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1. RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue inducir superovulacidon en perras, obtener embriones para
ser congelados por el método estandar, y evaluar su sobrevivencia luego de la descongelacion.

Se utilizaron 6 perras adultas en anestro, a las que se les indujo superovulaciéon con
Extracto Hipofisiario Equino (HAP) y HCG. Después de detectado el estro y ovulacion, las
perras fueron sometidas a monta dirigida, y a una ademas se le realizé inseminacion artificial
con semen fresco. Los embriones fueron recuperados quirurgicamente entre los 13 y 21 dias
después de detectada la ovulacion mediante ecografia. Estos fueron evaluados y puestos en
cultivo in vitro por 24 horas. S6lo 5 embriones llegaron al estado de morula, los que fueron
congelados. Luego fueron descongelados y se evaludé su morfologia, desarrollo in vitro y
tincion. Solo 2 de los 5 embriones congelados fueron descongelados, €stos sobrevivieron al
proceso y compactaron luego de 24 horas de cultivo in vitro.

Si bien los datos obtenidos son escasos, demuestran que es factible crioconservar
embriones de perras, lo que constituye un avance para las biotecnologias reproductivas en
caninos.

Palabras clave: congelacion, embriones, perra, caninos, superovulacion.



2. SUMMARY

RECOVERY AND FREEZING OF CANINE EMBRYOS (Canis lupus familiaris)

The objective of this work was to induce superovulation in bitches, to obtain embryos to
be frozen by a standard method, and to evaluate their survival after thawing.

Six adult bitches in anestrus were used, to which superovulation was induced with equine
hypophysial extract HAP and HCG. After detected the estrus and ovulation, the bitches were
submitted to guide mount, and to one also artificial insemination was realized with fresh
semen. The embryos were collected surgically between the 13 and 21 days after detected the
ovulation by means of an echography. These were evaluated and put in culture in vitro for 24
hours. Only 5 of them came to the state of morulae, to which were frozen. Then they were
thawed and their morphology, in vitro development and staining were evaluated. Only 2 of 5
frozen embryos were thawed, these survived the process, and they compacted after 24 hours of
culture in vitro.

Although, the obtained information is scarce, results demonstrate that is feasible

cryopreservation of embryos, what constitutes an advance for the reproductive biotechnologies
in canine.

Keywords: freezing, embryos, bitch, canines, superovulation.



3. INTRODUCCION

3.1. HEMBRA CANINA.

3.1.1. Anatomia Reproductiva.

Los organos del aparato reproductor femenino son ovarios, oviductos, utero, cuello
uterino, vagina y genitales externos. Los organos genitales internos estan sostenidos por el
ligamento ancho. Este ligamento consta de mesovario, que sostiene al ovario; el mesosalpinx,

que sostiene al oviducto; y el mesonéfros, que sostiene al Gtero (Hafez 2000%).

El ovario de la perra estd encapsulado por la bursa ovarica, que posee una hendidura bursal
localizada centralmente a través de la cual el ovario puede ser visualizado durante el estro,
utilizando un endoscopio. Durante el anestro, la hendidura bursal se cierra. Los ovarios de la
perra recién nacida contienen un estimado de 700.000 ovocitos que disminuyen a 250.000 a la
pubertad, 33.000 a los 5 afios de edad, y s6lo permanecen 500 hacia los 10 afios de edad.
Obviamente la mayor parte de estos foliculos sufren atresia en diferentes etapas del desarrollo
folicular y los ovocitos se degeneran. Después de la pubertad, una ola de foliculos se
desarrolla con cada estro. Muchos foliculos alcanzan un diametro de 6 mm, pero no todos
estan destinados a ovular (Pineda 1991).

3.1.2 Fisiologia Reproductiva.

El ciclo reproductivo se relaciona con diversos fenomenos: pubertad y maduracion sexual,
temporada reproductiva, ciclo estral, actividad sexual posparto y envejecimiento. Estos
componentes son regulados por factores ambientales, genéticos, fisioldgicos, hormonales,
conductuales y psicosociales. El grado de fecundidad adquirido al momento de la pubertad se

mant%ene por unos pocos anos antes de declinar gradualmente debido al envejecimiento (Hafez
20007).

La perra doméstica, ha desarrollado una fisiologia reproductiva que la diferencia de otras
especies domésticas, como también de las especies caninas salvajes. Por ejemplo, posee
prolongados periodos interestrales (5 a 12 meses), siendo indiferente a la estacion del afio y al
largo del dia. La luteinizaciény la produccidon de progesterona ocurren antes de la ovulacion, y
la fase copulatoria contintia a pesar del alza de progesterona en la sangre (Corti 2003).

Desde un punto de vista practico, un animal macho o hembra ha alcanzado la pubertad
cuando es capaz de liberar gametos y de manifestar secuencias completas de comportamiento
sexual. La pubertad es basicamente el resultado de un ajuste gradual entre la actividad
gonadotrdpica creciente y la capacidad de las gonadas de asumir simultaneamente la



estereidogénesis y la gametogénesis (Hafez 2000b). La pubertad no es un proceso que se
completa en forma subita, ain cuando la iniciacion aparente de la actividad sexual en la
hembra puede serlo, sino que por el contrario, se desarrolla lentamente desde el estado de
inactividad ovarica o testicular hasta la plena capacidad funcional de estos 6rganos y de sus
organos efectores dependientes, es decir del tracto reproductivo. Dado, entonces, que la
pubertad es un proceso de un relativo desarrollo gradual, y por estar influenciado por una serie
de factores enddgenos y exdgenos, su comienzo es variable con las especies, la raza y el
individuo (Pineda y del Campo 1970).

En la perra, la pubertad no es sinénimo de madurez sexual, este Gltimo término se refiere a
la edad reproductiva 6ptima y se adquiere a partir del segundo o tercer ciclo estral (celo). La
maxima performance reproductiva se mantiene hasta los 6 afios aproximadamente, momento a
partir del cual la fertilidad comienza paulatinamente a disminuir, aunque los ciclos estrales
persisten durante toda la vida de la perra, no existiendo en ellas equivalente a la menopausia de
la mujer (Pineda 1991).

La perra es considerada monoéstrica no estacional ya que sélo tiene un celo por estacion
reproductiva (Intervet 1999). Durante cada ciclo estral, la perra tiene prolongadas fases
folicular y latea, comparadas a las de las especies ciclicas de animales de granja.
Contrariamente a la norma en las especies animales de granja, la perra ovula al principio del
estro y libera ovocitos primarios. La ovogénesis se extiende alrededor de dos meses después
del nacimiento, mientras que en animales de granja, la ovogénesis concluye en el momento del
nacimiento. La vida de los cuerpos liteos de la perra es aproximadamente igual en la perra
prefiada o no prefiada, y el utero no parece ejercer una funcion discernible en la regresion de
los cuerpos luteos del ciclo (Feldman y Nelson 2000).

El tamafio de la camada es excesivamente variable, en especial entre razas. Algunas razas
Toy o Miniatura tienen camadas de uno a tres cachorros, mientras que las perras grandes, como
el Setter, puede tener camadas de 10 a 15 cachorros. Considerando todas las razas, una camada
de cinco a ocho cachorros seria probablemente el promedio (Pineda 1991).

El ciclo estral de la perra se puede dividir en cuatro fases: un periodo de inactividad sexual
(anestro), de duracion variable (promedio: 75 dias), le sigue el proestro, de duracion promedio:
9 dias (2-27 dias), que se identifica por edema vulvar y descarga sanguinolenta. EIl estro, o
periodo durante el cual la hembra aceptard al macho, es la tercera fase, produciéndose la
ovulacion de forma espontanea al comienzo de esta fase del ciclo, que dura en promedio 9 dias
(3-21 dias). Sino tiene lugar la gestacion, el estro va seguido del diestro (promedio: 90 dias),
que acaba de forma imperceptible en el anestro (Corti 2003).

Para la perra, el proestro es el principio del periodo de actividad sexual. El inicio del



proestro se establece en forma gradual en una serie de cambios secuenciales anatomicos y
conductuales inducidos por estimulacion gonadotropica, y subsecuente desarrollo folicular e
influencias estrogénicas ejercidas durante el final del anestro. En general se acepta que el
primer dia de sangrado representa el primer dia del proestro. A medida que la perra se acerca al
estro, la vulva se distiende de manera evidente. Durante el proestro, la perra tiende a estar
excitable, inquieta y puede perder el apetito; en general se incrementa la ingestion de agua y
tiende a orinar frecuentemente. Las perras se vuelven atractivas para los machos. Las
feromonas liberadas en las secreciones vaginales y la orina estimulan y atraen al macho.
Durante el proestro, la perra no aceptara al macho para apareamiento y puede aun ser agresiva
con ¢l. A medida que se acerca el estro, se vuelve mas receptiva, y las perras experimentadas
sexualmente pueden permitir la monta del macho. El proestro se extiende desde el primer dia
de sangrado de la vulva hasta el primer dia de aceptacion del macho para apareamiento
(Feldman y Nelson 2000).

El estro, es el periodo de receptividad sexual, se determina de manera confiable por la
aceptacion de la perra al macho para el apareamiento. Se considera estar en estro cuando
acepta, se presenta y forma con éxito el vinculo copulatorio con el macho. Puesto que la
liberacion de feromonas en este momento es maxima, no es raro observar perros, atraidos de
calles a la redonda, esperando a la perra. A medida que el estro progresa, el edema vulvar se
vuelve menos notorio, y el sangrado mas acuoso, de color rojizo o amarillento (Pineda 1991).

El diestro empieza con el rechazo de la perra a cruzarse y es la etapa del ciclo en la cual los
cuerpos lateos son totalmente funcionales. Hacia el final del estro, algunas perras pueden
rehusarse al apareamiento con el macho un dia, pero aceptarlo al dia siguiente. Esto se observa
frecuentemente en perras jovenes, en particular cuando el macho es persistente y agresivo.
Debido a ésta conducta, es aconsejable considerar a la hembra en diestro cuando rehusa el
apareamiento dos dias consecutivos. Durante las etapas iniciales del diestro, la distension
vulvar y la descarga vaginal disminuyen rapidamente y la perra se relaja mas a medida que
progresa en el diestro. Puesto que la perra ovula mientras se encuentra en estro, el metaestro,
definido como el periodo de formacion y el inicio de secrecion de progesterona por los cuerpos
luteos recién formados, se presenta en su totalidad durante el periodo de estro (Intervet 1999).

El anestro sigue al diestro. Esta etapa del ciclo se caracteriza como periodo de inactividad
sexual entre ciclos y se definia como lapso de inactividad ovarica. Esta definicion ya no es
sostenible puesto que hoy se sabe que los ovarios de la perra estdn bastante activos y sensibles
a estimulacion gonadotrdpica endogena, semanas antes del siguiente proestro (Intervet 1999).

3.1.3 Embriologia.

Después de la ovulacion y la fertilizacion, el embrion permanece en el oviducto un largo
tiempo, donde puede sobrevivir varios dias, en comparacion con otras especies, 8-10 dias en la
perra, en comparacion con el cerdo que solo permanece 2 dias, 3-4 en la vaca y ratéon. Ya que



el periodo de desarrollo es lento y la implantacion es larga, produciéndose a los 18-20 dias
(Reynaud y col 2006).

La ovulacion ocurre 24-48 horas después del pico de LH y el intervalo entre la copula y la
ovulacién es altamente variable, produciéndose la ovulacion 5 dias antes hasta 3 dias después
de comenzado el estro (Reynaud y col 2006).

Después de la fertilizacion los ovocitos fertilizados son transportados a la seccion media
de los oviductos donde comienza la segmentacion después de 72 horas, a las 96, 120, 144, 168
y 192 horas los huevos estan en estadio de 2, 2-5, 8, 8-16 y 16 células respectivamente, en la
seccion distal del oviducto. A las 204-216 horas los huevos son transportados al Gtero como

moérula (Christiansen 1989 °).

Los espermatozoides pueden sobrevivir largo tiempo en el tracto genital de la perra,
encontrandose espermatozoides moviles transcurridas 268 horas del apareamiento.

(Christiansen 1989%).

La migracién embrionaria, aiin no esta clara en el perro, pero se sabe que los embriones se
distribuyen equitativamente en cada cuerno uterino (Tsutsui y col 2002).

3.1.1. Maduracion del ovocito.

El ovocito es liberado en estado de vesicula germinal (VG), y la meiosis se reanuda en el
oviducto después de 48 horas (Reynaud y col 2005). El ovocito requiere 48-72 horas para
completar la maduracion meidtica, ya sea in vivo o in vitro (Hatoya y col 2006). Ademas, el
entorno endocrino en la ovulacidn en la perra, es diferente a las otras especies, se produce una
luteinizacion de algunos foliculos preovulatorios después del pico de hormona luteinizante
(LH), y la progesterona ya ha alcanzado niveles séricos altos al momento de la ovulacién
(Reynaud y col 2005).

La determinacion precisa de la cronologia es de suma importancia para las biotecnologias
reproductivas en caninos, especialmente para seleccionar el momento Optimo de la
inseminacion artificial con semen congelado o transferencia de embriones. En estudios
previos, el tiempo de ovulacion no ha sido totalmente definido y el desarrollo embrionario
estaba evaluado en relacion al momento del pico LH o el nivel de progesterona, o fue
observado por laparoscopia (Tsutsui y Shimizu 1975, Archbald y col 1980, Bysted y col
2001). La determinacion del estadio nuclear en ovocitos caninos con microscopia y tincion
del ADN (Tsutsui y Shimizu 1975) o con microscopia de fluorescencia (Saint-Dizier y col
2004) es muy dificultosa e incierta, debido al alto contenido de lipidos intracitoplasmaticos,
los que le dan un color oscuro al ovocito y embrion. Sin embargo, han surgido avances en las



técnicas de observacion, como la inmunohistoquimica, pero requiere de material y
equipamiento adecuando (Reynaud y col 2006).

La determinacion del momento de la ovulacion se puede realizar mediante la medicion de
de concentraciones plasmaticas de hormonas, como la LH y Progesterona, pero resulta un
método engorroso y caro, para lo cual hoy disponemos de medios como la ultrasonografia, que

resulta mas sencilla y eficaz, pero requiere de al menos tres observaciones diarias (Reynaud y
col 2006)

3.2. INDUCCION DE ESTRO EN PERRAS.

Diversos métodos para inducir celo y ovulacion en perras, se han desarrollado en el
ultimo tiempo, esto se debe en gran parte a la necesidad terapéutico-reproductiva que se ha
presentado en la actualidad en las perras (acortamiento del anestro patoldgico y fisioldgico).
Ello hace fundamental la intervencion del Médico Veterinario en la necesidad de poder acortar
los periodos interestrales prolongados y estimular el retorno al celo en perras cuyo ciclo estral
haya sido suprimido hormonalmente (Corti 2003).

En los primeros experimentos reportados en perras, se utilizaron inyecciones de extracto
urinario de hembras prefiadas, con resultados que variaron desde la manifestacion de algunos
a todos los signos clinicos externos de estro (Feldman y Nelson 2000). Luego se probd con
gonadotrofina sérica de yegua prefiada (PMSG), gonadotrofina coriénica humana (HCG),
hormona luteinizante (LH) y hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH), administrandose
por separado o en combinacidn, con resultados variables (Versteger y col 1997).

La induccién de ciclos y la reduccion del intervalo interestro en la perra pueden realizarse
mediante varias alternativas. La primera alternativa incluye la utilizacién de una combinacion
de gonadotropinas (eCG y HCG O hMG), gonadotropinas de la pituitaria (FSHy LH) o
dietilestibestrol y FSH. La segunda alternativa incluye la utilizacion de GnRH y sus agonistas
(buserelina y cistorelina) o superagonistas (nafarelina, lutrelina), para estimular la liberacion de
hormonas gonadotropicas enddgenas de la hipdfisis. Otra alternativa incluye la utilizacion de
prostaglandinas para inducir lute6lisis y acortar el diestro. También se puede terminar el
anestro mediante la utilizacion de los agonistas dopaminérgicos (bromocriptina, cabergolina)

que actuan inhibiendo la prolactina y acortando asi los periodos interestrales (Stornelli y col
2006).

El dietilestilbestrol (DES) también se ha usado para la inducciéon de ciclos estrales. Sin
embargo, con el uso de estrogenos siempre se debe considerar la potencial aparicion de
piometras, neoplasias mamarias y otros problemas genitales (Gobello 2001).



El extracto hipofisiario equino (HAP), es un producto crudo obtenido de hipofisis equinas
provenientes de matadero, tiene efectos gonadotroficos (FSH y LH) con lo que es posible
inducir desarrollo folicular y ovulacion (Gatica 1985). Como no existe un producto comercial de
este extracto, so6lo se han podido realizar trabajos experimentales, siendo este producto
utilizado para inducir superovulacion y ovulacion en diferentes especies; Moore y Shelton
(1964); Crosby y col (1980), en ovinos. En bovinos ha sido usado por Moore (1975) y Boland
y col (1981). Salas (1984) en caprinos. Sciarresi y col (1984) en terneras prepuberes, y
Bustamante (1987), Godoy (1998) y Corti (2003) en perras.

3.3. SUPEROVULACION.

El objetivo de la superovulacion es inducir en la hembra un nimero mayor de ovulaciones
al que presenta en forma natural, en cada uno de sus ciclos estrales (Araya 1995).

Se ha indicado que las gonadotrofinas estimularian la actividad mitotica en foliculos
preantrales y antrales pequefios (Monniaux y col 1983), o que actuarian previniendo o
interviniendo el proceso natural de atresia (Moor y col 1980, Seidel y Seidel 1982).

Uno de los principales problemas que presentan los tratamientos superovulatorios, es la
marcada variaciéon individual en la respuesta que se obtiene al aplicar cualquiera de los
tratamientos en uso (Monniaux y col 1983).

Se piensa que esta alta variabilidad estaria determinada por diferentes factores, tales como,
aquellos del ambiente y condiciones en que son mantenidas las hembras, de la hormona y el
tratamiento empleado en la induccion de superovulacion, o aquellos propios del animal
(Murphy y col 1987).

Se ha sefialado como factor importante de variacion ovulatoria la diferente poblacion
folicular presente en los ovarios de las hembras al momento de iniciar el tratamiento
superovulatorio (Monniaux y col 1983), asi como la diferente sensibilidad ovérica a iguales
niveles de gonadotrofinas (Gordon 1982).

Desafortunadamente, no se tiene un tratamiento hormonal que proporcione respuestas
uniformes en términos de numero de ovulaciones, calidad de ovocitos liberados, nimero y
viabilidad de ovocitos fecundados (Moor y col 1984).

Investigaciones futuras orientadas a la evaluacion de los diversos protocolos de induccion, asi
como de las dosis y periodos de administracion utilizados permitiran alcanzar mejores resultados
en la induccion de ciclos fértiles, lograndose altas tasas de ovulacion y de prefiez evitando efectos



colaterales indeseables en la madre (Stornelli y col 2006).

3.4. OBTENCION DE EMBRIONES.

Los embriones pueden extraerse de oviductos o uteros después de sacrificar a la hembra o
por la extraccion del aparato reproductor, o bien pueden recolectarse por medios quirurgicos o
no quirargicos del animal intacto.

3.4.1. Meétodos quirurgicos.
Aunque hay diferencias menores en las técnicas aplicadas a cada especie, el método basico

para la recuperacion quirdrgica de embriones es similar en todas las especies (Bowen y Pineda
1991).

La recuperacion quirargica de embriones se lleva a cabo mejor con la donadora bajo
anestesia general. Se hace una laparotomia y se exteriorizan ovarios y cuernos uterinos para
lavarlos a través de una incision en la linea media. Después de la recuperacion de los
embriones, el tracto reproductivo se vuelve a colocar en la cavidad abdominal y la incision se
cierra de manera estdndar (Bowen y Pineda 1991).

La mayor desventaja de los métodos quirtrgicos para la recuperacion de embriones es la
induccién casi inevitable de adherencias periovaricas, que pueden reducir la fertilidad
subsecuente. Ademas del riesgo que conlleva la anestesia general (Bowen y Pineda 1991).

Tsutsui y col (2000), utilizé perras donantes que fueron apareadas una vez al dia, los dias 2
a 5 después de la ovulacion. Los dias 8 a 11 después de la ovulacion (los dias 4—7 después de
la cépula), ambos oviductos y el cuerno uterino fueron removidos quirdrgicamente bajo
anestesia general. Los oviductos y los tuteros removidos fueron lavados para recobrar los
embriones. Otros perros fueron sometidos a laparotomia 10 o 11 dias después de la ovulacion
(8 0 9 dias después de la copula). Los cuernos uterinos fueron lavados hacia abajo. Con una
aguja de 21G conectada a una jeringa de 5 ml., fue introducida en la punta del cuerno uterino y
5 ml. de medio de lavados fueron inyectados hacia abajo (el método quirargico). El medio de
lavado usado para la recuperacion de los embriones fue una solucién Ringer suplementada con
20% de suero canino.

3.4.2. Métodos no quirurgicos.

Se ha utilizado una variedad de instrumentos para la recuperacion no quirtrgica de
embriones; uno de los mas exitosos es un catéter de Foley, que esta hecho de latex flexible y
tiene tres canales: uno para inflar el globo cerca de la punta del catéter y dos para la afluencia
y colecta del medio de lavado. Se maniobra con el catéter a través del cérvix, el globo se infla
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justo cerca de la bifurcacion uterina, y se irrigan los cuernos uterinos por separado. Una vez
que el cuerno estd irrigado, se desinfla el globo y el catéter se coloca en el otro cuerno uterino.
El medio utilizado para irrigar alimenta a través del canal de afluencia del catéter por flujo de
gravedad de un recipiente suspendido, y el cuerno uterino se distiende hasta que se vuelve
turgente. Entonces se interrumpe la afluencia, se abre el canal de desagiie y permite que el
fluido acumulado drene hacia un cilindro de recoleccion. Se han observado pocos efectos
adversos en este tipo de recuperacion no quirtrgica, sobre la fertilidad de la donadora, después
de varias recuperaciones no quirirgicas (Bowen y Pineda 1991).

Una desventaja importante de la recuperacion no quirtrgica, es que los embriones que se
encuentran aun en el oviducto en el momento de la recolecciéon no pueden ser recolectados
(Bowen y Pineda 1991).

3.5. CRIOCONSERVACION.

La crioconservacion posibilita almacenar embriones de una amplia variedad de especies
mamiferas sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos (Cabodevila y Teruel
2001). El empleo de embriones congelados posibilita utilizar eficientemente donantes y
receptoras, incorporar progreso genético a bajo costo, comparando los valores del embrion y el
de su transporte frente a los animales en pie, transferir algunos embriones y conservar el resto
hasta poder analizar los registros de produccioén de la descendencia, controlar enfermedades
exdticas, reemplazando la importacion de animales vivos por la de embriones congelados libre
de ellas, crear bancos de embriones de alto valor genético, entre otros (Celestinos 2003).
Desde el punto de vista practico, la principal ventaja de la congelacion de embriones, es que
permite economizar y aumentar el rendimiento del uso de receptoras, aspecto que significa la
mayor inversion en la industria de la transferencia de embriones (Boggio 2002).

Otra ventaja es que el trabajar con embriones congelados, la transferencia es independiente
del tiempo, no se necesitan sincronizar receptoras y ademas permite controlar la época de
partos (Boggio 2002).

Al conservar embriones a temperaturas extremadamente bajas (-196°C en nitrégeno
liquido) es posible detener casi por completo la actividad enzimatica intercelular, respiracion
celular, metabolismo, crecimiento, multiplicacion, etc., es decir, reducir drasticamente la
actividad fisioldgica de la célula. Asi es posible almacenar embriones durante un largo periodo
sin afectar su viabilidad y sin causarles cambios genéticos (Celestinos 2003). Leibo (1989)
identifica cuatro etapas comunes a las diferentes técnicas: exposiciéon de los embriones a
concentraciones molares de agentes crioprotectores, enfriamiento desde temperaturas
fisiologicas hasta temperaturas lo suficientemente bajas como para causar un virtual cese de
todas las reacciones quimicas inducidas térmicamente, calentamiento desde la temperatura de
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conservacion a temperaturas fisiologicas y finalmente, extraccion del crioprotector
(Cabodevila y Teruel 2001).

Desde 1972, considerables avances se han logrado en el estudio de muchos mecanismos
involucrados en la supervivencia del embrion al congelamiento y descongelacion, estos
estudios han incluido curvas de enfriamiento, temperaturas de seeding e inmersion en
nitrégeno liquido (N,L), tasas y temperaturas de descongelacion, tipo, concentracion y
métodos de exposicion a crioprotectores, efectos toxicos, protectores, produccion de
anormalidades cromosomicas, induccion de fusion de membrana celular, efectos de agregado
de diferentes sustancias al medio y electrolitos en la solucion de congelacion (Boggio 2002).

Entre otros factores se ha estudiado el potencial téoxico de los materiales utilizados
(Schiewe y col 1986), métodos de observacion y/o evaluacion especiales (Massip y Mulnard
1980), maneras de mejorar la retencion embrionaria, influencia del genotipo animal y estudios
sobre volumetria, conductividad del agua y permeabilidad de los embriones a diferentes
sustancias, entre otros (Songsasen y col 1995).

3.5.1. Tecnicas de crioconservacion.
Las técnicas de crioconservacion permiten conservar embriones por distintos periodos
dependiendo de las temperaturas que se utilicen (Cabodevila y Teruel 2001).

3.5.1.1. Refrigeracion: La refrigeraciéon es un método simple por medio del cual pueden
mantenerse embriones a temperaturas entre 0 y 4 °C durante 24 a 72 horas. La refrigeracion de
embriones se encuentra como un paso intermedio entre la transferencia de embriones en fresco
(recién recolectados) y conservados a -196 °C. Es una técnica que permite detener el desarrollo
embrionario y mantener la viabilidad embrionaria mediante un simple refrigerador con hielo y
agua para regular el descenso de la temperatura (Cabodevila y Teruel 2001).

La técnica se utiliza para transportar embriones cuando las receptoras se encuentran
distantes de las donantes y también para conservar embriones hasta que receptoras
asincronicas alcancen la sincronizaciéon adecuada. No obstante, a pesar de los buenos
resultados y de su sencillez, en la actualidad ha caido practicamente en desuso debido a que la
congelacion convencional se ha convertido en una técnica que si bien es mas costosa, permite
mantener la viabilidad embrionaria por tiempos ilimitados, con las ventajas practicas que ello
trae aparejado (Cabodevila y Teruel 2001).

La refrigeracion se efectua vehiculizando los embriones en PBS (Solucion Buffer Fosfato)
envasados en pajuelas de 0,25 ml y colocadas en un refrigerador (Celestinos 2003).
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3.5.1.2. Congelacion estandar: En el método de congelacion estdndar los embriones alcanzan
su equilibrio osmdtico antes de comenzar el descenso de la temperatura y lo mantienen
durante el enfriamiento (Cabodevila y Teruel 2001). La exposicion de los embriones al medio
de congelacién (PBS mas glicerol) debe realizarse a temperatura ambiente (20-22 °C), en un
solo paso, de 10 a 30 minutos de duracion. Este periodo incluye el envasado de los embriones
en pajuelas plésticas. Esto permite realizar més rapidamente y con mayor precision la
induccién de la cristalizacion o “seeding”. Las pajuelas deben ser colocadas en un equipo de
congelacion a -7 °C durante 5 minutos para equilibrar la temperatura de las pajuelas con las
del equipo; el seeding se realiza poniendo en contacto la superficie de la pajuela con una placa
metalica enfriada con nitrégeno liquido; el agente refrigerante del equipo puede ser nitrégeno
liquido, alcohol o etanol enfriado por medio de un compresor. Una vez efectuado el seeding,
se mantiene la temperatura estable durante 10 minutos (periodo de estabilizacion) y luego se
desciende a una velocidad entre 0,1 y 0,5 hasta -30 6 -35 °C para establecer un adecuado
balance entre deshidratacion y formacion de hielo intracelular, en este momento las pajuelas
pueden ser retiradas del equipo de congelacién y sumergidas en nitrogeno liquido. La
descongelacion se realiza de manera rapida, sumergiendo las pajuelas en bafio Maria a 30 6 35
°C durante 20-30 segundos (Celestinos 2003).

3.5.1.3. Congelacion rapida: Los embriones son deshidratados parcialmente como ocurre en el
método estandar, luego se les deshidrata nuevamente colocandose en una solucion mixta de
glicerol y sucrosa. Esta segunda deshidratacion, deja a los embriones en condiciones de ser
enfriados rapidamente. Las pajuelas son colocadas en el cuello del termo de nitrogeno durante
5 minutos, posteriormente son sumergidas en el nitrégeno liquido (Celestinos 2003).

3.5.1.4. Vitrificacion: La vitrificacion es un proceso fisico de solidificacion utilizado para
conservar Organos, tejidos y embriones (Celestinos 2003). Se efectia una deshidratacion
parcial de los embriones sin que éstos alcancen su equilibrio osmdtico. Es un proceso
termodinamico mediante el cual el fluido incrementa su viscosidad durante el enfriamiento,
adquiriendo las propiedades de un solido. A diferencia de lo que ocurre durante Ia
congelacion, en la vitrificaciéon no se forman cristales, sino que el fluido pasa a un estado
solido no estructurado similar al vidrio de donde la técnica toma su denominacion (Cabodevila
y Teruel 2001).

La solucion vitrificante (SV) lleva incorporado crioprotectores en alta concentracion. Todo
el procedimiento desde el equilibrio hasta la inmersion en nitrégeno liquido no requiere mas
de 10 minutos (Celestinos 2003).

3.6. CRIOPROTECTORES.

Los crioprotectores disminuyen el punto de fusion de las soluciones, reducen la
concentracion intra y extracelular de electrolitos y la excesiva deshidratacion celular a
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temperaturas bajo cero, reducen el hielo presente a cualquier temperatura durante la
congelacion e influyen en su forma. También inhiben la actividad de muchas enzimas como
catalasa, peroxidasa, a-amilasa, aldolasa, etc. Lo que disminuye o elimina la actividad de
radicales libres responsables de la lisis celular, antes, durante y luego de la congelacion y
descongelacion (Celestinos 2003)

Los crioprotectores también estabilizan proteinas celulares, mantienen en equilibrio el
potencial quimico del agua intra y extracelular, reemplazan las moléculas de agua removidas
durante la congelacion, bloquean la toxicidad de otros crioprotectores e interactuan con
proteinas de la membrana celular, favoreciendo la adaptacion de la célula a los cambios del
medio (Boggio 2002).

Los crioprotectores se clasifican en dos grupos: a) penetrantes de bajo peso molecular
(glicerol y etilenglicol entre otros) y b) no penetrantes, de bajo peso molecular (sucrosa y
trehalosa entre otros) o alto peso molecular (ficoll, polivinilpirrolidona y otros) (Boggio 2002).

3.6.1. Crioprotectores penetrantes.

La mayoria son alcoholes. Reemplazan osmoticamente el agua intracelular antes y durante
el congelamiento y disminuyen el punto de congelacion del agua, lo que combinado a una
lenta tasa de enfriamiento disminuye la formacion de cristales de hielo. Sus pesos varian entre
32 y 212 Daltons. Algunos son el glicerol (G), dimetilsulfoxido (DMSO), 1-2 propanodiol,
etilenglicol (EG), propilenglicol (PG), etanol y otros alcoholes; todos estos ayudan a proteger
el citoplasma (Celestinos 2003).

3.6.2. Crioprotectores no penetrantes.

Por el gran tamafio de sus moléculas no entran a la célula o lo hacen con extrema
dificultad; son azucares y macromoléculas. Reducen las fuerzas idnicas fuera de la célula
(Farrant 1969) e influyen en la formacion de cristales de hielo. Segin el tamano de la
molécula se clasifican en bajo y alto peso molecular (Palasz y del Campo 1995).

Los de bajo peso molecular son azucares. Inducen la deshidratacion de las células
embrionarias antes del enfriamiento, reduciendo la formacion de cristales de hielo en la
congelacion. Sus pesos moleculares son de 150 a 614 Daltons (Boggio 2002).

Los de alto peso molecular son macromoléculas. Protegen los embriones durante el
congelamiento y descongelamiento alterando la formacién de cristales de hielo intracelular a
un tamafo y caracteristicas tales que no producen dafio celular. Sus pesos moleculares son
mayores a 1000 Daltons (Boggio 2002).
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Para que los crioprotectores no penetrantes expresen al maximo sus caracteristicas, deben
ser mezclados con crioprotectores penetrantes (Palasz y del Campo 1995).

3.7. EVALUACION DE EMBRIONES.

Cualquier técnica en la que se utilicen embriones, incluso la congelacion, implica
obviamente su evaluacion morfoldgica (Boggio 2002).

Las caracteristicas morfologicas de los embriones en sus diferentes estadios de desarrollo,
fue descrita por Linder y Wrigth (1983), tomando en cuenta esta descripcion como base,
Palma (2001) clasifica a los embriones bovinos de la siguiente manera:

Estado de desarrollo | Numero de | Dias de desarrollo Cracteristicas generales
blastdbmeras posfecundacion

Moérula temprana 32-64 5 Blastomeras unidas, ocupan
casi todo el espacio
perivitelino.

Morula compacta 32-64 6 Blastomeras unidas, ocupan
el 60-70% del espacio
perivitelino.

Blastocisto temprano 100-200 7 Aparece el blastocele

(cavidad) en el interior del
embrion, ocupa el 70-80%
del espacio perivitelino.

Blastocisto mas de 200 8 Diferenciacion evidente
entre trofoblasto y el macizo
celular interno. Ocupa la
mayor parte del espacio
perivitelino.

Blastocisto expandido 200-800 9 El diametro del embrion
aumenta considerablemente,
se adelgaza la zona pelucida
a 1/3 de su espesor original.

Blastocisto eclosionado 200-800 10-11 Los embriones salen de la
zona pelucida, pueden tener
forma esférica y tiene un
blastocele bien definido o
colapsado.
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La evaluacion de embriones después del proceso de crioconsevacion es una herramienta
importante para estimar si la técnica utilizada fue la adecuada. Los aspectos importantes que se
deben tener en cuenta son: forma del embrion, color, textura del macizo celular, nimero y
compactacion de las blastomeras, extrusion celular, si hay indicios de degeneracion
(vesiculacion), presencia e integridad de la zona pelticida (Palma 2001).

La supervivencia se puede evaluar a través del desarrollo de los embriones a estados mas
avanzados luego de un periodo de incubacion (24, 48 y 72 horas) en cultivo in vitro, posterior
a la crioconservacion y calentamiento (Gordon 1994).

Otra técnica para la evaluacion de embriones es la tincion fluorescente y/o supravital
(Boggio 2002). Kaidi y col (2001) utilizaron un método de doble-tincion para determinar las
alteraciones de la membrana celular. Los dos colorantes eran 1) Propidio lodado (PI; Sigma),
que es un marcador del 4acido nucleico que excluye las células intactas; puede incorporarse
solamente a las células con la integridad de la membrana alterada (se ve de color rojo a luz
ultravioleta; y 2) Bisbenzimida (BIS; Hoechst 33342; Calbiochem), la cudl incorpora todas las
células y altamente especifico y cuantitativo para el DNA (se ve de color azul a luz
ultravioleta). En células con alteraciones de la membrana, la fluorescencia de la Bisbenzamida
es apagada por el Propidio Iodado, que absorbe la energia y emite fluorescencia roja. La doble
tincion es particularmente conveniente para determinar lesiones de la membrana en células
embrionaria.

Otro método para determinar viabilidad, es la evaluacion de la morfologia y calidad del
embrion luego de la vitrificacion y calentamiento. Esto indica que un embriéon que reexpanda
y tenga una buena calidad luego de ser cultivado in vitro, sera considerado viable (Gordon
1994). La Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (IETS), ha establecido una
pauta internacional para la clasificacion y la evaluacion de embriones por su calidad. En ésta
se establece como calidad 1 los embriones excelentes, calidad 2 para embriones buenos,
calidad 3 para embriones regulares y calidad 4 para embriones malos (Thibier 2000).
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Palma (2001), describi6 la siguiente morfologia para la evaluacion de embriones:

Calidad embrionaria Caracteristicas

Excelentes Blastomeras simétricas, sin ninguna evidencia de degeneracion
celular y la zona pelticida intacta.

Buenos Presentan pocas granulaciones, algunas células degeneradas, zona
peltcida intacta.

Regulares Poseen un grado de asimetria de las blastomeras. Mas células

degeneradas que en el grado anterior, zona pelucida intacta, pero
puede presentar un ligero agrietamiento. Forma irregular.

Malos Poseen marcada degeneracion celular y la zona pelicida estd
seriamente afectada. Asimetria de las blastomeras con marcada
vesiculacion.

3.8. HIPOTESIS.

Es posible obtener y congelar embriones caninos.

3.9. OBJETIVOS.

3.9.1 Objetivo general.

Obtener embriones de perra mestizas adultas y establecer un método de crioconservacion
aplicable en las biotecnologias reproductivas de los caninos domésticos (Canis lupus
familiaris).

3.9.2. Objetivos especificos.

- Inducir superovulacion con y celo con HAP y HCG en perras mestizas adultas.

- Obtener embriones mediante lavado del tracto reproductivo in vitro.

- Evaluar a través del estado de desarrollo y calidad de los embriones obtenidos, mediante su
morfologia.

- Criopreservar embriones mediante congelacion estandar.

- Evaluar la calidad y desarrollo en cocultivo de los embriones después de la descongelacion,
mediante desarrollo in vitro, morfologia y tincion.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Animales experimentales.

Se utilizaron 6 perras adultas mestizas, entre 10 y 15 kilos con una condicién corporal de
2,0 a 2,5 (en escala de 1 a 5), provenientes del Programa de Eutanasia Voluntaria del
Ministerio de Salud de Valdivia, entre 1,5 y 3 afos de edad determinado por cronometria
dentariay anamnesis, clinicamente sanas y en estado de anestro clinico, el cual fue confirmado
por citologia vaginal. Se les realiz6 un examen clinico para determinar el estado general y la
normalidad del tracto reproductivo.

Las perras fueron mantenidas durante el estudio en dependencias del Instituto de
Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile, en caniles construidos y
acondicionados para este estudio.

Se utilizaron 5 machos adultos mestizos, de distinta procedencia. Se les realizé un examen
clinico reproductivo, a través de la inspeccion y palpacion de los genitales, para constatar la
presencia e integridad de los testiculos, epididimos, escroto, prepucio y pene.

4.1.2.- Material hormonal.

Extracto Hipofisiario Equino (HAP): elaborado en el Instituto de Reproduccion Animal, de
la Universidad Austral de Chile, siguiendo el método descrito por Moore y Shelton (1964)
(Anexo 1), con la modificacion de utilizar la hipéfisis completa. Este extracto fue probado en
ratones Rockefeller, antes de ser utilizado en las perras,

Gonadotrofina Corionica Humana (HCG)*

4.1.3. Material para citologia vaginal.
- Portaobjetos.

- Torulas.

- Alcohol Metilico.

- Tincion Giemsa.

- Microscopio Olympus CX31

* Chorulon ®; Laboratorio Intervet.
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4.1.4. Material para ecografia.
- Ecografo Pie Medical 240 Parus, Transductor 402155 7.5 MHZ IR MAP SC24
- Gel conductor para ecografia.

4.1.5. Material para recuperacion de embriones.

- Dulbecco (Anexo 2) con 2% de suero sanguineo de perra, mas antibidtico (Gentamicina).
- Branulas 24 G.

- Placas Petri.

- Lupa estereoscopica.

4.1.6. Material para el cultivo de embriones.

- TCM199 (con 25mM de Hepes).

- Piruvato de sodio.

- Sulfato de gentamicina.

- Suero fetal bovino.

- Monocapas de Células de la Granulosa de Bovino, producidas en el Laboratorio de
Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile.

4.1.7. Material para la congelacion de embriones.

- Dulbecco (Anexo 2).

- Suero fetal bovino (SFB)

- Etilenglicol.

- Pajuelas francesas de 0,25 ml.

- Maquina de congelacion FHK Program Freezer ET-1N.
- Tanque de almacenamiento con nitrégeno liquido.

4.1.8. Material para la descongelacién de embriones.

- TCM199 (suplementado con 25 mM de Hepes) mas Sacarosa (Anexo 3).
- Suero fetal bovino.

- Sulfato de Gentamicina.

4.1.9. Material para la evaluacién de embriones.

- Lupa estereoscopica.

- Microscopio invertido Nikon DIAPHOT Phase Contrast ELWD 0.3.
- Microscopio de epifluorescencia LEICA DMLB.

-Tincion de fluorescencia (Anexo 4).
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4.2. METODOS.

4.2.1. Induccién de celo y ovulacion.

El preparado de HAP, previamente suspendido en 2 ml de suero fisiologico, se administro
a las hembras en dosis de 20 mg, via subcutanea, diariamente, durante 10 dias. El dia 11 6
cuando se observo un 100% de células cornificadas, se le aplico una dosis tnica de 1000 UI de
HCG via intramuscular coincidiendo con lo utilizado por Bustamante (1987) y Corti (2003).

Se realiz6 citologia vaginal todos los dias a cada perra, para determinar si las hormonas
aplicadas estaban haciendo efecto. A partir del dia 6 6 7 de aplicada la HAP, se realiz6 una
ecografia diariamente a cada una de las perras, para determinar el momento de la ovulacion,
en donde se apreciaba el desarrollo folicular y su ruptura (Figura 1), y se determin¢ el dia de la
ovulacién, como el dia en que se dejaron de apreciar ecograficamente los foliculos.

Figura 1. Ecografia realizada en el Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad
austral de Chile. A: ovarios con foliculos a los 10 dias de tratamiento con HAP. B: Ovarios sin
foliculos a las 24 horas de aplicacion de la HCG.

4.2.2. Monta dirigida de las perras.

Las perras con indicio de estro citologico fueron presentadas con machos enteros, 2 dias
después de detectada la ovulacion mediante ecografia, se procedid a dejar que fueran
montadas por el macho disponible, con una monta al dia, cada 48 horas por 3 veces.

Una perra que solo se dejé montar una vez, se le hizo inseminacion artificial con semen fresco
al dia subsiguiente.
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4.2.3. Remocion del tracto reproductivo.

Entre los dias 13 y 21 después de la ovulacion, las hembras fueron sometidas a cirugia
bajo anestesia general, para extraer ovarios, oviducto y utero. La cirugia fue realizada en el
Pabellon de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile, y los tractos fueron
transportados hasta el laboratorio en placas con suero fisiologico y antibiotico a 37°C.

Para la recuperacion de los embriones, por razones practicas, se separaron los ovarios
(Figura 2 A) de los cuernos, y ademas se separaron los cuernos a nivel del cuerpo uterino, y
asi poder lavar cada oviducto y cuerno por separado, para determinar donde se encontraban
fisicamente los embriones.

Para recuperar los embriones se infundié suero fisiolégico con 2% de suero sanguineo de
perra con una branula 24G, que fue infundido desde el oviducto y luego al cuerno. El suero
infundido fue recolectado en un vaso colector (Figura 2 B)

Posteriormente, el medio obtenido fue observado bajo lupa estereoscopica para determinar
la presencia de embriones, evaluar el sitio donde se encontraban y determinar estado de
desarrollo y calidad de los embriones.

Los embriones de calidad excelente que estaban entre 2, 4 y 8§ células, fueron puestos en
medio de cultivo (Anexo 5) con monocapas de células de la granulosa de bovino por 24-48
horas, para evaluar si desarrollaban a estado de moérula.

Figra 2. A: ovarios de perras posterior B: Vaso colector, con el liquido recuperado
ala OVH, y con la bursa ovarica abierta. del lavado oviductal y uterino.
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4.2.4. Congelacion de embriones.

Los embriones en estado de moérula, fueron puestos en una solucion de Dulbecco con 10%
de SFB (Suero Fetal Bovino) y 0,5 M de Etilenglicol por 5 minutos, luego fueron traspasados
a una solucién de Dulbecco con 10% de SFB y 1 M de Etilenglicol por 5 minutos y luego a
otra solucién de Dulbecco con 10% de SFB y 1,5 M de Etilenglicol por 5 minutos y envasados
en una pajuelas francesas de 0,25 ml., para ser puestos en la maquina de congelacion a 18°C,
donde se empez6 a disminuir la temperatura a razén de 1°C/minuto hasta -7°C, donde se
mantuvieron por 10 minutos, y a los 5 minutos se le realiz6 el seeding, transcurridos los 10
minutos, se comenz6 a disminuir la temperatura hasta -35°C a razén de 0,3°C/minuto,
permanecieron a -35°C durante 15 minutos, para luego ser conservados en nitrogeno liquido a
-196°C, hasta su descongelacion, meses después de ser congelados (Figura 3). Esta curva de
congelacion fue la utilizada en el proyecto FIA-PI-C-2004-1-P-O47 “Centro Tecnologico de
Reproduccion de Ovinos de Alta Calidad”.

°C

+18

1°C/min
i Tasa de enfriamiento

Seedmg a

las 5 thin

0,3°C/min
-196
10450 15 min

Figura 3. Esquema de la curva de congelacion utilizada (proyecto FIA-PI-C-2004-1-P-047
“Centro Tecnologico de Reproduccion de Ovinos de Alta Calidad™)

4.2.5. Descongelacion de embriones.
Los embriones fueron sacados del tanque de almacenamiento con nitrégeno liquido,
expuestos al aire por 20 segundos y luego sumergidos en agua tibia a 25°C por 30 segundos;
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pasado este tiempo, se saco la pajuela del agua, se seco, se cortd y se dejo caer el contenido
con el embriodn a una placa Petri. Se buscaron los embriones bajo lupa estereoscopica.

Encontrados los embriones, fueron traspasados a una solucion con TCM199 (con 25 mM
de Hepes) mas 1M Sucrosa y 20% de suero fetal bovino y se dejaron ahi por 5 minutos; luego
fueron traspasados a una soluciéon de lavado que contenia TCM199 (con 25 mM de Hepes)
mas 10% de SFB, después de ser lavados 3 veces en esta solucion, fueron puestos en medio de
cultivo (Anexo 5) con monocapas de las células de la granulosa de bovino por 24 horas a
38,5°C, 5% CO; y humedad controlada.

4.2.6. Evaluacion de embriones descongelados.
Los embriones fueron evaluados por morfologia, desarrollo in vitro y tincion de
fluorescencia.

La primera evaluacion fue realizada a los 3 minutos de permanecer en la solucion de
calentamiento (Anexo 3), en la cual se evalu6 la rehidratacion de los embriones e integridad de
la zona pelticida, bajo lupa estereoscopica 3,5X.

Luego de 4 horas en medio de cultivo (anexo 5), se evalud la reexpansion de los
embriones, integridad de la zona pelicida, forma del embrion, color de las blastomeras y
homogeneidad de las blastomeras.

Después de transcurridas 24 horas en medio de cultivo con células de la granulosa de
bovino, se evaluaron los embriones bajo microscopio invertido 200X, evaluando la integridad
de la zona pelucida, forma del embridn, color de las blastomeras y presencia de blastomeras
desprendidas.

Finalmente, se realizo doble tincion de fluorescencia (Anexo 4), para evaluar nimero total
de blastomeras y diferenciar entre células vivas y muertas.

4.3. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos fueron presentados utilizando la estadistica descriptiva.



4.4. ESQUEMA DE TRABAJO.

HEMBRAS DONANTES
n==6

!

Induccion de superovulacion
HAP x 10 dias

A

Inyeccion (SC) de HCG al 11°
dia

A 4

Monta directa 1 vez al dia
por 3 dias

A

Ovariohisterectomia

A

Recuperacion, evaluacion y
cultivo de embriones

\ 4

Congelacion de los embriones

A

Descongelacion y evaluacion de
los embriones
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5. RESULTADOS

5.1. EVALUACION DEL TRATAMIENTO CON HAP.

En las 6 perras sometidas al tratamiento con HAP, se obtuvo un promedio de inicio de
estro a los 11 dias, confirmado por citologia vaginal. El dia de la ovulacién fue constante y se
produjo a los 12 dias. La primera monta, fue en promedio a los 2,1+1,2 dias y la recuperacion
de los embriones fue realizada a los 17,5+3 dias, después de detectada la ovulacion mediante

ecografia. El niimero de ova recuperadas (embriones y ovocitos no fecundados), fue en
promedio 11,8+3,9 (Tabla 1).

Tabla 1. Monta y recuperacion de ova en 6 perras inducidas con HAP y HCG.

Perra Dia primera mop,ta Dia recuperaci(’)n N° Ova recuperadas
desde la ovulacion embriones
1 3 21 14
2 4 18 9
3 1 18 16
4 2 15 6
5 2 20 11
6 1 13 15
X+D.E. 2,1+1,2 17,5+3,0 11,8+3,9

X: promedio; D.E.: Desviacion Estandar

5.2. RECUPERACION DE EMBRIONES Y CULTIVO IN VITRO.

En la recuperacion de ova se observé que todos se encontraban en el oviducto, independiente
del dia en que fueron recuperados, encontrandose ovocitos no fecundados, embriones de 2 hasta 8
células, siendo la mayoria embriones de dos células. De las 71 ova recuperadas en las 6 perras,
solo 16 (22,5%) estaban sin fecundar, 37 (52,1%) eran embriones de 2 células, 7 (9,8%) eran de
4 célulasy 11 (15,5%) eran de 8 células (Tabla 2).



25

Tabla 2. Numero y porcentaje de las ova recuperadas, y el estado de desarrollo de los embriones
obtenidos.

Fecundados
Perra reclljl:)é);/; das fecﬁlnn dar 2 células 4 células 8 celulas
1 14 2 10 2 -
2 9 9 - - -
3 16 1 14 1 -
4 6 2 - -
5 11 2 - -
6 15 - - 4 11
N° (%) 71 16 (22,5) 37 (52,1) 7(9,8) 11 (15.5)
55 (77,5)

N°: Numero; %: porcentaje.

De los 55 embriones recuperados, solo 45 fueron cultivados in vitro, que corresponden al
81,8%, ya que poseian calidad excelente y buena. El 18,2% eran de calidad regular y mala, los
cuales fueron eliminados (Tabla 3).

Tabla 3. Estado de desarrollo y la calidad de los embriones recuperados.

N° de células del Calidad excelente y Calidad regular y Total de embriones

embrion buena mala

2 30 7 37

4 4 3 7

8 11 0 11
Total (%) 45 (81,8) 10 (18,2) 55 (100)

%: porcentaje.

De los 45 embriones cultivados, s6lo 5 desarrollaron al estado de morula, y los otros no
siguieron su desarrollo. Estos 5 embriones en estado de moérula fueron congelados por varios
meses.
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5.3. EVALUACION DE LOS EMBRIONES DESCONGELADOS.

De los 5 embriones congelados, 2 fueron evaluados luego de ser descongelados. Los otros
3 embriones fueron extraviados en el tanque de N,L.

Luego de ser descongelados los embriones fueron evaluados en medio de descongelacion
bajo lupa estereoscopica 3,5X, encontrandose morfologicamente normales. La zona pelicida
estaba intacta y las blastdmeras se observaron compactas y unidas, sin haber desprendimiento
de ninguna de ellas (Figura 4).

Figura 4. Embrion de perra 3 minutos después de la descongelacion.

Luego de permanecer los embriones en cultivo por 4 horas, se observaron en microscopio
invertido a 200X, observandose una buena reexpansion de las células, se apreciaron redondos
y se observo una uniformidad en el color de las blastomeras (oscuras), la zona pelicida se
encontraba intacta y no se observaron desprendimiento de blastomeras (Figura 5).
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Figura 5. Embrion de perra, rehidratado, luego de 4 horas en cultivo después de la
descongelacion.

Pasadas 24 horas en cultivo con células de la granulosa de bovinos, los embriones fueron
evaluados en microscopio invertido a 200X, se observo morula compacta, la zona peltcida se
encontrd intacta, presentaban una morfologia normal y sin desprendimiento de blastomeras
(Figura 6).

Posteriormente se realizd la doble tincion de fluorescencia.

Figura 6. Embriones a las 24 horas en cultivo. A: 100X; B: 200X
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6. DISCUSION.

6.1 RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON HAP.

Para la evaluacion del tratamiento con HAP, se realizd citologia vaginal diariamente, y
para la determinacion de la ovulacion se realizaron ecografias a partir del dia 6 6 7 de iniciado
el tratamiento con HAP, posibilitando asi la observacion de detalles anatdmicos, cambios
morfoldgicos-evolutivos de las distintas partes del aparato reproductor de la perra,
particularmente el desarrollo folicular y ocurrencia de ovulaciones a través de un seguimiento
seriado. Lo anterior confirma lo planteado por Wallace y col (1992) sobre la observacion del
tracto reproductivo de la perra en celo.

El comienzo del estro en las 6 perras fue a los 11 dias, lo que corresponde a lo reportado
por Corti (2003), quien obtuvo una presentacion de estro entre los 10 a 14 dias, utilizando un
protocolo igual al utilizado en este trabajo.

La ovulacion en las 6 perras fue detectada a las 24 horas de aplicada la HCG, lo que
concuerda con lo reportado por Wildt y col (1979), quien informa que la ovulacién ocurre
entre las 24 y 72 horas después del pico de LH.

6.2. EVALUACION DE LA RECUPERACION DE EMBRIONES.

Si bien, se recuperaron ova en la totalidad de las perras, es importante mencionar, que la
técnica requiere de destreza y entrenamiento para realizarla adecuadamente. Igualmente se
necesita un amplio conocimiento de la anatomia de la bursa ovérica y hendidura bursal,
ademads de contar con el material apropiado para el procedimiento.

Se recuperaron 71 ova en diferentes estados de desarrollo. El tiempo de colecta estuvo
entre los 13 y 21 dias posterior a la ovulacion, basado en Hatoya y col (2006), quienes
reportaron que los ovocitos de perra que son ovulados, requieren de un periodo de 24 a 72
horas para ser fecundados, por lo que se puede inferir que los embriones recuperados en este
trabajo deberian tener entre 12 a 19 dias de desarrollo. Debido a que se detectd el dia de la
ovulacién y al compararlo con lo expuesto por Reynaud y col (2006), los que reportan que los
embriones a los 4,5-12 dias después de la ovulaciones encuentran en estado de 8 células, y

Christiansen 1989” expone que a los 8 dias de desarrollo se encuentran en estado de morula

listos para descender al cuerno uterino, se puede deducir, que existe una falta de desarrollo en
estos embriones, lo que puede deberse a alteraciones en el momento y/o al tiempo de la
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fecundacion, ya que la ésta se produce a los 2 a 4 dias después de la ovulacion (Reunaud y col
2006) , podria existir diapausa como en algunos cérvidos, donde se plantea que pocos dias
después de la copula la hembra inicia un proceso denominando diapusa embrionaria o
implantacion diferida, que consiste en la ralentizacién del mismo proceso de gravidez, muy
similar a una suspension de la propia gestacion, asi se evita que las crias nazcan en épocas
desfavorables para su desarrollo (Short y Hay 1964),lo que deja una interrogante para ser
estudiada en futuras investigaciones en este tema.

De 6 perras se recuperaron 71 ova (fecundadas y no fecundadas), con un promedio de
11,843,9. Si estos resultados se comparan con lo reportado por Corti (2003) y Bustamante
(1987), quienes utilizaron el mismo protocolo de superovulacion y recuperacion de embriones
en perras, obteniendo 20+9,9 y 31£19,6 ova en promedio (fecundadas y no fecundadas)
respectivamente, se puede observar que existe una disminucion de las estructuras recuperadas
en este trabajo. Estas diferencias observadas, pueden ser explicadas por lo reportado por
Monniaux y col (1983), los que manifestaron que la respuesta a los protocolos de
superovulacion generan respuestas individuales y distintas en cada animal. Ademas, puede
haber una variacion entre la cantidad de hormonas presente en la HAP utilizada por Corti
(2003), Bustamante (1987) y la utilizada en este trabajo. Araya (1995) realizé un estudio en
murinos, ovinos y bovinos, donde observd que la respuesta al tratamiento con HAP es
diferente en estas especies, lo que indica, que no en todas la especies este extracto de hipofisis
tiene la misma respuesta superovulatoria.

Ademas, las perras se encontraban en una condicion corporal entre 2,0 a 2,5 en una escala
de 1-5. La baja condicién corporal también puede haber afectado la repuesta al tratamiento de
superovulacion, ya que en bovinos se reporta que en las hembras en baja condicon corporal
tiene una baja eficiencia reproductiva (Britt 1992).

6.3. CULTIVO IN VITRO DE EMBRIONES.

De las 71 ova recuperadas, solo 45 embriones fueron puestos en cultivo in vitro, de los
cuales 5 llegaron a desarrollar al estado de moérula. Estas 5 morulas coinciden con los
embriones que poseian 8 células al momento de la recuperacion, que podria ser explicado por
lo propuesto por Sreenan y Diskin (1986), quienes reportan que la mayoria de la mortalidad
embrionaria se produce dentro de los 10 primeros dias posteriores a la fecundacion. Cabe
destacar que en los perros la activacion del genoma embrionario ocurre al estado de 8 células
(Reynaud y col 2006), esto explicaria que los embriones que no desarrollaron hasta morula
pueden haber sido afectados por un bloqueo en la expresion del genoma, o que estaban
muertos al momento de la recuperacion. Rodrigues y Rodrigues (2006) reportan que los
resultados de los cultivos in vitro de embriones de perro han sido poco exitosos, debido a que
los ovocitos pueden haber sido ovulados tempranamente, lo que impediria la adecuada
maduracion de éstos, también podria deberse a niveles inadecuados de sustancias especificas
en los medios de cultivo de embriones, o a la acumulacion de toxinas en los medios durante el
periodo de cultivo in vitro.
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6.4. CONGELACION Y DESCONGELACION DE EMBRIONES.

La congelacion de los embriones se realizd segiin una curva utilizada en ovinos, y los
medios fueron adaptados de acuerdo al protocolo utilizado en rumiantes, que se utilizan en el
Instituto de Reproduccion Animal de la Universidad Austral de Chile, ya que no se encontrd
datos de crioconservacion de embriones de perros.

Los 5 embriones congelados presentaban una calidad excelente, de acuerdo a la pauta de
Palma (2001) para embriones bovinos. No se encontr6 en la literatura disponible una
categorizacion para embriones caninos.

Los dafios celulares por congelacion se influencian principalmente por la formacion de
cristales de hielo intracelular y el efecto solucion, donde el primero es el principal responsable
de la muerte celular por congelacion, lo que se debe a la deshidratacion inadecuada, y el
segundo se produce por la separacion de los cristales del agua pura del resto de la solucion
(Celestinos 2003).

Los 2 embriones descongelados presentaron forma y caracteristicas morfologicas normales
a la observacion bajo microscopio. Luego de 24 horas de cultivo in vitro, los embriones
compactaron, lo que es evidencia de viabilidad. No fue posible encontrar en la literatura datos
sobre crioconservacion de embriones caninos. De esta manera los resultados, si bien son
escasos, son los primeros en mostrar viabilidad de embriones caninos congelados por el
método de congelacion estandar.

No se pudo evaluar el nimero total de blastomeras y tampoco diferenciar entre células
vivas y muertas, mediante doble tincion de fluorescencia, ya que es probable que los
colorantes no fueran capaces penetrar la zona peltcida, ya que en los ovocitos caninos, estos
deben ser fijados y después permeabilizar la zona pelucida para que puedan atravesar los
colorantes (Saint-Dizier 2001), por lo que al estar intacta la zona pelicida, se presume que los
colorantes no fueron capaces de atravesarla.

6.5. CONCLUSIONES.

Es posible inducir estro y superovulacion con HAP y HCG en perras, aunque la respuesta
superovulatoria puede ser variable.
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Es posible obtener embriones de perras superovuladas mediante el lavado in vitro del

tracto reproductivo de las perras, aunque la anatomia del tracto reproductivo hace necesario un
buen entrenamiento previo.

Es posible crioconservar embriones mediante el método de congelacion estandar y obtener
viabilidad de ellos postdescongelacion.
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8. ANEXOS

ANEXO 1.

Preparacion del Extracto Hipofisiaro Equino (HAP), descrito por Moore y Shelton
(1964).

1. Recoleccion y congelacion de hipofisis equinas.

2. Trituracién y homogenizacion de las hipofisis congeladas en una solucién de cloruro de
sodio al 2%, en proporcion de 4 ml. de solucion por gramo de hipofisis.

3. Centrifugacion del homogenizado a 1500 rpm. por 20 min.

4. El sobrenadante es filtrado a través de lana de vidrio y se determina de su volumen
(reservar).

5. Resuspension del residuo en cloruro de sodio y nueva centrifugacion.
6. Filtracion del sobrenadante a través de lana de vidrio y determinacién de volumen.
7. Eliminacion del residuo resultante.

8. Adicion al sobrenadante de 4,2 volumenes de alcohol de 96° y mantencion en reposo hasta
el dia siguiente a temperatura de refrigeracion.

9. Filtracion a través de género en matraz Kitasato conectado a un sistema de vacio y posterior
lavado del precipitado obtenido, primero con alcohol de 96° y luego con éter.

10. Secado del precipitado en campana de vidrio al vacio conteniendo en su interior silica gel.

11. Remocion, pesaje y molido del precipitado y posterior almacenamiento a temperatura de
refrigeracion.

12. Resuspension previo a su uso en agua destilada estéril o en suero fisioldgico estéril.

La efectividad del extracto fue probada, previo a ser utilizado en las perras, en ratones
Rockefeller. Para esto se utilizaron seis hembras prepuberes de entre 20 y 23 dias de edad, las
cuales fueron divididas en 3 grupos (de 2 hembras cada uno). El primer grupo se utilizd6 como
control, al segundo grupo se le inyectdé 6mg de HAP, intraperitoneal (IP), en 2 dosis de 3mg, y
finalmente al tercer grupo se le inyect6 una dosis tnica de 7,5mg de HAP, intraperitoneal (IP)
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45 horas después de la primera inyeccion de HAP, ademads se les inyect6 a las hembras 5 Ul
de HCG via IP, y se juntaron con un macho adulto, mayor a 80 dias. A las 48 horas después
las hembras fueron sacrificadas para extraer ttero y ovarios lo cuales fueron pesados, para
observar el incremento en el peso del tracto reproductivo.



ANEXO 2.
MEDIO DULBECCO (Para un litro)

COMPONENTES
NaCl

KClI

KH,PO
MgCL26H20
CaCLz

Na piruvato
Glucosa

BSA
Penicilina
Estreptomicina

Nota: se puede suplementar con BSA o Suero fetal o Suero bovino al 1 o0 3%.

Medir Ph: 7,3 a 7,4
Filtrar el medio y guardar a 4 °C.

CANTIDADES
8,00 gramos
0,20 gramos
4 1,15 gramos
0,10 gramos
0,10gramos
0,036gramos
1,00gramos
3,4 gramos
0,100gramos
0,100gramos

40



ANEXO 3.

Stock de TCM 199 (Para 50 ml)

Componentes Laboratorio
TCM 199 polvo Sigma
NaHCO3 Sigma

Agua ultrapura Desionizador/ Sigma

Ajustar Ph: 7,3 - 7,4
Filtrar y guardar a 4 °C por un mes maximo.

Solucion de TCM 199 mas 1 M de Sacarosa

Componentes Cantidades

TCM199 stok 10 ml
Sacarosa 3,42 gr

41

Cantidades

0,75gramos
0,11 gramos
hasta 50ml
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ANEXO 4.

Tincio doble de fluorescencia:

- TCM 199 (25 mM Hepes) mas 10 pg/ml de Propidio Iodado (Sigma).
- Etanol 70%.

- Etanol mas 10 pg/ml de Bisbenzamida (Hoechst 33342).

- Glicerol

Los embriones fueron incubados por 15 minutos en 39°C en medio TCMI199
(suplementado con Hepes) con 10 pg/ml. de Propidio lodado. Luego fueron fijados en Etanol
helado al 70% por 5 minutos, y después transferidos a Etanol que contenia 10 pg/ml. de
Bisbenzamida por 5 minutos a temperatura ambiente. Los embriones fueron transferidos a una
gota del glicerol en porta objetos, cubierta con un cubre objetos, y examinados por
microscopia de fluorescencia (Kaidi 2001).



ANEXO 5.

Medio de Cultivo in vitro de embriones (para 30 ml):

Componentes

- Piruvato de Sodio (0,33 mM)

- Glucosa

- Taurina

- Lactato de Sodio (60%)

- BME (12 aminoécidos esenciales)

- MEM (7 aminoacidos no esenciales)
- Gentamicina

- Suero Fetal Bovino (10%)

- BSA FF (Albumina Sérica Bovina, Fatty Free)
- Glicina

- TCM 199 (25 mM Hepes)

Catidades

1,08 mg.
5,4 mg.
18,75 mg.
14,1 ml.
600 pl.
300 pl.
30 pl.

3 ml

180 mg.
11,25 mg.

Hasta 30 ml.
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