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COMUNICACIONES

Vitrificacion de blastocitos bovinos producidos in vitro con el método
Open Pulled Straw (OPS): Primer reporte*
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SUMMARY

The purpose of this work is to present preliminary results of succesfull vitrificaction of bovine embryos
produced in vitro using the Open Pulled Straw (OPS) method.

Open Pulled Straws were made by pulling 0.25 ml French mini straws which were heat-softened until their
inner and outer diameter were reduced to half of their original dimensions. Ninetythree blastocyst were selected
and deposited individually in vitrification solutions 1 and 2 containing TCM199 (20% BFS), ethylene glycol
and dimethyl — sulfoxide (DMSO), for 1 minute and 20 seconds respectively. During the last period a drop of 2
ul containing the embryo pulled into the straw by capillarity effect. Inmediately after that all straws were deposited
into liquid Nitrogen.

Eighty three blastocysts were recovered after thawing. Fifthy four percent of these were re- expanded or
hatched after 24 hours of in vitro culture. After 72 hours of in vitro culture 29% of the blastocysts matured.
Even though our results are slightly lower to those reported in the literature, they show that it is possible to

successfully vitrify bovine blastocysts produced in vitro using the OPS method.
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INTRODUCCION

La vitrificacién exitosa de embriones
mamiferos, especificamente en ratones, fue descrita
por primera vez por Rall y Fahy (1985). La
vitrificacion es un método de criopreservacion
extremadamente rapido, en el cual los embriones
son incluidos en soluciones altamente concentradas
de crioprotectores y sumergidos directamente en el
nitrégeno liquido, desde una temperatura superior
a los 0°C, demorandose asi s6lo unos segundos en

Aceptado: 13.04.2004.

* Financiado por la Direccion de Investigacion y Postgrado
de la Universidad Catdlica de Temuco, Proyecto DIUCT
2001-3-05.

congelarse (Kasai, 1997). De esta manera se logra
la solidificacion de la solucion crioprotectora al
tomar contacto con el nitrogeno liquido, producto
del aumento extremo de su viscosidad, que sin
embargo, no involucra la formacion de cristales de
hielo (Fahy y col., 1984).

A partir del primer reporte, la vitrificacion ha
sido utilizada exitosamente como método de
congelacion de ovocitos y embriones de diversas
especies, entre las que se pueden sefialar:
roedores (Kasai y col., 1990), ovinos (Schiewe
y col., 1991), caprinos (Yuswiati y Holtz, 1990),
porcinos (Vatja y col., 1997a), bovinos (Vatja y
col., 1997b, Vatjay col., 1997¢), Murinos (Kasai
y col., 1992), equinos (Oberstein y col., 2001) y
humanos (Mukaida y col., 1998).
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La mayoria de los métodos tradicionales de
vitrificacion utilizan la pajuela plastica francesa
(french mini-straw) para la congelacion,
almacenamiento y descongelacién de los
embriones. El grosor de la pared de la esta pajuela
conjuntamente con el hecho de que la solucion
crioprotectora estd totalmente aislada del
contacto con el nitrégeno liquido, debido al
sellado previo de la pajuela, limitan la tasa
maxima de congelacion/descongelacion a rangos
de 2.438 °C/min. a 2.550 °C/min. (Vajta y col.,
1998a, Vatjay col., 1999). Cuando los embriones
son vitrificados en forma tradicional, en pajuelas
plasticas, la formacioén de cristales de hielo se
previene por el uso de altas concentraciones de
crioprotectores y altas tasas de congelacion/
descongelacion . Sin embargo, el uso del método
de la técnica “Open Pulled Straw” (Pajuela
abierta y estirada) y de otras tecnologias a
permitido aumentar la velocidad de los cambios
de temperatura, lo cual ofrece ciertas ventajas
para la congelacion, como son la disminucion de
las concentraciones de los crioprotectores
utilizados, con los consecuentes menores efectos
osmoticos y toxicos, y ademas el paso mas rapido
por la zona de temperatura peligrosa, lo que
produce menores dafios por enfriamiento
(chilling injurie).

En los ultimos afios se han descrito
alternativas a la vitrificacion tradicional, que
permiten el contacto directo de la solucion
crioprotectora que contiene el o los embriones y
el nitrogeno liquido, aumentando de esta forma
las tasas de congelacion/descongelacion. Entre
ellas destacan, el deposito directo de microgotas
de solucidén crioprotectora conteniendo el
embrion en el nitrégeno liquido (Riha y col.,
1991), el uso de gradillas de microscopia
electrénica como soporte de los embriones
(Martino y col., 1996), el uso de micropipetas
de vidrio (Kong y col., 2000) o el uso de pajuelas
plasticas estiradas (Open Pulled Straws, OPS)
con el uso del calor (Vajta y col., 1997b). Todas
estds técnicas permiten alcanzar tasas de
congelacidon/descongelacion, que superan los
20.000°C/min, y, ademads, tiempos de contacto
con los crioprotectores menores a 30 segundos a
temperaturas sobre —180°C (Vajtay col., 1998a).
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El grupo de investigadores que desarrolld el
método “Open Pulled Straw” hizo los primeros
reportes de vitrificacion de embriones de cerdo
(Vatja y col., 1997a) y embriones bovinos
producidos in vitro (Vatja 'y col., 1997b) durante
la segunda mitad de la década de los 90.

En nuestro pais el desarrollo de la
criopreservacion de embriones bovinos, ya sea
utilizando la congelacion tradicional o la
vitrificacion, ha sido lento y solo existe en la
literatura un ntimero limitado de trabajos que
especificamente abordan la tematica. Existen
escasos reportes, en los cuales se utiliza la
vitrificacion tradicional para criopreservar
embriones bovinos producidos in vivo (Ratto y
col.,1998; Arteaga y col., 2002a) y solamente uno
que describe el uso de la vitrificacion tradicional
para la criopreservacion de embriones bovinos
producidos in vitro (Arteaga, 2002b).

El presente trabajo describe, por primera vez
en Chile, la vitrificacion exitosa de blastocistos
bovinos producidos in vitro utilizando el método
“Open Pulled Straw”.

MATERIAL'Y METODOS

Blastocistos expandidos bovinos fueron
producidos mediante maduracion, fecundacion y
co-cultivo in vitro con células oviductales, de
acuerdo a protocolos previamente descritos
(Ratto y col., 1999). Noventa y tres (93)
blastocistos expandidos, producidos en cultivo
in vitro los dias 7, 8 y 9 post fecundacion, fueron
seleccionados de acuerdo a sus caracteristicas
morfolédgicas seguin los criterios estipulados por
Eldsen y col. (1978), para ser sometidos a la
vitrificacion.

Pajuelas plasticas de 0.25 ml (Fench mini
straws) fueron modificadas de acuerdo a lo
descrito por Vatja (comunicacion personal). En
resumen, el tercio central de las pajuelas fue
apoyado y calentado por 30 segundos sobre la
esquina de una platina térmica a 90°C, hasta el
evidente reblandecimiento del plastico. Una vez
logrado esto ambos extremos fueron traccionados
en un plano horizontal hasta lograr en la porcion
central la reduccion del didmetro interno y
externo a la mitad de la medida original, y
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consecuentemente la disminucién del grosor de
la pared. Luego, se cortaron las pajuelas en la
secciéon mas delgada con un bisturi, para
posteriormente ser esterilizadas utilizando luz
ultravioleta y almacenadas hasta su uso. El
volumen de solucidén crioprotectora que
contendrd el extremo delgado de la pajuela serd
de 2ul, correspondiente al volumen de la gota
desde la cual el embridn serd cargado por
capilaridad.

Los blastocistos fueron vitrificados de
acuerdo a protocolos descritos por Vajta y col.
(1998a). Brevemente, los embriones fueron
retirados de las microgotas de cultivo y lavados
en TCM199 (Sigma M-2520) adicionado con 20%
Suero fetal bovino (GIBCO 16000-036).
Posteriormente fueron depositados individual-
mente en la primera solucién de vitrificacion
consistente en TCM199, 20% suero fetal bovino,
10% Etilenglicol (Fluka- 03750) y 10%
Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma D-2650), a una
temperatura de 39° C, por un 1 minuto. Luego
fueron trasladados a la segunda solucién de
vitrificacion consistente TCM199, 20% suero
fetal bovino, 20% Etilenglicol y 20%
Dimetilsulféxido (DMSO). Desde esta solucién
el embrion fue tomado con una pipeta
automatica, en un volumen de 2pl, depositandose
esta gota sobre el fondo de una placa petri, desde
donde fue cargado por capilaridad con el extremo
mas delgado de la pajuela plastica previamente
estirada. Inmendiatamente después la pajuela fue
sumergida en nitrégeno liquido, medio en el cual
los embriones fueron mantenidos hasta su
descongelacion y posterior evaluacion. El tiempo
transcurrido desde que el embrion fue depositado
en la segunda solucién de vitrificacion y el
contacto con el nitrégeno liquido no fue mayor
a 20 segundos.

Para la descongelacion las pajuelas fueron
retiradas individualmente desde el nitrégeno
liquido y el extremo mas delgado, que contenia
la columna de medio congelado, fue rapidamente
depositado en una solucién 0.3M de Sucrosa
(Merck 1.07687.0250) en TCM199, a una
temperatura de 39° C por un periodo de 5
minutos, desde donde el embrion fue recuperado.
Luego fueron trasladados a una solucién 0.15M

de Sucrosa en TCM199, a la misma temperatura,
por un periodo de 5 minutos. Posteriormente los
embriones fueron trasladados a una solucién de
TCM199 adicionada con 20% suero fetal bovino
para su lavado final. Desde esta tltima solucion,
los embriones fueron trasladados, en grupos de
1 a 4, a las microgotas de cultivo (50 ul) de
TCM199 adicionado con 20% suero fetal bovino
y 0.1mM B-Mercaptoethanol (Sigma M-7522).
Las condiciones generales de cultivo fueron
38.5°C, 5% CO, y atmosfera saturada de
humedad.

La viabilidad embrionaria fue evaluada
mediante observacion directa, bajo lupa
estereoscopica, cada 12 horas por el periodo que
duré el cultivo in vitro (3 dias). Los parametros
evaluados fueron la tasa de re-expansién o
eclosion a las 24 horas y la tasa de eclosion a las
72 horas de cultivo in vitro.

RESULTADOSY DISCUSION

Ochenta y tres (83) blastocistos fueron
efectivamente recuperados al momento de
descongelar las pajuelas, con una tasa de
recuperacion del 89% (83/93). Esta pérdida de
embriones en el proceso de congelacidon/
descongelacion podria atribuirse al hecho de ser
ésta la primera experiencia realizada con este
método en nuestro laboratorio, y probablemente
puede ser disminuida con un manejo mas
acabado de la técnica. Sin embargo, cabe destacar
que estos valores no pueden ser comparados con
resultados de otros autores ya que ningun reporte
de vitrificaciéon por este método hace mencion
al porcentaje de pérdida involucrado en el
procedimiento. Ratto y col. (1998) reportan una
tasa de pérdida de 20% al descongelar pajuelas
que contenian blastocistos bovinos vitrificados
en forma tradicional.

Cuatro (4.8%) de los embriones
descongelados presentaron fractura de zona
pelucida. En general los valores de fractura de
zona pelucida reportados en trabajos de
vitrificaciéon con el método de OPS son bajos,
con autores que describen ausencia de fractura
(Vatjay col., 1998a) o incidencias tan bajas como
el 1% (Vatjay col.,1997b). La fractura de la zona

81



M. E. SILVA, M. A. BERLAND

pelucida es un fendémeno comun cuando los
embriones son rdpidamente congelados/
descongelados en pajuelas tradicionales,
alcanzando valores de 20 y 27% (Vatja y col.,
1997b), esto, sin embargo, es mucho mas
reducido con el OPS, aunque las tasa de
congelacion y descongelaciéon son mayores,
debido a que con este método no ocurren los
cambios de presion en la solucién de congelacion
durante estos procesos, los que si ocurren en la
congelacion con las pajuelas cerradas
(congelacion y vitrificacion tradicional).

Los ochenta y tres (83) blastocistos
recuperados fueron evaluados inmediatamente
posterior a su descongelacion y cada 12 horas,
por 3 dias de cultivo in vitro (cuadro 1). Al
evaluar la viabilidad de los blastocistos 24 horas
posterior a su descongelacion se observo que 38
embriones (46%) presentaban una re-expansion
completa y 7 (8%) ya se encontraban
eclosionados, lo que implica que 45 blastocistos
(54%) eran viables (cuadro 1). Las tasas de re-
expansion reportadas en la literatura para esta
técnica son superiores a nuestros resultados y
flucttian entre 69.2% (Lazar y col., 2000), 79.6%
(Cho y col., 2002), 81% (Vatja y col., 1998a),
89% (Vatja y col., 1998b) y 93% (Vatja y col.,
1999).

La tasa total de eclosion observada a las 72
horas de cultivo post descongelacion alcanzoé a
un 29% (24/83) (cuadro 1). Este valor es también
inferior a las tasa reportadas en la literatura, la

cuales alcanzan valores de 39.5% (Lazar y col,
2000), 51.8% (Cho y col., 2002), 77% (Vatja y
col., 1998b) y 94-95% (Vatjay col., 1998a; Vatja
y col., 1999).

Aunque nuestros resultados son inferiores a
los reportados por otros autores, en especial a los
de los investigadores que desarrollaron la técnica,
estos tienden a aproximarse a los de otros autores,
quienes han adaptado la técnica en los ultimos
afos, lo cual es un indicador que nuestros
resultados, consecuencia de esta experiencia
preliminar, podran ser mejorados. Otro factor que
puede haber influido en disminuir las tasas de
re-expansion y eclosion obtenidas, es la seleccion
de los embriones para su vitrificacion. Como ya
se menciond, se seleccionaron blastocistos
expandidos de excelente y buena calidad,
producidos en los dias 7, 8 y 9 de cultivo in vitro.
Sin embargo, el hacer mas estrictos los criterios
de seleccion, solo vitrificando blastocistos
producidos en dia 7 de cultivo, probablemente
aumentaria las tasas de viabilidad post
descongelacion, como lo demuestran diversos
investigadores (Greeve y col., 1992; Mermillod
y col., 1992; Del Campo y col., 1993).

Por otra parte, nuestros resultados son
comparables a trabajos previos de vitrificacion
tradicional de embriones bovinos producidos in
vitro en nuestro pais (Arteaga y col., 2002b),
quienes reportan una sobrevivencia del 50% a las
24 horas post descongelacion, y a los resultados
del trabajo de Ratto y col. (1998), quienes sefialan

CUADRO 1: Evaluacién de la tasa de re expansion y eclosion post descongelacion de blastocistos bovinos
producidos in vitro vitrificados por el método Open Pulled Straw.
Evaluation of post thawing re-expansion and hatching rate of in vitro bovine blastocysts vitrified by

the Open Pulled Straw method.

Categoria Evaluacion de la viabilidad embrionaria post descongelacion
embrionaria (proporcién y porcentaje de embriones por categoria)

12 hrs 24 hrs 36 hrs 48 hrs 60 hrs 72 hrs
Degenerado ~ 39/83 (47%) 38/83 (46%) 41/83 (49%) 42/83 (51%) 45/83 (54%) 45/83 (54%)
Expandido 39/83 (47%) 38/83 (46%) 29/83 (35%) 22/83 (27%) 14/83 (17%) 14/83 (17%)
Eclosionado 5/83 (6%) 7/83 (8%)  13/83 (16%) 19/83 (22%) 24/83 (29%) 24/83 (29%)
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tasas de re-expansion del 63% y tasas de eclosion
del 33%, resaltando el hecho de que estos autores
vitrificaron con la metodologia tradicional,
embriones producidos in vivo, cuya resistencia
a los procedimientos de congelacion/
descongelacion es superior a la de embriones
producidos in vitro (Liebrich, 1991; Hasler y col.,
1995).

Son multiples las ventajas que presenta la
utilizacion de la técnica “Open Pulled Straw” en
comparacion a la utilizacion de la pajuela plastica
tradicional, las cuales pudieron ser comprobadas
al utilizar esta metodologia. Cabe destacar que,
debido al adelgazamiento de la pared de la
pajuela por el estiramiento, el efecto termo
aislante de la misma disminuye. Esto
conjuntamente con la disminucién del volumen
de la solucién a congelar, por la reduccion del
diametro interno, y el contacto directo entre la
solucion vitrificante y el nitrégeno liquido o el
medio de descongelacion hace que se aumenten
las tasas de congelacion/descongelacion en 10
veces (Vatja y col., 1998a). También destaca el
aumento en la rapidez y facilidad en el cargado
de la pajuela por el aumento del efecto de la
capilaridad. Producto del mismo efecto, la
columna de medio que se forma al cargar el
embrion en el extremo delgado de la pajuela, se
encuentra en una posicion mas estable y no es
dispersada al ingresar al nitrégeno liquido.

Por otra parte, el utilizar pajuelas abiertas
permite una dilucién inmediata de los
crioprotectores durante la descongelacion, con lo
que se reduce el efecto toxico y osmotico de la
solucion (Vatjay col., 1997b; Vatjay col., 1998a).
Siendo ademads, un método de facil aplicacion,
que permite usar, en términos generales, el
mismo protocolo de manejo de los embriones y
equipamiento de la congelacion tradicional, tanto
para la congelacion, almacenaje y
descongelacion de los embriones (Vatja y col.,
1997b).

Sin duda que una de las mayores limitantes
de algunas de las técnicas de vitrificacion,
incluido el OPS, es el contacto directo con el
Nitrégeno liquido, al cual son sometidos los
embriones, lo que implica desde el punto de vista
sanitario una gran desventaja por el riesgo de

contaminacion, aunque minimo. Estrategias para
minimizar estas limitaciones han sido disefiadas
por diversos autores, algunos de los cuales han
desarrollado una aplicacion estéril del método
OPS, en la cual el nitrégeno liquido utilizado en
el proceso de congelacion es filtrado (0.2 um)
previo a su uso (Vajta y col., 1998b). Otros han
optado por la alternativa denominada Closed
Pulled Straw (CPS) en la cual se sella el extremo
delgado de la OPS usando Polivinil alcohol, para
evitar el contacto entre el Nitrogeno liquido y el
medio que contiene el embrién (Chen y col.,
2001; Lopez-Bejar y Lopez-Gatius, 2002).

El lograr altas tasas de eficiencia en la
criopreservacion de embriones bovinos es un
requisito fundamental, y el complemento
necesario para el desarrollo y establecimiento de
la transferencia embrionaria en nuestro pais. El
adaptar las nuevas tecnologias de
criopreservacion embrionaria nos permitird
mejorar sustancialmente las tasas de éxito
logradas hasta el momento con las metodologias
tradicionales, dando un nuevo impulso al
desarrollo de esta industria en nuestro pais.

De acuerdo a lo reportado en este trabajo,
podemos concluir que es factible la utilizacion
del método de Open Pulled Straw para la
vitrificaciéon de blastocistos bovinos producidos
in vitro, obteniéndose tasas aceptables de re-
expansion y eclosion post descongelacion.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue presentar los
primeros resultados exitosos de vitrificacion de
blastocistos bovinos producidos in vitro
utilizando la técnica del Open Pulled Straw
(OPS) en nuestro pais.

Para la confeccién de las OPS, pajuelas
plasticas de 0.25 ml fueron estiradas utilizando
calor. Los 93 blastocistos seleccionados para la
vitrificacion fueron depositados individual y
secuencialmente en las soluciones de
vitrificacion 1y 2 consistentes en TCM 199 (20%
SFB) adicionado con Etilénglicol vy
Dimetilsulfoxido (DMSO), por periodos de un
minuto y 20 segundos respectivamente. Durante
este ultimo periodo el embrion fue cargado con
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una micropipeta, en un volumen de 2 ul,
depositdndose sobre una placa petri desde la cual
fue cargado por capilaridad en la pajuela estirada,
para luego depositarla directamente en el
nitrégeno liquido.

E1 89% de los blastocistos congelados fueron
recuperados post descongelacion, de los cuales
54% se encontraban re-expandidos o
eclosionados a las 24 horas de cultivo. Al evaluar
los embriones a las 72 horas post descongelacion
se observo un 29% de embriones eclosionados.
Aunque levemente inferiores a resultados
reportados en la literatura, los nuestros indican
la factibilidad de vitrificar exitosamente
blastocistos bovinos producidos in vitro
utilizando el método de Open Pulled Straw.
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