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Resumen:

La vitrificacion es un método de criopreservacion que se utiliza a menudo con los embriones
gue se obtienen de yeguas o de burras. Consiste en la drastica reduccion de la temperatura a
niveles cercanos a los -196 °C lo cual causa que la solucion criopreservadora que contiene el
embrion pase del estado liquido al vitreo. Varias mejoras en los protocolos de vitrificacion
han hecho posible criopreservar embriones de diferentes tamafios. Los embriones
recolectados al sexto dia después de la ovulacion (DO) suelen tener un didmetro menor o
igual a 300 micrometros (<300 um@) y se pueden vitrificar de forma rutinaria siguiendo
protocolos simples. Las tasas de prefiez post vitrificacion (TPPV) son mas altas con
embriones pequefios que con los grandes (>300 um@). Las TPPV elevadas en los embriones
<300 pm@ se debe a que la capsula embrionaria (CE) aun no est4d completamente
desarrollada y desde luego tiene una alta permeabilidad a las soluciones criopreservadoras.
Los embriones recolectados en el séptimo u octavo dia DO son >300 um@ y se caracterizan
por tener una baja supervivencia post vitrificacion. Para aumentar la TPPV con los embriones
>300 um@ se puede perforar la CE para hacerla mas permeable a las soluciones
criopreservadoras, reducir su tamafio aspirando el fluido del blastocele e inducir un alto
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indice de transferencia de temperatura para alcanzar con mas rapidez la vitrificacion a los
-196 °C.
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Introduccion

Segun estimaciones de la FAOW, durante el periodo 2007-2017 el nimero de burros (Equus
africanus asinus) se redujo en paises como Brasil (1°163,316 a 841,307), China (7°306,000
a 4°568,500), Ecuador (102,058 a 49,729), India (438,000 a 247,000) e Italia (24,000 a
20,928). La poblacion de burros también ha disminuido en el continente africano debido a la
demanda del mercado chino por productos como la piel de burro®. Sin embargo, en paises
como Italia® y Brasil® los burros forman una parte importante de la industria de los équidos
por su produccion de leche®®, queso” y carne®. La recuperacion de la poblacion de burros
es un asunto importante debido al papel que juegan en la economia de los paises emergentes®
y en la produccion de animales hibridos como las mulas®. Los ciclos estrales de las burras y
las yeguas (Equus ferus caballus) difieren principalmente en la duracion del periodo del celo;
el estro es de mayor duracion en las burras®®. Sin embargo, el intervalo entre la ovulacion-
fertilizacion y la entrada del embrion en el Gtero parece ser similar entre las burras®'1213 y
las yeguas®*1®). El tamafio del embrion recuperado durante el sexto, séptimo, octavo o
noveno dia después de la ovulacion (DO) varia dréasticamente tanto en las burras®21316.17)
como en las yeguas®®®® aunque la tendencia de aumentar en tamafio es similar entre ellas.
En los équidos se sabe que el embrion ingresa al Gtero al sexto dia DO®®),

En el proceso de la recolecta de embriones en las burras y las yeguas para la preservacion
por vitrificacién, el dia DO seleccionado (dia de la infusion intrauterina de soluciones y
recoleccidn) determina la etapa de desarrollo del embridén (moérula, blastocisto o blastocisto
expandido). Desde luego, dicta el protocolo adecuado para optimizar la tasa de prefiez post
vitrificacion (TPPV)(2131519-22) Al infusionar el Gtero en el sexto DO, el embrién recuperado
generalmente sera de un tamafio menor que 300 micrometros®?%2)  mientras que los
embriones recolectados en el séptimo, octavo o noveno dia DO tendran un tamario igual o
mayor a 300 micrometros1213202324) - para optimizar los protocolos de vitrificacion
embrionaria se requiere de una determinacion precisa del dia de la ovulacion (dia cero) para
calcular con exactitud la edad/etapa del embrién. Esto es vital porque los embriones
recolectados durante el sexto dia DO no requieren de una reduccién en tamafio antes de la

1143



Rev Mex Cienc Pecu 2020;11(4):1142-1149

vitrificacion, pero los recolectados el séptimo, octavo o el noveno dia DO si la
requieren(12'21'25'26'27).

Las biotecnologias como la vitrificacion de embriones podrian facilitar la reproduccién en
burras y promover la recuperacion gradual de sus poblaciones. El objetivo del presente
estudio fue generar informacion enfocada al mejoramiento del protocolo de la vitrificacion
de embriones y un consecuente incremento de la TPPV para embriones >300 pm@ tanto en
burras como en yeguas.

Relevancia del tamafio del embridn sobre la tasa de prefiez post
vitrificacion (TPPV)

Durante los primeros diez afios del Siglo XXI el tamafio del embrion que se utilizaba en el
protocolo de vitrificacion afectaba claramente la TPPV, con los embriones pequefios (<300
um@) resultando en tasas mas altas y los grandes (>300 um@) en tasas mas bajas®®). En
yeguas se obtuvieron TPPV cercanas al 62 % usando embriones vitrificados <300 um@©@®),
mientras que las tasas eran de 10 % cuando se utilizaron embriones vitrificados >300
um@®@), A partir del 2010, se desarrollaron ajustes a los protocolos de criopreservacion
disefiados para embriones >300 pm@. Entre ellos se encuentran la puncién de la capsula
embrionaria (CE) y la reduccion de su tamafio mediante la aspiracion del fluido del blastocele
(FB)®). Estos ajustes permitieron la vitrificacion exitosa de embriones >300 pm@, la
supervivencia del embrién post vitrificacion en burras®® y TPPV superiores al 40 % en
yeguas®. No se han realizado investigaciones sobre el efecto del tamafio del embrion en la
TPPV utilizando embriones derivados de burras®’39,

Asociacion entre la permeabilidad de la capsula embrionaria (CE) y la
tasa de prefiez post vitrificacion (TPPV)

En las especies equidas los embriones desarrollan una estructura glucoproteica denominada
capsula embrionaria (CE) la cual es necesaria para una adecuada progresion de la
gestacion®?). La vitrificacion de los embriones derivados de las yeguas ha demostrado que la
presencia de la CE disminuye la permeabilidad del embridn a soluciones criopreservadoras,
tanto in vitro®® como in vivo®*3%, Una de las primeras prefieces exitosas en una yegua con
embriones vitrificados >300 um@ se logrd gracias al tratamiento de la CE con tripsina previo
al proceso de vitrificacion para aumentar su permeabilidad a las criopreservados®®. Sin
embargo, el aumento en la permeabilidad de la CE por medio de la tripsina o los inhibidores
de microfilamentos (citocalasina-B) no han producido resultados positivos de manera
consistente®”. En embriones equinos >300 um@ el grado de integridad de la CE parece estar
relacionado estrechamente con la TPPV. Este se debe a que la CE esta mucho mas
desarrollada en esta categoria de embriones y cualquier alteracién dramatica de ella puede
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reducir la TPPV®®, Todavia faltan estudios sobre la permeabilidad de la CE en embriones
de burra 0 mula y para determinar si la permeabilidad est& asociada con la TPPV.

Puncion de la capsula embrionaria (CE) y extraccion del fluido del
blastocele (FB) antes de la vitrificacion

En embriones equinos >300 um@ es importante perforar la CEC®) y extraer la FB para reducir
su tamafio antes de proceder con la vitrificacion®®. Varios estudios han reportado un
incremento en la TPPV como resultado de este procedimiento(®3:2431.384041) por ejemplo,
antes del 2010 las TPPV en las yeguas usando embriones >300 um@ eran inferiores al
40 %1529 pero después del 2010 la aplicacion de la puncion de la CE y la reduccion de su
tamario arrojo TPPV entre el 60 y el 80 %©@3?449) Hay pocos datos sobre la eficacia de este
procedimiento en embriones derivados de burras. Un estudio reciente demostré que la
reduccion del tamafio del embrion por aspiracion del FB antes de la vitrificacion result6 en
una tasa de supervivencia del embrion del 83 % post vitrificacion®. Es importante notar que
en este estudio no se transfirieron los embriones al Utero de una burra posterior a la
vitrificacion y por lo tanto no se documento el desarrollo del embrion in vivo ni la TPPV.
Todavia esta por determinar si la puncion de le CE es necesaria en embriones >300 pm@
derivados de burras®*®?, ya que ningln estudio ha documentado adn el TPPV en embriones
de burras después de la puncion de la CE vy la reduccion del tamafio6172130)  Cabe la
posibilidad de que este procedimiento no sea necesario en los embriones de burras ya que un
estudio de embriones de yegua y de burra demostrd que los embriones de las burras parecian
tolerar mejor la vitrificacion®®); no se han realizado estudios para probar directamente esta
hipdtesis. Son pocos los estudios que evaltan el TPPV en embriones de las burras®) y es
claro que se necesita mas trabajo en esta area'®172%),

La influencia de un incremento en el indice de transferencia de
temperatura (ITT) sobre la tasa de prefiez post vitrificacion (TPPV) en
embriones de équidos

En équidos, un ITT elevado durante el proceso de vitrificacion y desvitrificacion mejora el
TPPV de los embriones >300 pm@. Este indice estd relacionado con la velocidad y la
cantidad de la temperatura transferida del nitrégeno liquido (alrededor de -196 °C) a la
solucion criopreservadora que contiene el embrion (temperatura cercana a los 25 °C). Un
aumento en el ITT representa un aumento en la velocidad a la cual la temperatura de la
solucion criopreservadora que contiene el embridn alcanza los -196 °C. Hay diferentes
maneras de promover un aumento en el ITT. Una es poner la solucién criopreservadora con
el embridn en contacto directamente con el nitrégeno liquido, y otra es reducir el volumen
de la solucion que se pondra en contacto con el nitrégeno liquido. Recientemente se ha
logrado un aumento en la supervivencia de los embriones post vitrificacion a niveles
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superiores al 60 % tanto en yeguas®**% como en burras"” por medio de un aumento del ITT
y utilizando volumenes de soluciones criopreservadoras inferiores a un microlitro al sumergir
el embrion en el nitrégeno liquido. En otro estudio la TPPV se incrementd en yeguas en
respuesta al uso de la puncion de la CE, un aumento del ITT y el uso de contenedores de
volumen pequefio (<1 pl), pero bajé cuando se us6 un ITT reducido y contenedores de
volumen grande (>1 pl)“9. En teoria el uso de contenedores de pequefio volumen aumenta
el ITT. Un estudio de embriones derivados de burras apoya esta suposicion ya que al usar un
volumen final de la solucion de vitrificacion <1 pl se incrementd la supervivencia del
embrion post vitrificacion entre un 40 y 50 %17, No se estableci6 la TPPV en este estudio
ya que no se realizo la puncion de la CE ni se transfirieron los embriones al Gtero de una
burra.
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