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1. RESUMEN

La criopreservacion hoy en dia es una herramienta importante para los bancos
bioldgicos dedicados a la reproduccion asistida. Cada vez mas se realizan mas
esfuerzos en la busqueda para encontrar protocolos con diferentes técnicas y
crioprotectores que aumenten la recuperacion de évulos y espermatozoides viables
después de la criopreservacion y, en especial, de embriones que después de su
transferencia concluyan con altas tasas de embarazos y nacimientos vivos. Por lo
tanto, los objetivos de este trabajo fueron: 1) determinar si la combinacién de
crioprotectores permeables y no permeables conservan la viabilidad de embriones
de Mus musculus de la cepa CD-1y 2) analizar si el uso de diferentes dispositivos
para el almacenaje mejora la recuperacion de embriones viables criopreservados
por vitrificacion ultrarrdpida en nitrégeno liquido (-196°C). En este estudio se
realizaron 10 experimentos en los que se obtuvieron embriones de ratones de la
cepa CD-1 por medio de fertilizacion in vitro. Después de la fecundacion, los
embriones se incubaron y desarrollaron hasta la etapa D2 (24+1 horas de
desarrollo), momento en el que se criopreservaron. Los crioprotectores usados
fueron a) DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25 M o b) etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M
y los dispositivos utilizados fueron crioviales (Corning Incorporated CORNING®) o
criotop (Cryotech®). Los embriones de raton criopreservados en DMSO 4.5 M +
sacarosa 0.25 M y almacenados a -196 °C en cualquiera de las dos herramientas
(criovial o cryotop) presentaron un mejor porcentaje de supervivencia embrionaria
en comparacion con el uso de las otras combinaciones de crioprotectores
manejadas en este trabajo. Se requiere seguir investigando sobre estas técnicas
para alcanzar tasas mas altas de supervivencia celular, el desarrollo del embrién
hasta la etapa de blastocisto y su implantacion, que den como resultado la prefiez
y el nacimiento de ratones sanos y, posteriormente, extrapolar el mejoramiento de
estas técnicas a las clinicas de reproduccion asistida humana.

Palabras clave: Criopreservacion, raton, vitrificacion, embriones, criovial,

cryotop, supervivencia.



2. INTRODUCCION

La criobiologia es una rama de la biologia cuyo objetivo principal es conservar
células vivas a muy baja temperatura para lograr detener los procesos de
envejecimiento y degeneracién celular (Cabrera & Fernandez, 2006). A partir de
ésta técnica se deriva la criopreservacion celular (Avila et al., 2006), la cual tiene
como objetivo mantener la viabilidad, la funcionalidad celular y minimizar los dafios
celulares que se pueden producir durante la congelacion y descongelacion celular,
como son los dafios estructurales y de funcionamiento de la membrana plasmatica,
el desplazamiento de las proteinas y los organelos citoplasmaticos, ademas de las
alteraciones de la estructura y metabolismo celular (Cobo, 2008). La
criopreservacion celular es usada en diferentes areas, como la medicina, veterinaria
y biologia.

En este campo, el uso y mejoramiento de las diferentes técnicas de
congelacion de embriones han aportado diferentes ventajas, por ejemplo, disminuye
el riesgo de embarazos multiples en humanos, ya que se puede usar uno de los
embriones obtenidos en una fertilizacion in vitro y criopreservar el resto,
aumentando la tasa de embarazo por ciclo, permite evitar la transferencia de
embriones en ciclos con mala respuesta endometrial (sangrado, polipos) y
disminuye costos (Guzman et al., 2008); otra ventaja de esta técnica es la
postergacion de la paternidad y/o maternidad debido a la edad de la pareja, por
algun diagnostico médico desfavorable o un tipo de tratamiento invasivo y tiempo
disponible, entre otros.

Respecto a otras especies de animales, las ventajas de la criopreservacion
son de interés econdmico, como ocurre en especies de consumo o de investigacion
(animales de laboratorio) en donde se posibilita la transferencia de algunos
embriones y la conservacion de germoplasma (semillas, espermatozoides, 6vulos,
células germinales, tejidos embrionarios, cepas de bacterias, levaduras, hongos)
(Cabrera & Fernandez, 2006). En todos los casos, los embriones congelados
pueden ser transportados de un lugar a otro, facilitando el traslado a nivel nacional

e internacional, ya que es factible importar y exportar material genético valioso, a



bajo costo y con un minimo riesgo de transmisién de enfermedades; ademas, es
importante sefialar que la congelacion de embriones también puede ser utilizada en
los pequefios nucleos de animales domeésticos autdctonos, que son los mas
vulnerables al riesgo de extincidén y por tanto a la pérdida de la diversidad genética.
La congelacion de gametos y embriones de estos animales, ofrecen la potencialidad
de preservar el genoma animal mediante la creacion de bancos de recursos
genéticos para conservarlo por largos periodos de tiempo y que posteriormente
seran descongelados para su utilizacion (Cabrera & Fernandez, 2006).

Con respecto al tiempo de almacenamiento en el que las células pueden
permanecer en latencia, algunos investigadores han propuesto la posibilidad de
mantenerlas a -196°C durante 1000 afios o mas (Cabrera & Fernandez, 2006); es
decir, que el tiempo de congelacion no produce cambios significativos celulares con
un adecuado protocolo de criopreservacion. Se ha demostrado que esto es posible
porque existe una relacién directa entre la temperatura de almacenamiento y el
tiempo durante el que la muestra sigue siendo viable tras su criopreservacion
(Rivero & Risco, 2012). Esta evidencia la mencioné Svante August Arrhenius quien,
desde 1898, desarroll6 la ecuacién que establece la influencia del descenso de la
temperatura en la evolucién de las reacciones quimicas, por lo que a temperaturas
inferiores de -140°C la actividad metabdlica se detiene (Rivero & Risco, 2012). ,
Reforzando lo anterior; en 1949, Polge, Smith y Parkes descubrieron los efectos de
los crioprotectores como el glicerol sobre espermatozoides y otras células de varias
especies (Polge, 1952). Con esto, se desencadenaron una serie de descubrimientos
subsecuentes que formaron las bases de la criobiologia. En 1973, se logro el
nacimiento del primer becerro procedente de un blastocito previamente
criopreservado durante seis dias en nitrégeno liquido (Cabrera & Fernandez, 2006).
Pero fue hasta 1983, que se consigui6 el primer embarazo a partir de transferencia
de embriones descongelados en humanos (Lazcano et al., 2010) y en 1986, Chen
reporto el primer embarazo originado a partir de un ovocito humano criopreservado.

En la actualidad la criopreservacion de embriones es una técnica
transcendental empleada en los Tratamientos de Reproduccion Asistida (TRA), que

hacen uso de bancos biolédgicos, ubicados en Clinicas y Hospitales de Reproduccion



Asistida (HRA), en los que se conservan tejidos, ovocitos, espermatozoides y
embriones. Para el area de la Biologia de la conservacion, la criopreservacion
representa un avance de vital importancia puesto que la preservacion a largo plazo
de gametos y embriones de diversas especies, que se encuentran en categoria de
riesgo 0 en peligro de extincion, representa el intento de mantener el equilibrio
ecologico, puesto que este material biolégico puede ser congelado por largos
periodos de tiempo y posteriormente descongelarse para su utilizacion en la
reduccion de la pérdida de la biodiversidad, por lo que es un método relevante para
la investigacién que involucra los tiempos y condiciones de la vida suspendida, pues
a esa temperatura la actividad biolégica se detiene asi como las reacciones

bioquimicas que puedan producir la muerte celular (Avila et al., 2006).

2.1. FUNDAMENTOS DE LA CRIOPRESERVACION CELULAR

La membrana plasmatica define los limites que contienen a los organelos dentro de
la célula y los separa del medio externo (Alberts et al., 2010). La estructura general
de la membrana plasmatica consta de moléculas lipidicas y proteinas que se
encuentran unidas por interacciones no covalentes dispuestas en una bicapa
lipidica, formando una estructura asimétrica e impermeable a la mayoria de las
moléculas hidrosolubles (Arrazola, 1994); ademas, estas estructuras son dinamicas
y fluidas por lo cual, la mayoria de sus moléculas lipidicas y proteinas pueden
desplazarse con rapidez por el plano de la membrana. (Arrazola, 1994). Las células
mantienen una composicion de lipidos en sus membranas que asegura un estado
fluido de éstas con relaciéon a las temperaturas a las que habitualmente estan
expuestas (Arrazola, 1994); por ejemplo, al ser sometidas a bajas temperaturas
aumenta la rigidez de la membrana.

Para algunos investigadores, se podria pensar que las bajas temperaturas a
las que se almacena el material biolégico provocarian dafios, sin embargo, lo
discutible son los cambios de temperatura de enfriamiento y calentamiento. Los
cambios osmoticos suceden en décimas de segundo, lo que provoca que sea muy

dificil que el movimiento de moléculas a través de la membrana sea mediante



transporte activo durante los procesos de congelacion y descongelacion. Los dafios
intracelulares por enfriamiento ocurren a temperaturas entre los 20°C y -5°C y por
lo regular se ven afectadas las gotas lipidicas, las membranas lipidicas y los
microtubulos (Vajta et al., 2007). Por otro lado, también estan los dafios
ocasionados por la formacion de cristales de hielo, el dafio se produce por accion
mecanica que actla a lo largo de la formacion y crecimiento del cristal (Vajta et al.,
2007), lo que causa la destruccién de todos los organelos y membranas celulares;
por ejemplo, los ovocitos y embriones en sus diferentes estados de desarrollo
contienen cantidades diferentes de lipidos, lo que explica su sensibilidad diferente
a lesiones causadas por el frio (Vajta et al.,, 2007). También existe el dafio por
criofractura o fracturas mecanicas que pueden suceder cuando alcanzan
temperaturas entre los -50°C y los -150°C y que afecta principalmente la zona
pelicida en los ovocitos y embriones (Cobo, 2008).

Por lo tanto, evitar la formacion de cristales dentro y fuera de la célula para
mantener viables a las células que se someteran a congelacion es un aspecto
crucial para estas técnicas, por lo que es importante garantizar que tengan un
entorno en el que la viscosidad del agua sea elevada dentro y fuera de la célula,
para detener las reacciones quimicas y la difusion de moléculas (Liebermann,
2008), por lo que para lograrlo es necesario utilizar crioprotectores.

Los agentes crioprotectores son sustancias hidrosolubles que modifican las
propiedades fisicoquimicas de las soluciones liquidas presentes en los seres vivos
No obstante, sus funciones principales son promover una rapida deshidratacion
celular y amortiguar el efecto de la alta concentracidén de solutos en el interior de la
célula (Rivero & Risco, 2012). Sin embargo, las concentraciones de los
crioprotectores lamentablemente son téxicas para las ceélulas a temperatura
ambiente, por lo cual se deben respetar los tiempos de exposicion de las células por
arriba de los 4°C (Rivero & Risco, 2012).

Los crioprotectores se clasifican en permeables o impermeables, de acuerdo
con el grado de penetracion y de proteccion a las células sobre la formacion de
cristales de agua, su toxicidad quimica y la velocidad para penetrar en los tejidos
(Rivero & Risco, 2012).



Otro aspecto importante a considerar de los crioprotectores es que son toxicos
y su efecto suele ser proporcional a su concentracion y al tiempo de exposicion, ya
que el dafo puede suceder con la disminucion de la velocidad del cambio de
temperatura al momento de la vitrificacién y al momento de la descongelacién, lo
que evita la formacién de cristales dentro y fuera del medio de las células (Vajta et
al., 2007). Como consecuencia de la toxicidad y al dafio osmatico, los organulos
intracelulares pueden dafiarse durante la criopreservacion sufriendo el mayor
impacto el nucleo, la envoltura nuclear, los microtdbulos de los husos meibticos, las
mitocondrias y la zona pellcida, (Smith & Villa, 2007), lo que puede comprometer el
desarrollo de los embriones. Ademas, en el caso de la interrupcion de la red
microtubular eso podria conducir en Ultima instancia a aneuploidia, si la
repolarizacibn no se produce adecuadamente después del descongelamiento
(Smith & Villa, 2007). Se ha demostrado que crioprotectores como el DMSO vy el 1-
2 propanediol son capaces de disolver la actina cortical polimerizada (Smith & Villa,

2007), lo cual podria reducir este efecto negativo.

2.2. CRIOPROTECTORES
2.3.1 CRIOPROTECTORES PERMEABLES

Como ya se menciond, los crioprotectores permeables son sustancias de bajo peso
molecular que atraviesan la membrana celular, deshidratando a la célula por
sustitucion del agua intracelular y amortiguan el incremento de concentracion de
solutos en el medio extracelular (Rivero & Risco, 2012), impidiendo la formacion de
cristales en el interior y evitando el estrés osmotico. Algunos ejemplos de
crioprotectores permeables son el 1-2 propanodiol, el dimetilsulfoxido (DMSO), el

etilenglicol y el glicerol.

DMSO
El dimetilsulfoxido, mejor conocido como DMSO (figura 2), es un disolvente
aprotico (que no puede donar ni recibir protones), polar, que es facilmente miscible

con medios acuosos y organicos debido a su naturaleza anfipatica (Kang et al.,



2017), Ademés es capaz de disolver numerosos compuestos débilmente polares y
apolares, por lo tanto, se considera un disolvente eficaz de compuestos insolubles
en agua y en medios biolégicos (Kang et al.,, 2017). También es comunmente
utilizado para el cultivo de células debido a sus propiedades de penetracion de
membrana y desplazamiento de agua (Kang et al., 2017), gracias a su bajo peso
molecular de 78.13 g/mol, lo que le permite atravesar la membrana celular de forma
rapida (Avila et al., 2006), evitando la formacion de hielo intracelular durante el

proceso de congelacion.
0
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Figura 2. Férmula guimica del DMSO. Imagen tomada de:

https://uniiguim.iquimica.unam.mx/glossary/dimetil-sulfoxido/

ETILENGLICOL

El etilenglicol (figura 3) es una sustancia liquida, sintética, que absorbe agua. No
tiene olor, pero tiene un sabor dulce (Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR), 2010). Su férmula empirica es CHsO y la férmula molecular
C2HeO2 (Parry, 1974). Este compuesto se encuentra en productos como
anticongelantes, liquidos de frenos hidraulicos, en la tinta de almohadillas de sellos,

imprentas boligrafos, también presente en soluciones congelantes.

(IZIlg(IIHg
OH OH

Etilenglicol
(1,2-etanodiol)

Figura 3. Representacion del etilenglicol. Tomada de Bailey (2001).


https://uniiquim.iquimica.unam.mx/glossary/dimetil-sulfoxido/

La exposicion a grandes cantidades de etilenglicol puede dafar los rifiones, el
sistema nervioso, los pulmones y el corazén. (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry (ATSDR), 2010).

Tiene un peso molecular bajo (62.07 gr/mol) con respecto a otros
crioprotectores como el glicerol (92.1), el DMSO (78.13) y el propilenglicol (76.1), lo
que permite su rapida entrada y salida durante el procedimiento de congelacion y
descongelacion de la célula (Bautista & Kanagawa, 1998). En el proceso de la
congelacion, protege a las células del dafio ocasionado por la formacion de cristales
de hielo. Diversos estudios aseguran que el etilenglicol es eficaz cuando se usa
como unico crioprotector permeable o en combinacion con macromoléculas,

azucares y otros crioprotectores (Bautista & Kanagawa, 1998).

2.3.2 CRIOPROTECTORES IMPERMEABLES

Los crioprotectores impermeables son sustancias de alto peso molecular que son
efectivas al someter a las células a velocidades altas de congelacion y son
caracterizadas por ejercer su accion protectora promoviendo la rapida
deshidratacion celular, por lo que suelen ser utilizados asociados a los agentes
penetrantes (Rivero & Risco, 2012). Entre los crioprotectores no penetrantes
tenemos a la dextrosa, la glucosa, la sacarosa, la polivinilpirrolidona, el dextrano y

el polietilenglicol.

SACAROSA

La sacarosa (azucar de mesa) se obtiene de la cafia de azucar (figura 4), es
un disacéarido que por hidrdlisis acida genera una mezcla equimolecular de los dos
monosacaridos que la componen: la D-glucosa y la D-fructosa (Allinger et al., 1984).
Es una sustancia soluble en el agua que cristaliza en forma monoclinica
caracteristica, el punto de fusion de los cristales es aproximadamente 184 °C, es
facilmente soluble en agua y amoniaco, practicamente insoluble en el alcohol etilico

anhidro, en éter, en cloroformo y en glicerol anhidro (Allinger et al., 1984).
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Sacarosa: a-p-glucopiranosil B-p-fructofurandsido
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B-p-fructofuranosil a-p-glucopirandsido

Figura 4. Estructura determinada por degradacion y rayos X de la sacarosa. Tomado Allinger
et al. (1984).

En criobiologia, la sacarosa se ha empleado como un crioprotector que es
menos dafino para las células, favorece la excrecion de agua de la célula y
disminuye la formacién de cristales de hielo intracelular (Raménez et al., 2017), en
concentraciones hiperténicas se utiliza como crioprotector de embriones (Ali &
Shelton, 1993).

GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido cuya formula quimica condensada es CsH1206
y Su estructura recibe la designacion quimica de D-Glucopiranosa, en donde el
oxigeno forma parte del anillo (Figura 5) (Jérez, 2008). Es menos soluble en agua
gue la sacarosa; las soluciones saturadas contienen 49.4% a 23°C y 54.6% a 30°C,
de azucar anhidro (Jérez, 2008). Como crioprotector, la glucosa protege a la célula
cuando es sometida a bajas temperaturas previniendo el dafio celular, ya que la
deshidrata minimizando la formacién intracelular de cristales de agua (Cérdova et
al., 2015).



Estructura Quimica

OQC P
H—C—OH
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éH?_OH
Figura 5.  Estructura  quimica de  la  glucosa  Tomado  de

http://www.redciteg.org.mx/documentos/tripticos/idioma/Glucosa.pdf

Un ejemplo interesante de su uso en la naturaleza es que se ha descrito en
varios estudios que la glucosa actia como agente crioprotector dentro del
organismo de al menos seis especies de anfibios anuros: Rana sylvatica, Lithobates
catesbeianus, Pseudacris triseriata, Acris crepitans, Pseudacris crucifer y Rhinella
schneider (Hernandez, 2016) cuando estos organismos se encuentran en

condiciones de frio extremo.

2.3. METODOS DE CRIOPRESERVACION

Actualmente existen dos métodos para la criopreservacion de embriones, que son
la congelacion y la vitrificacion. Estos meétodos tienen como fundamento el
deshidratar la célula con el uso de un crioprotector, para prevenir la formacion de
cristales de hielo intracelular y minimizar el dafio que éstos causan (Cabrera &
Fernandez, 2006). Cabe mencionar que el primer logro de la criopreservacion de
embriones realizado en humanos fue en 1972, por medio de congelacién lenta, de
aqui en adelante se han mejorado las técnicas de criopreservacion (Cabrera &
Fernandez, 2006).

10



2.3.1 CONGELACION LENTA

La congelacioén lenta es un protocolo pionero de la criopreservacion que consiste en
la utilizacion de bajas concentraciones de crioprotectores y una tasa lenta de
enfriamiento (Rosemberg, 2009). Este meétodo usualmente se realiza usando
biocongeladores programables para realizar el descenso lento de temperatura,
incluyendo estrategias de enfriamiento como es la inyeccion de vapor de nitrégeno,
el movimiento de la muestra a través de un gradiente frio en refrigeradores
programados o el mantenimiento de las muestras sumergidas en nitrégeno liquido
(Hurtado et al., 2008).

En la congelacion todos los protocolos son disefiados para bajar la
temperatura de criopreservacion lentamente, la velocidad de enfriamiento, en el
caso del método tradicional de congelacion, va de 0.3° a 0.6 °C por minuto, a partir
de temperaturas de -4.5° a los -35°C, en donde previamente se han expuesto las
células a un crioprotector para remover el agua intracelular y evitar la formacion de
cristales de hielo (Vajta & Yovich, 2008).

Durante este método, los 6vulos y embriones pasan por varias etapas previas
al estado de criopreservacion. La primera consiste en superar el shock frio, dénde
se experimentan fluctuaciones de temperatura sobre su punto de congelacién,
superandose con el descenso de temperatura de manera uniforme y lenta. Algo que
distingue a la congelacion lenta es que cuando los embriones sumergidos en
solucion crioprotectora llegan a una temperatura inferior al punto de congelacion del
crioprotector, éste Ultimo no se cristaliza y mantiene su estado liquido, en este punto
se controla la formacién de cristales extracelulares al generar un ambiente
hipertonico que permite que el embrion se deshidrate por exosmosis (Hurtado et al.,
2008). Es importante que la velocidad de enfriamiento no sea muy lenta ya que
podria generar una deshidratacion excesiva del embridn, llevandolo a un colapso
celular irreversible. La ultima y siguiente etapa del enfriamiento lento es llamado
“break point”, que se alcanza entre los -30°C y -80°C. Una vez que se alcanza esta
temperatura, se realiza un descenso rapido, hasta llegar a la temperatura de

almacenamiento, que por lo regular son -196°C en tanques de nitrégeno.
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2.3.2 VITRIFICACION

La vitrificacion es una técnica de congelacion que se refiere al uso de una solucion
gue se convierte en un solido vitreo amorfo (Liebermann, 2008) por la elevacion
extrema de la viscosidad (Kuwayama et al., 2014), libre de cristales de hielo y que
se logra al utilizar crioprotectores altamente concentrados (Sakai & Engelmann,
2007; Cabrera & Fernandez, 2006) o por la mezcla de mas crioprotectores o la
eliminacién o adicion rapida de calor (Liebermann, 2008).

Se considera que la vitrificacion es una técnica econdémica, sencilla y la mas
rapida, ya que no requiere el uso de congeladores programables sélo es cuestion
de que las células a congelar se sometan a una solucién crioprotectora, se coloquen
en una herramienta de almacenaje y se sumerjan en nitrogeno liquido; ademas las
células se enfrian a bajas temperaturas de manera extremadamente rapida, a una
velocidad de alrededor de los 15 000-30 000°C/min (Liebermann et al., 2002). Es
decir, que la célula se congela en contacto al nitrdgeno liquido en un segundo, lo
gue es equivalente a un descenso de temperatura de entre 250° C y 500°C por
segundo.

Se conocen dos métodos de vitrificacion, la vitrificacion rapida y la vitrificacion

ultra rapida (Figura 1).
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Figura 1. Curva de velocidades de enfriamiento de ovocitos y embriones, durante la
congelacion lenta, la vitrificacién usando pajuelas como almacenamiento y la vitrificacion ultrarrapida

(contacto directo con nitrogeno liquido a -196°C) de acuerdo con diferentes metodologias (Vajta &
Yovich, 2008).

VITRIFICACION RAPIDA

La vitrificacion rapida consiste en la deshidratacion celular utilizando altas
concentraciones de crioprotector (Avila et al., 2006), mediante el empleo de vapores
de nitrdgeno que congelan la muestra para después introducirla en el nitrogeno
liquido, llevando la muestra de una temperatura de -80°C a -196 °C. Actualmente,
la vitrificacion de blastocistos es aceptada por la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva y por la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia

como un tratamiento médico seguro y eficaz (Zegers et al., 2014).

VITRIFICACION ULTRARRAPIDA
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La vitrificacion ultrarrpida evita la formacion de hielo al permitir el paso de una fase
liquida a una sélida en fraccién de segundos, con ello se mejora la estabilidad y el
mantenimiento del esqueleto celular (Zegers et al., 2014) con el uso de una mezcla
de crioprotectores en concentraciones altas, que a bajas temperaturas aumentan la
viscosidad formando un soélido amorfo (Avila et al., 2006). Al igual que la vitrificacion
rapida, no es necesario el uso de congeladores programables ya que los embriones

inmediatamente se ponen en contacto con el nitrdgeno liquido.

El método de vitrificacion ultrarrapida ha sido utilizado exitosamente para
congelar 6vulos y embriones de animales de laboratorio (Palma, 2001), una vez
terminado el tratamiento con el crioprotector se vitrifican los embriones
introduciéndolos directamente al nitrégeno liquido en donde son almacenados.
Estos avances lograron tasas de supervivencia embrionaria entre 90% y 97%
(Zegers et al., 2014), al momento de descongelar, cuando los embriones se
criopreservan en estadio de blastocistos, es decir, al quinto dia del desarrollo
embrionario in vitro. La viabilidad de las células dependera de la temperatura del
nitrégeno liquido y del crioprotector utilizado (Vara & Gil, 2011). Para evaluar la
viabilidad celular, lo mas recomendable es determinarla a las 48 horas después de
la vitrificacion.

Actualmente, la vitrificacion de blastocistos es aceptada por la Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva y la Sociedad Europea de Reproduccibn Humana y

Embriologia como un tratamiento médico seguro y eficaz (Zegers et al., 2014).

2.4. CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES

La criopreservacion de embriones en mamiferos se inicio en 1972, con base en los
estudios experimentales de Wilmut y Whittingham (Alvarez, 2007), quienes
mostraron que los embriones de raton en etapas tempranas de desarrollo que se
congelaron en presencia de DMSO obtuvieron una buena supervivencia
embrionaria con llegada a término obteniendo ratones vivos (Alvarez, 2007). En
1973, se logré el nacimiento del primer becerro procedente de un blastocisto

previamente criopreservado durante seis dias en nitrégeno liquido, al utilizar una
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solucién 2 M de DMSO y empleando una velocidad de congelacion de 0.2°C/miny
descongelacion de 360 °C/min (Cabrera & Fernandez, 2006).

Actualmente en el area de la reproduccion asistida se emplea como
herramienta la criopreservacion de évulos, espermatozoides y embriones para

posteriormente hacer uso de ellos.

2.5. HERRAMIENTAS DE ALMACENAJE PARA LA CRIOPRESERVACION

Para que la vitrificacién resulte 6ptima, es de gran importancia considerar que la
herramienta de almacenaje a utilizar se enfrie a una velocidad similar a la velocidad
de enfriamiento del método utilizado, es decir, se debe enfriar lo mas rapido posible
y alcanzar la temperatura en la que la muestras seran almacenadas, cuidando que
no exista una contaminacion cruzada de los embriones. Por lo tanto, se han creado
diversas herramientas que, en su mayoria, pretenden conseguir una transferencia
de calor 6ptima (Rivero & Risco, 2012). Entre las herramientas de almacenaje que
existen, encontramos al cryotop, cryostage, capilares de policarbonato, crioloops,
closed pulled straws, open pulled straws, rejilla de cobre de microscopia electronica,
ampollas de vidrio, pajuelas, entre otros (Hurtado et al., 2008; Rivero & Risco, 2012).

2.5.1 CRIOVIAL

Los crioviales de plastico son herramientas accesibles y econdmicas, de facil
manejo y transporte, puesto que pueden contener muchos embriones y dan
resultados favorables para la criopreservacion. Son elaborados con polipropileno, lo
gue otorga mayor estabilidad y proporcionan un lugar seguro y confiable para la
muestra (Fisherscientific, 2024). Podemos encontrar a los crioviales en

presentaciones de 1.0 ml 6 2.0 ml.

2.5.2 CRYOTOP

El Cryotop consiste en una lengleta de propileno que esta unida a un mango de
plastico equipada con una pajuela que sirve de proteccion durante la manipulacion
y almacenaje. Esta herramienta tiene un volumen de 1ul, cantidad que se considera

como el volumen minimo de la muestra que permite una velocidad de enfriamiento
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de 23.000 °C/min (Cobo, 2008), lo cual ha dado resultados favorables en las clinicas
de reproduccion asistida, pero su costo es mas elevado con respecto a crioviales y
tiene la desventaja de que no es posible utilizarlo por cuestiones de contaminacion

de la muestra por agentes patégenos.

3. ANTECEDENTES

3.1. ESTADIO DE DESARROLLO PARA LA VITRIFICACION DE EMBRIONES.
Diversos trabajos han demostrado que la eficiencia de la criopreservacion de
embriones no solo depende del método sino también de la especie y etapa de

desarrollo, por tal motivo se deben estandarizar los protocolos para cada especie.

Algunos autores aseguran que la criopreservacion del embridn en raton se
debe realizar en etapa de moérula (Feng et al., 2009), mientras que de acuerdo con
Zhou et al. (2005) la etapa mas adecuada para la congelacion es la de blastocisto
temprano ya que obtuvieron entre un 100% y 98% de supervivencia de los
embriones de ratones. En otro trabajo desarrollado por Wilson y Quinn, en 1989,
con embriones de ratdn en estado de 2 y 8 células tuvieron mejor tolerancia a la
criopreservacion resultando en un 71% de viabilidad en comparacién a los
embriones de control. Por otro lado, Hurtado et al. (2008) no recomiendan congelar
cigotos en estadio de singamia, lo ideal es congelar entre las 20-22 horas
posteriores a la inseminacion (periodo en el que los cigotos han de encontrarse en
fase G2), antes de la fusion de los pronucleos y la condensacion cromosomica, ya
qgue en el periodo de singamia se sintetiza el ADN junto con la formacion del huso
mitético y los microtlibulos son sensibles a los cambios de temperatura, lo que
podria ocasionar una alteracién en la distribucién de los cromosomas. Para estos
autores, la congelacion de embriones humanos se debe realizar en estadios medios
de desarrollo (D+2/D+3) en donde, después de su desvitrificacion, se han obtenido
blastocistos con una supervivencia de un 72% y una tasa de implantacion del

14.28%. También en las clinicas de reproduccion humana se suelen congelar en
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estadio de blastocisto, por medio de vitrificacion ultrarrapida, logrando que el 65%
de embriones sobrevivan y presentaron un 50% de morfologia de buena calidad
(Hsieh et al., 1999).

3.2. EFECTOS CITOTOXICOS

Un efecto negativo reportado en ovocitos causado por la exposicion a DMSO
durante el proceso de enfriamiento es la liberacion prematura de los granulos
corticales y un endurecimiento de la zona pellicida, lo que compromete la
fertilizacion (Smith & Villa, 2007). Asi, Kang et al., en 2017, reportaron que al
exponer embriones de 2 células a DMSO éstos mostraron una mayor expresion de
genes de respuesta a proteinas como Hspa 5, Hsp90b1l, Ddit3, Atf4 y Xbpl, lo que
provoca que el desarrollo de muchos embriones se detenga en las etapas de 2y 4
células o morula de manera dependiente de la dosis del crioprotector y otros

presenten problemas de implantacion.

De lo estudiado principalmente en ovocitos, los investigadores han adaptado
estrategias y diferentes metodologias para aplicarlas en la vitrificacion de
embriones, principalmente con combinaciones de crioprotectores no permeables y

permeables para disminuir el dafio celular o evitar la formacién de cristales.

3.3. USO DE MODELOS MURINOS

Ling et al., en 2009, compararon los efectos de la vitrificacién sobre el desarrollo de
embriones murinos en estadio de moérula y blastocisto, almacenados en cryotop, al
utilizar como agentes crioprotectores 7.5% (v/v) de etilenglicol y 7.5% (v/v) de
DMSO + 0.5 mol/l de sacarosa del Kit de vitrificacion Kitazato (Kitazato
BioPharmaceutical, Shizuoka, Japan) y como soluciones de descongelamiento
usaron sacarosa 1.0 M (1 min a 37°C), y sacarosa a 0.5 M, con éste método se
recuperaron morulas (95.4%) y blastocistos (96.5%) mostrando integridad celular.
Después en el cultivo de embriones para la formacion hasta la etapa de blastocisto,
el porcentaje de éxito fue significativamente menor para las morulas vitrificadas

(90.3%) con respecto al grupo control no vitrificado (98.4%). Ademas, las tasas de
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eclosion fueron similares, ya que en el grupo de morulas vitrificadas y el grupo de
blastocistos vitrificados fueron del 79.6% y 81%, respectivamente. Estos resultados
indican que la vitrificacion criogénica de embriones de raton en la etapa de morula
garantizaria un mayor grado de competencia en el desarrollo posterior al

descongelamiento, en lugar del estado de blastocisto.

Otros investigadores como Ishimori et al. (1991), evaluaron la viabilidad de
embriones de raton en estadios de moérula y blastocistos después de la vitrificacion,
donde se usaron 6 diferentes mezclas de crioprotectores penetrantes y no
penetrantes: Glicerol + etilenglicol (mezcla 1); glicerol + propilenglicol (mezcla 2);
glicerol + dimetilsulféxido (mezcla 3); etilenglicol + propilenglicol (mezcla 4);
etilenglicol + dimetilsulfoxido (mezcla 5) y propilenglicol + dimetilsulfoxido (mezcla
6). Los resultados después de la descongelacion y rehidratacién arrojaron que las
tasas de supervivencia para las moérulas fueron mayores para las mezclas 5y 3 (79
y 78%, respectivamente) y la mas baja se registré para la segunda mezcla (16%);
por otro lado, encontraron que las tasas de supervivencia de morulas vitrificadas en
las mezclas 3 y 5 fueron mayores que las otras soluciones. Por otro lado, en los
blastocistos, las tasas de supervivencia fueron mayores para las mezclas 5y 1 (79
y 72%, respectivamente) mientras que la menor tasa se registré para la segunda
mezcla (29%). La supervivencia de los blastocistos con las mezclas 1 y 5 fueron
mayores que las otras soluciones. De acuerdo con los resultados, los embriones
vitrificados con la mezcla 5 se transfirieron a ratones receptores y se encontré una
supervivencia de desarrollo in vivo en el estadio de moérula de un 34%, resultados
que fueron similares con respecto al control o la transferencia de embriones frescos
donde la tasa fue del 36%. Con respecto a la tasa de desarrollo in vitro de embriones
vitrificados con etilenglicol + DMSO en estadio de blastocisto fue de 49% y no hubo
diferencia ya que en los embriones control su tasa fue de 50%. Estos resultados
evidencian que los crioprotectores como el DMSO vy etilenglicol son buenos
criopreservadores para la vitrificacion de embriones de raton en estadios de mérula

y blastocistos.
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Por otro lado, Trounson et al. (1987) se han enfocado en investigar protocolos
en relacion con la concentracién de crioprotectores, en el que en uno de ellos
compararon el efecto del crioprotector DMSO 2 M + sacarosa con varias
concentraciones (0,0.25,0.5,0.6 y 0.75 M), y encontraron una tasa alta de
supervivencia del 68% y 87% en las concentraciones de sacarosa 0.25 My 0.6 M
respectivamente, ademas de que en porcentaje de embriones tempranos que
continuaran con el desarrollo a blastocistos, las concentraciones que funcionaron
son 0.25My 0.5M con el 55% y 26% con respecto a las otras concentraciones que
no mostraron datos. Dentro del mismo trabajo, Ishimori (1991) con sus
colaboradores también evaluaron el efecto de la concentracion de sacarosa 0.25 M
+ DMSO a diferentes concentraciones (1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5y 4.0 M), de los
cuales en ninguno de los dos factores encontraron efecto, lo que si observaron es
que la combinacién de sacarosa 0.5 M + DMSO 2.5 M tuvieron bajas tasas de
embriones que llegaron a blastocisto, con tan sélo el 2%. Concluyeron que el uso
de sacarosa parece ser necesario para que los embriones logren desarrollarse
después de la desvitrificacion, ya que funciona como un soluto extracelular que

causa la deshidratacion.

También Wilson y Quinn (1989) usaron DMSO a 1.5 0 3.5 M combinado con
sacarosa 0.25 M en embriones de raton F1 hibrido en los estadios de 1, 2 y 8 células
en donde evaluaron la supervivencia, el desarrollo de los embriones in vitro e in vivo,
en donde observaron que la concentraciéon de 1.5 M de DMSO+0.25 M de sacarosa
no protegié a las células después de la descongelacion. Por otro lado, la
concentracion de 3.5 M de DMSO+0.25 M de sacarosa dio como resultado altas
tasas de supervivencia y desarrollo con el método de varios pasos de
descongelacién. De este modo, los embriones unicelulares alcanzaron un 71% de
supervivencia, 35% de desarrollo in vitro y un 10% de viabilidad in vivo. En cuanto
a los embriones de 2 células, alcanzaron el 87% de supervivencia, 77% de
desarrollo in vitro y 66% de viabilidad in vivo y para finalizar, los embriones de 8
células tuvieron una supervivencia de 97%, 87% de desarrollo in vitro y un 62% de

viabilidad in vivo. Por lo tanto, los autores concluyeron que para las etapas de 2y 8
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células los resultados fueron favorables con respecto al grupo no congelado que
tenian un 71% de viabilidad in vivo, por lo que ese método y mezcla de

crioprotectores es viable y rapido.

3.4. HUMANOS

Ahora bien, en cuanto a trabajos enfocados a la practica de vitrificacion en humanos
Liebermann (2008), sefiala que la vitrificacion de blastocistos por medio de la
herramienta de Cryotop es una técnica eficaz que esta asociada a tasas altas de
embarazo y de implantacion de tal manera que es un abordaje clinico seguro, ya
gue los lactantes resultantes son sanos y carentes de anomalias. En este trabajo,
los autores trabajaron con Etilenglicol/DMSO al 7.5% (Concentracion baja) seguido
de Etilenglicol/DMSO al 15% en sacarosa 0.5 M (Concentracién alta) para vitrificar
blastocistos de dos grupos, uno al dia 5 de desarrollo y el otro al dia 6 de desarrollo,
gue fueron almacenados en Cryotop. Posteriormente, al calentamiento, sobrevivio
el 96% de los blastocistos vitrificados el dia 5 de desarrollo (1020/1062) y el 96% de
los blastocistos vitrificados el dia 6 de desarrollo (916/954), lo que indica que no
existen diferencias en el porcentaje de supervivencia después de la vitrificacion
entre ambos estados de desarrollo. Ademas, los porcentajes de embriones
vitrificados en los dias 5 y 6 de desarrollo que llegaron a parto fueron del 91.6% y
90.2%, respectivamente, sin que se observara alguna diferencia entre ambos
grupos.

Por lo anterior, los investigadores se han encargado de buscar aquellos
dispositivos para la criopreservacion que permitan potenciar el proceso de
vitrificacion, minimizando el volumen de los crioprotectores que alberga la muestra
con el fin de que se reduzca el espesor de la capa de vapor (efecto Leidenfrost-
barrera térmica) y se incremente la velocidad de enfriamiento. (Liebermann, 2008)
y es por eso que algunos han trabajado con herramientas como crioviales, cryoloop,

cryotop o pajillas de vidrio.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La congelacion de células germinales ha tenido un gran auge en los ultimos afios,
sobre todo en la industria ganadera, laboratorios de investigacion y en la clinica
humana para retrasar la paternidad o en casos ddénde los pacientes tienen
comprometida su calidad espermética por cuestiones de trabajo o salud, como en
pacientes que seran sometidos a quimioterapia. Ademas, en la actualidad, se
utilizan cada vez mas protocolos de vitrificacion o de congelacion tradicional (lenta),
porque es la que mas se ha estudiado y el método por excelencia para algunos
embriélogos. Sin embargo, en todos los protocolos publicados nos indican que no
todas las células sometidas a criopreservacion son recuperadas y viables después
de un tiempo de cultivo. Ya que el reto mas importante a superar es la formacion
de hielo durante la vitrificacion, fenébmeno que ocurre en el rango de temperatura
entre los -5°C y -80°C lo que provoca el dafio mecanico o ruptura de toda la
estructura celular.

Ademas, se ha reportado que no todos los crioprotectores son adecuados en
diferentes concentraciones por su efecto citotoxico (porque los tiempos de
exposiciobn son muy largos o cortos) y que en diferentes protocolos que usan
distintas herramientas de almacenaje no tienen la capacidad de proteger en su

totalidad a los embriones en diferentes etapas de desarrollo del frio.

5. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas el criopreservar embriones, principalmente en humanos, ha
tenido resultados exitosos para obtener recién nacidos vivos; sin embargo, el
porcentaje de supervivencia y viabilidad morfolégica son mas bajas que el
porcentaje de implantacion de embriones en fresco que han reportado diversos
investigadores y clinicas de reproduccién asistida; esto es porque existe un alto
riesgo de que la calidad embrionaria se vea comprometida debido a dafios
criogénicos provocados por los cambios extremos de temperatura, la fuerza

mecanica o dafio osmaotico durante el proceso de congelacion y descongelacion;
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dando como resultado embriones con baja calidad con aneuploidias o que expresen

muerte celular prematura.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es contribuir en la mejora de los
protocolos de vitrificacion ultrarrdpida, encontrando un protocolo que considera el
uso de dos combinaciones de crioprotector no permeable con un permeable
almacenados en dos herramientas de almacenaje con volumenes distintos, y que
mas tarde éste trabajo pueda estandarizarse y extrapolar a clinicas de reproduccion
asistida o para su uso con otras especies, buscando el aumento de la calidad

embrionaria.

6. HIPOTESIS

El uso de la combinacién de un crioprotector permeable y uno no permeable, junto
con el uso de un dispositivo que mantenga un menor volumen de crioprotector en
los embriones almacenados a -196°C, mantendran la viabilidad e integridad celular

de los embriones de ratdn de la cepa CD-1 después de su desvitrificacion.

7. OBJETIVOS

7.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar qué tipo de almacenamiento y qué combinacién de crioprotectores
(permeables y no permeables) preserva la viabilidad de los embriones de ratones

de la cepa CD-1 al ser vitrificados ultrarrapidamente.

7.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la viabilidad y desarrollo de embriones de ratones de la cepa CD-1
después de su vitrificacién al usar un crioprotector compuesto por 4.5 M de
dimetilsulféxido (permeable) con 0.25 M de sacarosa (no permeable), al utilizar
Criotop como herramienta de almacenaje.

e Determinar la viabilidad y desarrollo de embriones de ratones de la cepa CD-1

después de su vitrificacion al usar un crioprotector compuesto por 4.5 M de
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dimetilsulféxido (permeable) con 0.25 M de sacarosa (no permeable), al utilizar
crioviales como herramienta de almacenaje.

e Determinar la viabilidad y desarrollo de embriones de ratones de la cepa CD-1
después de su vitrificacién al usar un crioprotector compuesto por 4.5 M de
etilenglicol (permeable) con 0.25 M de glucosa (no permeable), al utilizar Criotop
como herramienta de almacenaje.

e Determinar la viabilidad y desarrollo de embriones de ratones de la cepa CD-1
después de su vitrificacién al usar un crioprotector compuesto por 4.5 M de
etilenglicol (permeable) con 0.25 M de glucosa (no permeable), al utilizar

crioviales como herramienta de almacenaje.

8. METODOLOGIA

Este estudio se realizd en el Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.
Todos los experimentos se realizaron con estricto apego a la Normal Oficial Mexica
NOM-062-Z00-1999, sobre especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado
y uso de animales de laboratorio.

Se utilizaron ratones hembra y macho de la cepa CD-1 de 10 semanas de
edad y 25 g de peso, mantenidos en el Bioterio Claude Bernard de la BUAP, bajo
condiciones estandar de bioterio y acceso libre al agua y alimento.

Se realizaron 8 experimentos, en cada uno de ellos se usaron 2 hembras y un
macho. Se obtuvieron ovocitos de las hembras a las que previamente se les indujo
superovulacioén, se realizé una fertilizacién in vitro y los embriones desarrollados
fueron criopreservados con dos diferentes crioprotectores y dos diferentes

herramientas de almacenaje.

8.1. DISENO EXPERIMENTAL

De los 8 experimentos realizados se obtuvieron 288 ovocitos de 32 ovarios de

hembras Mus musculus de la cepa CD-1 a las que se les indujo superovulacion.
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Obteniendo 94 embriones que se vitrificaron por técnica ultrarrdpida con una de dos
combinaciones crioprotectoras (DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25M o Etilenglicol 4.5
M+ glucosa 0.25M) almacenadas en dos diferentes herramientas (Criovial o

Cryotop) como se observa en la figura 6.

Combinacion 1
DMSO 4.5M + Sacarosa 0.25 M

/' (25 embriones)
Qe e

repartieran

Herramienta 1

Criovial A Combinacidn 2
(50 embriones) R Etilenglicol 4.5M + Sacarosa
- g2 e 0.25 M
Embriones 5 ) .
Ovocitos o ’*"-“::“’”" (25 embriones)
\ Combinacion 1
Herramienta 2 cuese " DMSO 4.5M + Sacarosa 0.25 M
Cryotop repartieron [22 Embriones]

con &l usa de
(44 embricnes)

Combinacién 2
Etilenglicol 4.5M + Sacarosa
0.25 M
(22 embriones)

Fig. 6. Diagrama que ilustra como se trabajo la vitrificacién ultrarrapida de embriones y la cantidad

de embriones recuperados después de la desvitrificacion.

8.2. INDUCCION DE SUPEROVULACION

Para la induccion de la ovulacion, se administré 5 U.l. de gonadotropina coriénica
de yegua prefiada (PMSG) por via intraperitoneal (IP) y 48 horas mas tarde, se

administré 5 U.l. de gonadotropina coridnica humana (hCG) por via IP.

8.3. OBTENCION DE OVOCITOS

Las hembras fueron sacrificadas 16 horas después de la administracion de hCG,
haciendo uso de una camara de COz2. Posteriormente, se realiz6 la diseccion
abdominal para localizar los ovarios y recuperar las asas de los cuernos uterinos,
los cuales se colocaron en una caja Petri de 3 cm de diametro que contenia medio
CZB-H a una temperatura de 37°C. El tejido de las asas se rompio con la ayuda de

dos agujas delgadas para la liberacion de los ovocitos ovulados (Figura 7).
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Figura 7. Imagen de microscopia estereoscépica de ovocitos ovulados, obtenidos por

induccion hormonal a una hembra de la cepa CD-1 (Mus musculus).

Los ovocitos se recuperaron y se colocaron en cajas Petri estériles con medio
CZB, donde se incubaron por 3 horas en una incubadora a 37°C en atmosfera
hameda y CO2 al 5% para la estabilizacion y eliminacion de células foliculares

(decumulacién de los ovocitos).

8.4. OBTENCION DE ESPERMATOZIDES

Los ratones macho se sacrificaron con camara de CO2y por medio de una diseccion
abdominal se extrajeron los testiculos y los epididimos. Los epididimos se separaron
del resto del tejido y se lavaron con medio CZB-H a 37°C. Posteriormente, se realizé
un corte profundo en la cola del epididimo y con una jeringa delgada se perfundié el
conducto deferente con 1 ml de medio CZB a 37°C para la recuperacién de los
espermatozoides en tubos Eppendorf. Posteriormente, los espermatozoides se
capacitaron al incubarlos en medio CZB-H adicionado de albumina al 4%, por una
hora a temperatura de 37°C en la incubadora de CO2 (figura 8).
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Figura 8. Diagrama de la metodologia para la induccién de la superovulacion y la obtencion de

espermatozoides de ratén, para la realizacién de FIV de ratones de la cepa CD-1 (Mus musculus).

8.5. FERTILIZACION in vitro (FIV)

Para realizar la FIV, se prepararon cajas Petri con gotas de 80 uL de medio CZB
distribuidas en la superficie de la caja y cubiertas con aceite mineral. Las cajas se
prepararon con 24 horas de antelacion para que el medio se atemperara a 37°C y
estabilizara en atmdsfera de CO2. Los ovocitos de 6ptima calidad se seleccionaron
con base en su morfologia, ya que debian presentar una forma redondeada, con un
grosor de zona pellcida éptima de alrededor de 20 um, libres de vacuolas, no tener
un espacio perivitelino aumentado debian encontrarse en la etapa de M-I
(presencia del primer cuerpo polar, sin fragmentacion) y se descartaron los ovocitos
gue mostraban anomalias de acuerdo a los criterios como se muestran en la figura
9, los cuales fueron tomados segun la clasificacion de la morfologia de embriones
de acuerdo con la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion
(ASEBIR, 2015).
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Figura 9. Ovocitos con diferentes anomalias que son desfavorables ya que comprometen un

adecuado desarrollo embrionario. Se puede apreciar la presencia de vacuolas (A); una zona pellcida
no circular (B), una zona pellcida gruesa de tamafio >20 um (C); el espacio perivitelino aumentado
(D); la presencia de doble corpusculo polar (E); y un corpUsculo polar fragmentado (F). Adaptado
de Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolgica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos
Humanos (2015).

En cada gota de medio se colocd un ovocito y 50,000 espermatozoides
capacitados (10 pl). Las células se incubaron a 37°C en atmosfera de COz2 al 5%.
Después de 24 horas, se confirm6 si hubo fecundacion observando la presencia de
un cigoto con pronucleos o de un embridén en etapa de dos células. Los embriones
desarrollados se pasaron a una nueva gota de medio HTF para su posterior
desarrollo embrionario por 24 horas (etapa de 4 células), momento en el que se

realizo la vitrificacion ultra rapida de los embriones.
8.6. PROTOCOLO DE VITRIFICACION Y ALMACENAMIENTO

Los embriones desarrollados en el dia 2 de incubacion (D+2, 48 hr), correspondiente

a la etapa de 4 células, se seleccionaron de acuerdo con los siguientes parametros
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gue considera ASEBIR (2015): Ritmo de division y namero celular, que en D+2
corresponde a que el embrion posea 4-5 blastomeras de tamafios similares en

combinacién del grado de fragmentacion.

El porcentaje de fragmentacion celular se determind visualmente de acuerdo
con sus porcentajes de fragmentos con respecto al volumen y distribucion del
espacio embrionario en el que se encontraron. La clasificacién de fragmentacion se
dividié en cuatro, donde el embrién se clasifica como:

e de grado I: el embrion de mejor calidad ya que <10% de area embrionaria con
fragmentos y divisién celular regular en nidmero y visualmente del mismo
tamafio entre blastdbmeras;

e de grado Il: entre 10%-25%;

e de grado lll entre 25%-35% y por ultimo

e de grado IV >35%.

En este trabajo se seleccionaron los embriones que se encontraban en los grados

[, Il'y Il como se ilustra en la figura 10.

Figura 10. llustracion de la clasificacion de la morfologia de embriones de acuerdo con
ASEBIR (2015). Se consideraron cuatro categorias: | <10%, Il: 10%-25%, Ill: 25%-35% y IV: >35%.
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Ademas, se establecié que los embriones seleccionados no presentaran el
anillo citoplasmatico, no hubiera presencia de vacuolas de tamafo
considerablemente visible o similar al tamafio de blastémeras, no tuvieran un
citoplasma moteado y que la zona pellcida no se encontrara septada, que no fueran
circular, o que sea gruesa y oscura, como se observan en la figura 11, que ilustra

ejemplos de anomalias embrionarias para el estadio D+2.

Figura 11. Representacién de embriones con diferentes anomalias que son desfavorables ya
que comprometen la implantacién. Se puede apreciar A) un embrién con fragmentacién >50% tipo
IV; B) el anillo citoplasmatico indicado con flechas; C) una zona pellUcida gruesa; D) una zona
pellcida oscura; E) citoplasma moteado y F) la presencia de vacuolas. Nota. Adaptado de Criterios
ASEBIR (2015).

8.7. VITRIFICACION DE LOS EMBRIONES

En este protocolo se elaboraron dos soluciones crioprotectoras compuestas de una
combinacién de un agente permeable (DMSO o etilenglicol) con uno no permeable
(sacarosa o glucosa); donde la solucién 1 se formo6 por DMSO en concentracion 4.5
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M + sacarosa a 0.25 M disueltos en medio HTF; y la solucion 2 se compuso por

etilenglicol en concentracion 4.5 M + glucosa a 0.25 M disueltos en medio HTF.

8.8. VITRIFICACION CON EL METODO DE CRYOTOP

Los embriones seleccionados se colocaron en el pozo No. 1 de una placa de
vitrificacion con 300 pl de una solucion de HTF a una temperatura de 37°C por 15
minutos (Figura 12). Posteriormente, se transfirieron (a media profundidad) al pozo
No. 2 con 150 yl de medio HTF + 150 pl de cada uno de los crioprotectores a 37°C,
en donde permanecieron por 40 segundos. Se retiraron de ese medio y se colocaron
en el siguiente pozo (No. 3) con 300 pl de la solucién de crioprotectores; donde los

embriones se mantuvieron por 30 segundos.

En placa marca Cryotech®, se colocé en c/pocillo:
1. 300 pl de solucién de HTF
2. 150 pl de medio HTF+ 150 pl crioprotectores
3. 300 pl crioprotectores

Figura 12. Placa de vitrificacion marca Cryotech® utilizada junto con el orden de las soluciones

del protocolo.

Seguido de este tiempo, los embriones se colocaron y almacenaron en Criotop
de la marca Cryotech® de volumen 1ul o en crioviales marca Corning Incorporated
CORNING® con un volumen de muestra de 5 ul y posteriormente se sumergieron
directamente en nitrogeno liquido (-196°C) (MVE Millennium 2000 xc 20), como se

puede apreciar en la ilustracion de la figura 13.
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Figura 13. Pasos de la vitrificacion realizados.

8.9. DESVITRIFICACION

En el protocolo de descongelamiento para la eliminacion del crioprotector se
ocuparon las mismas soluciones descritas para la vitrificacion; compuestas de una
combinacion de un agente permeable (DMSO o etilenglicol) con uno no permeable
(sacarosa o glucosa); donde la solucién 1 se formo6 por DMSO en concentracion 4.5
M + sacarosa a 0.25 M disueltos en medio HTF; y la solucion 2 se compuso por

etilenglicol en concentracién 4.5 M + glucosa a 0.25 M disueltos en medio HTF.

En placa marca Cryotech®, se colocé en c/pocillo:
1. 300 pl crioprotectores
2. 150 pl de medio HTF+ 150 pl crioprotectores
3. 300 pl de solucion de HTF
4. 300 pl de solucion de HTF
5. 300 pl de solucién de HTF
6. 300 pl de solucién de HTF

Figura 14. Se muestra el orden de las soluciones en las placas de desvitrificacion marca
Cryotech® de este protocolo.

Los embriones almacenados en los criotop o en los crioviales se retiraron del
nitrégeno liquido de manera inmediata, se recuperaron de cada uno de los
contenedores de almacenamiento y se colocaron en dos placas de Cryotech®
(figura 14) con los medios para la desvitrificacion, empezando por el primer pozo
con 300 pl de solucion crioprotectora (la misma en el momento de la congelacion)

atemperada de 37°C. Los embriones fueron mantenidos por 3 minutos en el primer
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pozo, después se traspasaron al siguiente pozo con 150 yl de medio crioprotector
+150 ul de medio HTF en donde permanecieron por 1 minuto (con el fin de iniciar la
recuperacion morfolégica del embrién) para permitir el reingreso del agua a las

células y reactivar el metabolismo celular (figura 15).

Desvitrificacion

/\f—? )
- ] =
e " [ i)
7 oadt i bl 9%
—> —> I J — e
. | ! = 1l
m b} L:‘\ e A Ei Q
- E”‘! ones en Embriones en Embriones enl Embriones en el Embriones es Embriones se Recuperacion
pocillo1, por3 pocillo2, por1 pocillo3, por3 pocillo 4, por2 pocillo 5, por2 pocillo6, por2 incubaron por 1 celular

min. min. min. min. min. min. hora a 37°C

Figura 15. Pasos realizados para la vitrificacion de embriones

Terminado el tiempo, los embriones se trasladaron al tercer pozo, con 300 ul
de medio HTF y se incubaron por un tiempo de 3 minutos. Después, los embriones
se pasaron por otros tres lavados en gotas de 300 pl con solucion HTF,
permaneciendo 2 minutos en cada lavado. Al final los embriones se cultivaron por
una hora en incubadora de CO2 a 37°C con la finalidad de revisar su recuperacion
y reactivacion metabdlica al observarlos por microscopia de fases con el objetivo
40x (figura 16).

32



Recuperacion de embriones durante la desvitrificacion

o = =) @ )

Figura 16. Proceso de desvitrificacion. Inicialmente tenemos un embrion en estado hipotonico
y compacto, los embriones al experimentar gradualmente el cambio de concentraciones de solutos
y el cambio de temperatura, el agua traspasa las membranas plasméticas de las células por
gradiente de concentracién, lo cual permite la recuperacién del volumen y morfologia inicial

reactivando el metabolismo del embrién.

8.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron para revisar si se ajustaban a una distribucion normal y si
presentaban varianzas iguales. Al no cumplir con estas condiciones se eligio realizar
las comparaciones entre grupos mediante una prueba no paramétrica (U de Mann-
Whitney) con el programa IBM SPSS Statistics version 30.0.0.0 (172) con

significancia definida por p<0.05.

9. RESULTADOS
En los 8 experimentos realizados, se obtuvo un total de 288 ovocitos ovulados por
induccion hormonal de 32 ovarios, de los cuales se partié para realizar la fertilizaciéon

in vitro.

33



De la fertilizacion in vitro, se obtuvieron 94 embriones en etapa de 4 células
(D+2, 48 hr) que fueron seleccionados por su morfologia (categorias I, Il y 1), para
su vitrificacion. De estos embriones, 25 se almacenaron en crioviales con la solucion
crioprotectora DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25 M, y otros 25 embriones se
almacenaron en crioviales con la solucion etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M. Por
otro lado, 22 embriones fueron almacenados en criotops con el uso de DMSO 4.5
M + sacarosa 0.25 M, asi como otros 22 embriones se almacenaron con el uso de

etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M.

EMBRIONES RECUPERADOS DE LA DESVITRIFICACION

1) USANDO CRIOVIALES
Después de realizar la desvitrificacion, se determind la supervivencia

embrionaria a través de la recuperacion e integridad morfologica (principalmente la
presencia de zona pellcida integra). Se recuperé el 27.5% + 11.91 (media + SEM)
de embriones con el uso de DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25 M almacenados en
crioviales, asi como el 13.87% + 5.44 de los embriones con el uso de etilenglicol 4.5

M + glucosa 0.25 M de igual manera almacenados en crioviales (figura 17).
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RECUPERAC_IﬁN DE LA MORFOLOGIA EMBRIONARIA DESPUES DE LA
DESVITRIFICACION CON EL USO DE CRIOVIAL COMO MEDIO DE ALMACENAJE
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Figura 17. Porcentaje promedio de embriones que se recuperaron morfolégicamente después

de la desvitrificacion, usando los crioviales como método de almacenaje.

En la imagen 18 se puede apreciar dos embriones (distintos) recuperados de

la desvitrificacién que fueron almacenados en Criovial.

Figura 18. Embriones vitrificados (categoria IV y Ill, respectivamente) con el crioprotector

DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25 M, almacenados en criovial y recuperados de la desvitrificacion.

35



2) USANDO CRYOTOP
De los embriones desvitrificados almacenados en cryotop con el uso de DMSO

45 M + sacarosa 0.25 M se recuperd el 24.88% + 13.69 (media £+ SEM) de
embriones, mientras que con el uso de etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M no se

recuperaron embriones.

En la figura 19 se observa un ejemplo de embrién recuperado después de la
desvitrificacién con el uso de Cryotop y DMSO 4.5 M + 0.25 M.

Figura 19. Embrién (categoria Il) vitrificado con el crioprotector DMSO 4.5 M + 0.25 M

sacarosa, almacenado en nitrégeno liquido con el uso Criotop y recuperado de la desvitrificacion.

Respecto a los embriones desvitrificados de etilenglicol 4.5 M + sacarosa 0.25
M, sélo se lograron recuperar las blastémeras de un 20% de 22 embriones que
fueron vitrificados (n= 4), debido a la fractura de la zona pellcida que recuperaron
volumen en medio HTF en un tamafio por encima del que tendrian normalmente si
estuvieran contenidas por la zona pellcida, como se ilustra en la figura 20

embriones sin zona pelucida.
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Figura 20. Embriones vitrificados con el crioprotector etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M,

almacenados en criovial y recuperados de la desvitrificacion en los que se puede apreciar la ruptura
de la zona pellcida por presencia de blastbmeras expuestas, y con la acumulacion excesiva de

restos celulares que se adhirieron.

Ademas, se encontraron casos de embriones con exceso de células de la
granulosa o residuos de estas, que no fueron eliminadas durante la incubacién para
la decumulacion de estas células antes de la FIV y aun con la manipulacién
prevalecieron después de la desvitrificacion, lo que complicd la visibilidad de

algunos embriones cémo se ilustra en la figura 20 en la imagen de la derecha.

EFECTO DE LA MEZCLA DE CRIOPROTECTORES
Al utilizar la prueba de U de Mann-Whitney se observé que el uso de DMSO

4.5 M + sacarosa 0.25 M versus el uso de etilenglicol 4.5 M + glucosa 0.25 M; no se
encontraron diferencias significativas en el efecto de cada mezcla (U= 96.50, Z= -
1.366, p= 0.239) con un efecto pequefio (r= -0.24).

EFECTO DEL METODO DE ALMACENAJE
También para comparar el efecto del método de almacenaje (cryotop vs

criovial) cuando se usé la mezcla de DMSO 4.5 M + sacarosa 0.25 M se realiz6 la
prueba de U de Mann-Whitney y no se encontré diferencia significativa entre ambos
grupos (U=30.50, Z=-0.168, p= 0.878) con un efecto medio (r= 0.5).
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Finalmente, con respecto al efecto del uso de etilenglicol 4.5 M + sacarosa
0.25 M almacenados en las diferentes herramientas no se pudo realizar el analisis

estadistico por la falta de datos ya que no se pudo recuperar ningiin embrién.

10. DISCUSION

En el pasado, las estrategias de criopreservacion de embriones se han basado en
la velocidad de congelacién (lenta o rapida) para evitar la formacion de cristales de
hielo durante los procesos de congelacién y calentamiento, conocidos como el
congelamiento lento y la vitrificacion. De estas, la vitrificacién estéa teniendo mayor
auge en la actualidad, donde su principal objetivo es que el procedimiento sea
rapido para evitar la formacion de cristales. Sin embargo, existen otros fundamentos
a probar que intervienen en los resultados, para encontrar un protocolo éptimo que
proporcione altas tasas de supervivencia embrionaria, un desarrollo adecuado y que
terminen en nacimientos vivos. Dos de estos factores que se deben probar son la
estrategia de la concentracién de crioprotectores y el usar una herramienta de
almacenamiento de bajo volumen, que eviten la formacion de cristales en conjunto

con el método de vitrificaciéon ultrarrapida.

En este trabajo se buscOé encontrar si la combinacion de dos agentes
crioprotectores, uno permeable y otro no permeable, elevan las tasas de
supervivencia y viabilidad celular de los embriones. En el caso del uso de
crioprotectores en la combinacién DMSO y sacarosa a concentraciones de 4.5 My
0.25 M, respectivamente, y el uso de etilenglicol y glucosa al 4.5 My 0.25 M,
respectivamente, se encontré6 que funcionan de la misma manera en la
supervivencia celular, obteniendo tasas similares del 24.88 - 27.5% para DMSO y
sacarosa; y para etilenglicol + glucosa sélo el 13.87%. Ya que no existen diferencias
significativas en ambos tratamientos, sélo se puede observar una tendencia en

donde la combinacién de DMSO + sacarosa podria ser la opcidn viable para estudiar
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el efecto de usar concentraciones mas altas y observar los efectos de supervivencia

y desarrollo embrionario.

Estos resultados son similares a los reportados por Trouson et al., en 1987,
quienes no encontraron diferencias al usar combinaciones de sacarosa 0.25 M +
DMSO en concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5y 4.0 M al igual que la
combinacion de sacarosa 2.5 M + DMSO en concentraciones de 1.0, 1.5, 2.0, 2.5,
3.0, 3.5 y 4.0 M. Esto quiere decir que esas concentraciones no protegieron al
embrion de la disminucion de la temperatura, provocando probablemente dafos a
nivel de microtibulos del huso meiético al causar su despolimerizacion, lo que
puede ser la causa de una segregacion cromosémica inadecuada en la division
celular (Cobo, 2008) generando cigotos aneuploides y que, como consecuencia, los
embriones congelados no recuperen su viabilidad y mucho menos que lleguen a un
desarrollo hasta blastocisto. Por ende, que no sean capaces incluso de lograr la
implantacion, o si lo llegan a lograr el producto podria tener alteraciones

cromosomicas serias que podrian afectar su calidad de vida a futuro.

En contraste con los resultados del presente trabajo y lo que mencionan
Trounson et al. (1987), Wilson y Quinn (1989) obtuvieron mejores resultados con el
uso de la combinacion de DMSO 3.5 M + sacarosa 0.25 M, y su trabajo se centrd
en el fundamento de evitar la formacion de cristales de hielo y en la eliminacion de
los crioprotectores, con una solucion de sacarosa 0.25 M + medio de cultivo en
varios pasos (Liebermann, 2008), a diferencia de nuestro trabajo se utilizaron las
mismas soluciones para la vitrificacion y para la desvitrificacion se usaron lavados
de sacarosa + DMSO seguido solo de sacarosa y finalmente medio de cultivo, en
donde parece ser que la sacarosa es viable para la eliminacién de los agentes
crioprotectores utilizados en la vitrificacion para la conservaciéon de embriones de
raton.

Aunque solo se recuperaron el 13% de embriones con el uso de etilenglicol
4.5 M + glucosa 0.25 M almacenados en Criovial, probablemente se deba al efecto

anicamente del etilenglicol, ya que de manera individual, de acuerdo con Miyamoto
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e Ishibashi (1977) es eficaz; y la glucosa no protegi6é a las células, ya que se ha
reportado que su uso como crioprotector en embriones de Rhinelepis aspera, no

protegio a los embriones congelados de esta especie (Fornari et al., 2011).

En cuanto a la herramienta de almacenaje para los embriones con la
combinacion de los crioprotectores DMSO + sacarosa, en los crioviales y cryotop
encontramos que funcionan igual ya que se recuperé casi la misma cantidad de
embriones (27.5% y 22.88%, respectivamente), si bien se esperaba que fuera mas
alto con cryotop; ya que en la literatura los centro de fertilidad reportan que la
vitrificacion mediante el uso del dispositivo Cryotop es muy eficaz ya que se
relaciona con las altas tasas de embarazo y de implantacion, lo que da a lugar a
lactantes sanos y carentes de anomalias. En estos centros siguen un protocolo de
vitrificacién de blastocistos usando Cryotop con un volumen minimo de 0.1 pl
(Liebermann, 2008); lo que evita que las células se deshidraten en exceso y

presenten dafio osmatico.

En contraste a esa aseveracion, Seki et al. (2018) obtuvieron resultados
satisfactorios con respecto a la vitrificacion de embriones de raton con el uso de un
crioprotector diferente (etilenglicol + Ficoll sacarosa) pero almacenados en
crioviales en un volumen de 5 pl, en donde reportan el desarrollo hasta blastocisto
y un 43 % de los embriones transferidos llegaron a término. Usando un método
similar Fukuda et al. (2021), tuvieron éxito al vitrificar embriones de rata en un
volumen de 5 pl con la misma mezcla de crioprotectores que Seki et al. (2018) en
donde llegaron a obtener un 50% de implantacion, una tasa similar a los embriones
control en sus experimentos. En el presente trabajo observamos que el cryotop con
volumen de muestra de 0.1 pl parece ser una herramienta éptima a diferencia del
uso de los crioviales, ya que un factor importante para alcanzar el punto vitreo de
las soluciones es la velocidad a la que se enfrian la muestras y al estar contenidas
por un dispositivo elaborado con un tipo de material que puede retrasar esa
velocidad (Liebermann, 2008) se corre un alto riesgo de que se formen los cristales

de hielo o la muestra se deshidrate hasta un nivel irreversible, causando la ruptura
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de la zona pelucida o la fusion de los lipidos de las membranas de los organelos y
se presente un dafio genético (por ejemplo, la activacion de genes de la apoptosis,

o aneuploidias).

Finalmente, en la experiencia en el laboratorio observamos que el criovial es
una herramienta que, al tener un volumen de gran tamafo, ocasiona que las
muestras se pueden adherir facilmente a las paredes causando de este modo la
pérdida de los embriones, por lo que derivado de los resultados obtenidos se
recomienda el uso del criotop o la busqueda de otros tipos de herramientas para
seguir realizando investigaciones con diferentes concentraciones de DMSO +

Sacarosa.

11. CONCLUSION

Se concluye que los embriones de raton criopreservados en DMSO 45 M +
sacarosa 0.25 M y almacenados a -196 °C en cualquiera de las dos herramientas
(criovial o cryotop) presentan un mejor porcentaje de supervivencia embrionaria en

comparacion con el uso de las otras combinaciones de crioprotectores.

Se requiere seguir investigando sobre estas técnicas para alcanzar tasas mas
altas de recuperacion embrionaria y lograr el desarrollo del embrion hasta
blastocisto y su posterior implantacibn que den como resultado una prefiez y
nacimiento exitoso de los ratones, en miras de poder extrapolar estas metodologias

a las clinicas de reproduccion asistida humana.
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