
producir embriones bovinos han aumentado su demanda a nivel mundial. Se estima que en
la Giltima década se han producido mas embriones por FIV que por el método convencional V.
La preferencia en su uso se debe a que mediante la FIV se puede aprovechar mejor cada dosis
de semen (sexado o convencional), lo que se traduce en un mayor nimero de embriones por
pajilla, también, es posible obtener ovocitos a partir de hembras gestantes, tiene alta
repetibilidad y es una alternativa para ser aplicada en aquellas que no responden a
tratamientos convencionales de ovulacion multiple®. Por otra parte, es importante
mencionar que los resultados en cuanto a nimero de embriones en FIV son muy variables,
ya que estan altamente influenciados por la raza, edad, estatus reproductivo de la hembra,
manejo de los ovocitos, condiciones ambientales y calidad del semen utilizado; aunado a
esto, se han identificado hembras de alto valor genético que al ser sometidas a programas de
aspiracion y fertilizacion in vitro solo tienen la capacidad de producir uno o dos embriones
por sesion, lo cual es una limitante para la técnica®®.

Ademas de la baja cantidad de embriones producidos, la viabilidad de estos se ve disminuida
al ser criopreservados por el método de curva lenta, debido a que presentan caracteristicas
desfavorables, como un menor numero de blastomeros principalmente en la masa celular
interna® y gran cantidad de gotas lipidicas dentro del citoplasma; lo anterior da como
resultado un aumento en las pérdidas embrionarias®. Ante estas posibles problematicas, es
importante considerar la aplicacion de técnicas como la biparticion embrionaria (division
de un embrién en 2 mitades similares)” y la vitrificacion de embriones (congelacion
ultrarrapida en estado similar al vidrio)®, con el fin de mejorar los porcentajes de prefiez al
aumentar las oportunidades de un embrion para lograr una gestacion y disminuir el dafio
ocasionado al ser criopreservado. El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la aplicacion
de la técnica de biparticion en embriones bovinos producidos in vitro previo a la vitrificacion
sobre la tasa de gestacion a los 30 y la pérdida gestacional a los 60 dias post transferencia.

Los embriones se produjeron a partir de ovocitos provenientes de ovarios obtenidos en el
rastro TIF 672. Los ovarios se transportaron al laboratorio en bolsas de pléastico dentro de
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una hielera a aproximadamente 35 °C. En el laboratorio se lavaron con solucion salina
fisioldgica y se aspiraron todos aquellos foliculos que presentaban diametros de 2 a 8 mm.
La aspiracion se llevo a cabo con ayuda de una jeringa de 10 ml provista de aguja calibre 18
x 1 %. El liquido recuperado se depositd en tubos de 50 ml para obtener el sedimento en el
fondo. Dicho sedimento se transfiri6 a un plato de Petri el cual contenia HTF (Human tubal
fluid) con tampéon HEPES (/n Vitro Care®, EUA) y albimina, para posteriormente, con
ayuda de un estereomicroscopio buscar y seleccionar los complejos cimulo ovocito (COC)
de calidad 1 (cimulo compacto, denso, con mas de tres capas y con citoplasma uniforme).

Los COC obtenidos (en promedio 140) se depositaron en una caja Petri de 35 x 10 mm con
3 ml de medio de maduracion (BO-IVM). El proceso de maduracion se realizo durante 24
h en una incubadora (Heraecus™, Alemania) con atmdsfera humidificada con 6% de CO; en
aire a 38.8 °C. Posteriormente a la maduracion, los COC que presentaron una expansion del
cumulus se transfirieron en grupos de 5 a gotas de 50 pl de medio de fertilizacion (BO-IVF)
recubiertas con aceite mineral. La fertilizacion in vitro se realizo en medio BO-IVF™ (IVF
Bioscience®), segln las instrucciones del fabricante. Se utilizd semen de raza Brangus rojo
congelado en pajillas de 0.5 ml. Cada pajilla fue descongelada a 37 °C durante 45 seg; los
espermatozoides se filtraron con ayuda de gradientes de Percoll (45%/90% [v/v]) al
centrifugarse a 328 xg por 3 min. El pellet obtenido en el fondo del tubo se mezcld con 0.5
ml de medio de preparacion para espermatozoides (BO- SemenPrep) y fue centrifugado a
328 xg durante 1 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet final se mezcld con 0.9 ml
de medio BO-SemenPrep. Para evaluar la concentracién espermatica se tomaron 25 ul de
los espermatozoides con el BO-SemenPrep y se mezclaron con 25 pul de agua destilada fria.
En una camara de recuento Makler™ se colocaron 10 pl de la muestra antes mencionada,
para obtener una concentracion final de 2 x10° espermatozoides/ml.

Para el proceso de fertilizacion de los ovocitos, se agregaron 10 ul (20,000 espermatozoides
por gota de 25 ul de medio BO-FIV) y se incubaron durante 18 h a 38.8 °C, en una atmosfera
de 6 % de CO2 con 100 % de humedad. Después de la fertilizacion, los presuntos cigotos
fueron denudados con un stripper de 140 um de diametro (MidAtlantic) de las células del
ctimulus. Posteriormente se lavaron en medio de cultivo BO-IVC™ (IVF Bioscience) para
finalmente colocar cinco presuntos cigotos en gotas de 25 ul de medio BO-IVC e
introducidos en la incubadora (Cook Minc™, EUA) a 38.8 °C en 5 % de CO», 6% O2y
89 % N para desarrollarse durante los siguientes dias®.

En los dias 7 y 8 los embriones fueron evaluados y seleccionados los blastocistos calidad 11
para ser sometidos a biparticion. Esta técnica solo se aplico a los embriones del tratamiento
2 (n=30). Cada embridn se colocd en una caja de Petri con medio de manipulacion (PBS sin
proteinas). La biparticion se realizdé con una microcuchilla adaptada a un micromanipulador
(M-152 Narishige, EUA) el cual se coloc6 en un microscopio de fondo invertido (Olympus
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CK2, Japon). Al realizar el corte se pretende dividir la masa celular interna y el trofoblasto
en partes iguales. El corte se lleva a cabo bajando de manera lenta la cuchilla y en un solo
movimiento. Al finalizar, se administr6 PBS suplementado con alcohol polivinilico (PVA;
Vigro, EUA) al medio sin proteinas, con la finalidad de que los hemi-embriones pudieran
separarse del plato de Petri'?.

Para llevar a cabo la vitrificacion y el almacenamiento de los embriones y hemi-embriones
se empled el dispositivo Cryotop® (Kitazato, Japon)!!?. Se utilizaron dos soluciones,
denominadas: solucién de equilibrio (ES), compuesta por solucion buffer fosfato (PBS) al
20 % de sustituto de suero sintético (SSS), 7.5 % de etilenglicol (EG) y 7.5 % de
dimetilsulfoxido (DMSO), y solucion de vitrificacion (VS), compuesta por PBS al 20 % de
SSS, 15 % de EG, 15 % DMSO y 0.5 M de sacarosa. La metodologia se baso en colocar una
gota de 20 pl ES y cuatro gotas de 20 pl VS en un plato de Petri, todas a temperatura
ambiente; cada embridén entero o hemi-embrion se depositod en la unica gota de ES durante
10-15 min; al finalizar el tiempo, se procedi6 a transferirlo a cada una de las gotas de VS
durante 5, 5, 10 y 10 seg, respectivamente. Al finalizar, los embriones se aspiraron con una
pipeta para ser colocados en el dispositivo Cryotop® (Kitazato, Japon). Por ultimo, se
sumergieron en nitrégeno liquido para su almacenamiento en un termo criogénico, hasta el
dia de su calentamiento(!?,

Para llevar a cabo las transferencias, se utilizaron 60 vacas de encaste Bos taurus / Bos
indicus en distintas proporciones, con edades de entre 4 a 7 anos, condicion corporal de 2.5
a 3 (en la escala del 1 al 5), clinicamente sanas, sin historial de partos distdcicos, metritis o
abortos, sin anormalidades en el tracto reproductivo, ademads de presentar un cuerpo lateo y/o
foliculos de mas de 10 mm en alguno de los ovarios el dia de la seleccion, lo cual se evaluo
mediante ecografia (Kaixin® modelo XK5000). Las receptoras se vacunaron un mes antes
de iniciar el protocolo de sincronizacion (Cattle Master®4+L5, Zoetis, México),
desparasitadas interna (Valbazen 10%, Zoetis, México) y externamente (Effipro® Bovis,
Virbac, México), ademés de ser alimentadas en potreros con pasto Brachicaria brizantha y
sal mineral a libre acceso. El protocolo para sincronizacion de la ovulacion en las receptoras
se llevo a cabo mediante la colocacion de un dispositivo intravaginal liberador de
progesterona (CIDR-B®, 1.9 g de P4, Zoetis, México) y 2 mg de benzoato de estradiol
(Bioestrogen® Biogenesis Bago, Argentina) por via intramuscular, el dia cero del protocolo.
El dia 8 fueron retirados los CIDR-B®, se aplicaron 300 UI de gonadotropina coridnica
equina (eCG) (Novormon®, Zoetis, México), 25 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse®,
Zoetis, México) y 1 mg de cipionato de estradiol (E.C.P.®, Zoetis, México) via
intramuscular!¥,

Las transferencias se realizaron nueve dias después del retiro del dispositivo intravaginal.
Para el calentamiento de los embriones y hemi embriones se utilizaron tres soluciones,
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denominadas: solucion de calentamiento (TS), compuesta por PBS con SSSal20% y 1 M
de sacarosa; solucion de dilucion (DS), compuesta de PBS con SSS al 20 % y 0.5 M de
sacarosa; y solucion de lavado (WS), compuesta por PBS con SSS al 20 %. En primer lugar,
se colocaron 500 pl de TS a 37 °C en un plato de Petri. En un segundo plato se colocaron tres
gotas de 20 pl de DS y dos de WS, a temperatura ambiente. El Cryotop®, se destapd dentro
de una hielera con nitrégeno liquido, y fue sumergido rapidamente en la gota de TS durante
1 min. Posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur, los embriones se colocaron por 2
min en cada una de las gotas de DS; por ultimo, se depositaron en WS por 3 min en cada
gota!?. Al finalizar el tiempo, los embriones se colocaron en PBS y se aspiraron en pajillas
de 0.25 cc (individualmente los enteros, y en pares los hemi-embriones) para su transferencia
de manera aleatoria a las 60 receptoras: enteros vitrificados (n= 30) y bipartidos vitrificados
(n=30), es decir, cada una de las hembras recibi6 un embridén completo odos hemi-embriones,
respectivamente. Las transferencias se llevaron a cabo de manera no quirargica-transcervical
en aquellas hembras que a la palpacion y ecografia rectal presentaron un cuerpo luteo
de al menos 20 mm de diametro. Cinco minutos antes la transferencia, se aplicaron 5 ml
de anestesia al 2 % via epidural (100 mg, Lidocaina®,Intervet, México) a cada una de las
receptoras, para minimizar las contracciones rectales y facilitar el manejo del aparato
reproductor durante la transferencia!®.

La pajilla de 0.25 ml previamente cargada con un embrién completo o dos hemi-embriones
se introdujo en un aplicador metalico, mismo que se cubri6 con una funda estéril y
posteriormente con una funda plastica. El aplicador se introdujo en la vagina hasta llegar a
la oz externa del cérvix, y se procedi6 a atravesar el canal cervical, mediante manipulacién
rectal, guiandolo hacia el cuerno ipsilateral al cuerpo luteo, en donde se depositd el
embrion o hemi-embriones. El diagndstico de gestacion se llevé cabo mediante ecografia
transrectal a los 30 y 60 dias posteriores a la transferencia, se evalu6 la presencia de vesicula
amniotica (30 dias) y el latidocardiaco del producto (60 dias).

Para determinar el tamafio de muestra se realiz6 un andlisis de potencia con PROC POWER
de SASU!Y para las frecuencias de los tratamientos. Las proporciones por tratamiento
modeladas fueron de 0.10 y 0.40, considerando una potencia de la prueba de 0.80, y un nivel
de significancia de 0.5. Debido a que se probd un tratamiento que se esperaba incrementara
la tasa de gestacion, se utilizo una prueba de una cola con la opcidn sides=1. El nimero de
observaciones por tratamiento estimado fue de 30 animales por grupo. Se utilizé un disefio
completamente al azar con dos tratamientos (sin y con biparticion) con 30 repeticiones (vaca
receptora) cada uno. Para determinar la relacion estadistica entre la tasa de gestacion a los 30
y 60 dias se realizd la prueba exacta de Fisher para tablas de contingencia de muestras
pequenas, utilizando la opcion Fisher de PROC FREQ de SAS (2013)"9 y el enunciado
Weight para especificar las frecuencias de las observaciones.
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Al evaluar y analizar los resultados de gestaciones al dia 30 posterior a la transferencia
(Cuadro 1), no se detectd diferencia entre los tratamientos de embriones enteros y hemi-
embriones vitrificados producidos iz vitro (P>0.05). Trabajos previos han reportado un 30 %
de receptoras gestantes cuando se realizaron de manera individual (un hemi-embrién por
transferencia)'¥, mientras que en el presente estudio fue superior (36 %) al transferir dos
hemi-embriones a la misma receptora; esta diferencia puede deberse a la transferencia de los
dos hemi-embriones, ya que la cantidad de células del trofoectodermo no se ven disminuidas
a la mitad, como ocurre al transferir un hemi-embrion individualmente; esto puede causar la
disminucioén en la cantidad de interferon tau (producido en las células de trofoectodermo), el
cual estd asociado con el mantenimiento del cuerpo luteo y la prefiez temprana.

Cuadro 1: Frecuencias observadas para el diagnodstico de gestacion a los 30 dias pos-
transferencia de embriones enteros y bipartidos
Gestacion dia 30

Tratamiento N P<F 1C 95%
(%) : )
Entero 30 20.0
. . 0.0838 0.13-0.96
Bipartido 30 36.6
n = nimero de observaciones; P= valor de probabilidad menor al valor de F; IC= intervalo de confianza al
95%.

De igual manera, se evidencid que la técnica de vitrificacion utilizada tiene la capacidad de
mantener la viabilidad de los hemi-embriones producidos in vitro; también, la técnica de
vitrificacion ha sido aplicada a embriones enteros producidos in vitro, los cuales fueron
bipartidos después del calentamiento. Se ha reportado un resultado de 46 % de gestacion a
los 65 dias pos transferencial®, mientras que en el presente estudio fue inferior (33 %) a los
60 dias, como se observa en el Cuadro 2. La diferencia de los porcentajes de gestacion puede
atribuirse a que los embriones fueron bipartidos después de ser calentados. Por otra parte,
estos hemi embriones se cultivaron por 2 h después de su biparticion, lo cual pudo ayudar a
su re expansion previo a la transferencia, mejorando su viabilidad y capacidad para lograr
una gestacion. Aunque los porcentajes de gestacion fueron menores en el presente estudio, la
biparticion de los embriones se llevo a cabo antes de ser vitrificados, lo cual pudo provocar
una mayor exposicion a los crioprotectores, ya que al ser hemi-embriones, no cuentan con
una zona peliicida completa que pueda cubrirlos. La decision de realizar la biparticion antes
de la vitrificacion se justifica debido a que de esta manera se elimina la necesidad de llevar
a campo un microscopio invertido para realizarla posterior al calentamiento de los embriones.
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Cuadro 2: Frecuencias observadas para el diagndstico de gestacion a los 60 dias pos-
transferencia de embriones enteros y bipartidos
Gestacion dia 60

Tratamiento N P<F 1C 95%
(%) : ’
Entero 30 16.7
.. 0.0838 0.12-0.96
Bipartido 30 33.3
n= niimero de observaciones; P= valor de probabilidad menor a al valor de F; IC= intervalo de confianza al
95%.

Las pérdidas gestacionales determinadas entre el dia 30 y 60 pos transferencia no fueron
diferentes (P>0.05) en ninguno de los tratamientos, evidenciando que no aumentan por
efecto de la biparticion (Cuadro 3). La pérdida gestacional temprana es uno de los problemas
con mayor repercusion en el resultado final de las transferencias, se estiman entre 3.1 y
14 %1718 a] transferir embriones enteros producidos in vitro frescos, mientras que en
embriones criopreservados se ha estimado de entre 8.9 y 41 %7120 Los porcentajes
obtenidos en este estudio se encuentran entre los reportados anteriormente, las pérdidas
gestacionales obtenidas entre el dia 30 y 60 pos transferencia en el grupo testigo (enteros
vitrificados), fueron porcentualmente inferiores en comparacion con otros autores!’??. Esto
puede deberse al protocolo de vitrificacion, medios de cultivo, receptoras y manejo,
realmente no existe un solo factor que pueda determinar este resultado. Las diferencias en
los porcentajes de pérdidas gestacionales encontradas en distintos estudios se atribuyen a la
gran variabilidad en la expresion de genes, ya que estos pueden alterar el metabolismo de
lipidos a nivel mitocondrial, lo que aumenta la cantidad de gotas lipidicas en su citoplasma,
dando como resultado una disminucién en la viabilidad!**". Se ha demostrado que aun
cuando los embriones producidos in vitro se consideran aparentemente de excelente calidad,
puede presentarse variacion en la expresion génica que causa fallas en el desarrollo del
producto y en las membranas fetales, lo que provoca pérdidas gestacionales??, siendo éste
uno de los factores que pueden afectar la obtencion de porcentajes de prefiez consistentes.

Cuadro 3: Frecuencias observadas para las pérdidas gestacionales entre los dias 30 y 60 en
embriones enteros y bipartidos vitrificados

Tratamiento  Dia n Gestacion <F IC 95%
(%)
30 30 20.0
Entero 50 30 16.7 0.25 0.50-0.75
N 30 30 36.6
Bipartidos 50 30 333 0.21 0.50-0.71
n=numero de observaciones; P= valor de probabilidad menor a al valor de F; IC= intervalo de confianza al
95%.
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Con los resultados obtenidos en este estudio se concluye que es factible la aplicacion de la
técnica de biparticion previo a la vitrificacion, a embriones bovinos producidos in vitro; sin
embargo, esta técnica no mejora la tasa de gestacion en comparaciéon con los embriones
enteros vitrificados; Asi mismo, la biparticion no tuvo efecto en la pérdida gestacional al
evaluarse y compararse con el tratamiento testigo. Los porcentajes de gestacion obtenidos en
este trabajo con embriones bipartidos se encuentran entre los parametros reportados al
transferir embriones in vitro enteros, demostrando su capacidad para lograr desarrollarse aun
después de una microcirugia y crio preservacion mediante vitrificacion sin zona pelucida
completa realizada en el laboratorio, sin la necesidad de tener todo el material y equipo para
biparticion en el campo.
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