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CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES DE UNGULADOS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La produccion de embriones in vitro es un componente
principal de la cria selectiva de ganado. A menudo, se producen
mas embriones que los que se implantan. Si bien se ha logrado
recientemente mas del 30% de las tasas de concepcion en la
transferencia de embriones (ET) de embriones vitrificados
producidos in vitro (IVP), el complejo proceso de Ila
recuperacion de estos embriones después de la vitrificacion
sigue siendo un obstadculo para el uso comercial de esta
técnica. Existe la necesidad de protocolos nuevos y eficientes
para la crioconservacion de embriones bovinos.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona tecnologias para la
crioconservacion de embriones bovinos y/o para lograr la
fertilizacion con embriones bovinos crioconservados. La
presente invencion también proporciona embriones
crioconservados, poblaciones de tales embriones
crioconservados, sistemas para generarlos y/o almacenarlos,
etc.

Entre otras cosas, la presente invencion comprende la
identificacion de una fuente de un problema con determinadas
tecnologias disponibles para transferencia embrionaria de

embriones crioconservados, en particular con procesos para
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recuperar (por ejemplo, descongelar, implantar, etc.)
embriones crioconservados. Por ejemplo, la presente
descripcion aprecia que el personal y el tiempo requeridos para
recuperar embriones crioconservados viables de acuerdo con
muchas tecnologias estandar plantean problemas con respecto a
su aplicabilidad comercial.

Por otra parte, la presente descripcion también aprecia
que hay una necesidad de tecnologias de transferencia de
embriones crioconservados que logran tasas de concepcidn
mejoradas respecto de las tecnologias mas estandar que utilizan
embriones crioconservados, entendiendo que tales tecnologias
estandar normalmente logran tasas de concepcidén que estan muy
por debajo de aquellas logradas con embriones frescos. Entre
otras cosas, la presente descripcidén proporciona tecnologias
que logran tasas de concepcion deseables (por ejemplo, de
aproximadamente el 10% o mas) para embriones crioconservados.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona métodos
que comprenden etapas de, por ejemplo: obtencidén in vitro de
embriones producidos (1VP) de ungulados; crioconservacion de
los embriones; y transferencia de embriones para implantacion
en ungulados receptores, realizando la crioconservacion y la
transferencia para obtener tasas de prefiez de al menos
aproximadamente el 10%.

En algunas modalidades, la obtencion de uno o varios

embriones producidos in vitro comprende las etapas de, por
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ejemplo: recuperar uno o varios oocitos de hembras; madurar
uno O varios oocitos iIn vitro; fertilizar uno o varios oocitos
maduros con semen o una o varias células aisladas de esperma
para generar uno o varios cigotos; y desnudar y cultivar uno o
varios cigotos. En algunas modalidades, el semen utilizado se
separan por sexo. En algunas modalidades, el semen no se separa
por sexo.

En algunas modalidades, la maduracién de los oocitos in
vitro comprende, por ejemplo: i1ncubar oocitos dentro de un
intervalo fisioldégicamente relevante para al menos una
condicion seleccionada del grupo que consiste en: temperatura,
presencia o cantidad de gas, humedad, pH, osmolaridad vy
combinaciones de ellos. En algunas modalidades, la presencia o
cantidad de un gas se selecciona del grupo que consiste en 0,
y CO,. En algunas modalidades, la etapa de maduracién de oocitos
in vitro comprende: incubar oocitos a 35-40 °C con 3-9 % de
CO, y humedad saturada. En algunas modalidades, la etapa de
desnudar y cultivar cigotos comprende incubar los cigotos a
35-40 °C con 5% de CO, en aire y humedad saturada. En algunas
modalidades, la etapa de desnudar y cultivar cigotos también
comprende incubar los cigotos al 5% de 0.

En algunas modalidades, la crioconservacion de embriones
comprende las etapas de, por ejemplo: incubar embriones en una
solucidén que comprende crioprotector; y sumergir los embriones

en nitrégeno lIiquido. En algunas modalidades, la etapa de
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crioconservacion del embridon comprende las etapas de: incubar
embriones en solucién de congelacidén que consiste en 1,0 - 4 M
de etilenglicol durante 5 - 30 minutos a una primera
temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 38 ©°C; carga de los embriones en un
receptaculo, donde burbujas de aire separan los embriones de
una solucidén de descongelacidon que comprende etilenglicol en
un medio diluyente isoténico; exposicion de los embriones a
una temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente -2 a
aproximadamente -10 °C durante un periodo de tiempo dentro de
un intervalo de aproximadamente 1 min a aproximadamente 60
minutos; reduccidon de la temperatura a una tasa dentro de un
intervalo de aproximadamente -0,2 a aproximadamente — 0,8 °C
por minuto hasta alcanzar una segunda temperatura dentro de un
intervalo de aproximadamente -30 a aproximadamente -36 °C; e
inmersién de los embriones en nitrogeno liquido para
almacenamiento. En algunas modalidades, el etilenglicol esta
presente en una concentracién final dentro de un intervalo de
aproximadamente 0,2 a aproximadamente 1,3 M.

En algunas modalidades, los embriones se criopreservan
para transferencia directa a hembras receptoras.

En algunas modalidades, la transferencia de embriones
comprende las etapas de: cultivar embriones en un medio
suplementado con albumina de suero bovino (BSA) bajo aceite

mineral durante un periodo de tiempo dentro de un intervalo de
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aproximadamente 5 a aproximadamente 9 dias; y transferir los
embriones a ungulados receptores. En algunas modalidades, el
medio se selecciona del grupo que consiste en medio C4, medio
SOF, medio SOFaa y combinaciones de ellos. En algunas
modalidades, el medio estd suplementado con uno o varios de
suero, suero bovino fetal, suero de ternero fetal, albumina de
suero bovino y/o uno o varios aminoacidos.

En algunas modalidades, los embriones transferidos estéan
en una etapa de desarrollo seleccionada del grupo gue consiste
en morula, blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto
expandido.

En algunas modalidades, los ungulados receptores estan
sincronizados. En algunas modalidades, los ungulados
receptores estan en estro natural. En algunas modalidades, los
embriones son frescos, vitrificados o congelados. En algunas
modal idades, los ungulados son vacas. En algunas modalidades,
los embriones de una especie se seleccionan de Bos Taurus, Bos
indicus y Bos indicus-taurus de raza cruzada.

En algunas modalidades, la 1invencidn proporciona un
embrion crioconservado producido por un método que comprende
las etapas de, por ejemplo: obtener embriones de ungulados
producidos in vitro (IVP); crioconservacion de los embriones
en condiciones tales que, cuando los embriones crioconservados
se transfieren a ungulados receptores, se logran tasas de

preiez de al menos aproximadamente el 10%. En algunas
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modalidades, la obtencién de embriones producidos in vitro
comprende las etapas de, por ejemplo: recuperar oocitos de
hembras; madurar los oocitos in vitro; fertilizar los oocitos
maduros con semen; Yy desnudar y cultivar los cigotos. En
algunas modalidades, la maduracion de los oocitos in vitro
comprende incubar oocitos dentro de un intervalo
fisiologicamente relevante para al menos wuna condicidn
seleccionada del grupo que consiste en: temperatura, presencia
o cantidad de gas, humedad, pH, osmolaridad y combinaciones de
ellos. En algunas modalidades, la transferencia de embriones
comprende las etapas de: cultivar embriones en un medio
suplementado con albumina de suero bovino (BSA) bajo aceite
mineral durante un periodo de tiempo dentro de un intervalo de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9 dias; y transferir los
embriones en ungulados receptores.

En algunas modalidades, los medios utilizados de acuerdo
con la presente invencién es o comprende un medio seleccionado
del grupo que consiste en medio C4, medio SOF, medio SOFaa y
combinaciones de ellos. En algunas modalidades, el medio esta
suplementado con uno o varios de suero, suero bovino fetal,
suero de ternero fetal, albumina de suero bovino y/o uno o
varios aminoacidos.

En algunas modalidades, los embriones crioconservados
y/0 transferidos de acuerdo con la presente descripcidn estan

en una etapa de desarrollo seleccionada del grupo que consiste
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en moérula, blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto
expandido.

En algunas modalidades, la invencién proporciona un
dispositivo que comprende: un receptaculo; un embridn
crioconservado en solucidén de crioconservacion ubicado dentro
de una primera region del receptaculo, cuya primera region esta
flanqueada por: segunda y tercera regidn, cada una de las
cuales contiene ailre, cuya segunda y tercera region estan
flanqueadas por: cuarta y quinta regién, cada una de las cuales
contiene soluciones de descongelacién, cuya cuarta y quinta
region estan flanqueadas por: sexta y séptima regiéon, cada una
de las cuales contiene ailre, cuya sexta y séptima region estan
flanqueadas por: octava y novena region, cada una de las cuales
contiene soluciones de descongelacion. En algunas modal idades,
una o varias de las regiones es una camara en donde la camara
se define por una entidad de particién fisica que proporciona
una barrera entre ella y al menos otra region con la que es
adyacente. En algunas modalidades, la invencidn proporciona
una pluralidad de los dispositivos.

En algunas modalidades, la invencidon proporciona métodos
que comprenden las etapas de: criopreservar una pluralidad de
embriones de ungulados; y transferir la pluralidad de embriones
a ungulados receptores, donde la criopreservacion y la
transferencia se llevan a cabo de modo de lograr una tasa de

concepcion de al menos el 30%. En algunas modalidades, la etapa
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de crioconservacion para ubicacién de cada embrién en solucién
de crioconservacion dentro de una primera region de un
receptaculo, cuya primera region esta flanqueada por: segunda
y tercera regidén, cada una de las cuales contiene aire, cuya
segunda y tercera region estan flanqueadas por: cuarta y quinta
region, cada una de las cuales contiene soluciones de
descongelacidon, cuya cuarta y quinta region estan flanqueadas
por: sexta y séptima regidén, cada una de las cuales contiene
aire, cuya sexta y séptima region estan flangueadas por: octava
y novena region, cada una de las cuales contiene solucion de
descongelacion.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona métodos
de congelacidon de embriones, por ejemplo, que comprenden:
exponer embriones de ungulados a la solucidén de congelacion
(SC), que consiste en aproximadamente 1 a aproximadamente 4 M
de etilenglicol durante 10 minutos a 35 ©°C; ubicar cada
embrion, en una solucidén de congelaciéon (SC), dentro de un
receptaculo dimensionado como una pajuela, de modo que el
embrion en solucion de congelacioéon, rodeado por cuatro columnas
de solucion de descongelacion (SD), esta intercalado por
columnas de aire entre ellas, donde la solucion de
descongelacion comprende aproximadamente 0,75 M de
etilenglicol; exponer el receptaculo a condiciones de
temperatura estabilizadas a una temperatura dentro de un

intervalo de aproximadamente 0 °C a aproximadamente -10 °C;
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cristalizar las columnas por sobre y por debajo del embridn
dos minutos después de colocarlo en la congeladora; mantener
el embridn durante 1 a 60 minutos a una temperatura dentro de
un intervalo de aproximadamente O °C a aproximadamente -10 °C;
reducir la temperatura a una tasa dentro de un intervalo de
aproximadamente -0,2 °C a aproximadamente — 0,8 °C por minuto
hasta alcanzar una segunda temperatura dentro de un intervalo
de aproximadamente -30 °C a aproximadamente -36 °C; y sumergir
los embriones congelados en nitrégeno liquido. En algunas
modal idades, el receptaculo, que contiene el embridén congelado,
se sumerge en nitrogeno liquido después de alcanzar la segunda
temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente -30 °C a
aproximadamente -36 °C.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona métodos
de descongelacién de embriones, por ejemplo, que comprenden:
exponer un receptaculo que contiene un embridén crioconservado
en solucidén de crioconservacion ubicado dentro de una primera
region del receptaculo, cuya primera region esta flanqueada
por: segunda y tercera region, cada una de las cuales contiene
aire, cuya segunda y tercera region estan flanqueadas por:
cuarta y quinta region, cada una de las cuales contiene
soluciones de descongelacion, cuya cuarta y quinta region estan
flanqueadas por: sexta y séptima region, cada una de las cuales
contiene aire, cuya sexta y séptima region estan flanqueadas

por: octava y novena region, cada una de las cuales contiene
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soluciones de descongelacion en aire de temperatura ambiente
durante un primer periodo de tiempo, cuyo primer periodo de
tiempo es suficiente para comenzar a descongelar los embriones
congelados; exponer el receptaculo a un ambiente de
descongelacion caracterizado por una  temperatura de
descongelacion dentro de un intervalo de aproximadamente 10 °C
a aproximadamente 38 °C durante un segundo periodo de tiempo,
cuyo segundo periodo de tiempo es suficiente para descongelar
la solucién de congelacidon; y mezclar la solucidon de
descongelacién, solucién de congelacién y embridén dentro del
receptaculo. En algunas modalidades, el primer periodo de
tiempo esta dentro de un intervalo de aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 38 °C. En algunas modalidades, el segundo
periodo de tiempo esta dentro de un intervalo de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 38 °C. En algunas
modalidades, el ambiente de descongelacién es o comprende un
bafio Iiquido. En algunas modalidades, 0la temperatura de
descongelacion esta dentro de un intervalo de aproximadamente
10 °C a aproximadamente 38 °C. En algunas modalidades, la etapa
de mezcla se logra por medio de agitacion moderada del
receptaculo. En algunas modal idades, el método de
descongelacion también incluye una etapa de transferencia del
embrion a un ungulado receptor. En algunas modalidades, la
transferencia se lleva a cabo de modo simultaneo o después de

la etapa de exposicion o la etapa de mezcla. En algunas
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modal idades, la etapa de transferencia comprende transferir el
embridén al cuerno uterino del ungulado receptor.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 representa un esquema de carga para usar
embriones congelados en la transferencia directa de embriones.
Como se representa en esta figura, los embriones en solucion
de congelacion pueden disponerse en dispositivos (por ejemplo,
un embridén por dispositivo) en los que las regiones de solucién
estan separadas por regiones de ailre. Por ejemplo, como se
representa en la Figura 1, un embrion 100 en la solucidn de
congelacion 200 esta localizado dentro de una primera region
300 (gris en la Figura 1) de un dispositivo de columna 400 (por
ejemplo, una pajuela). Inmediatamente flanqueando esa primera
region, hay dos regiones (las regiones segunda 305 y tercera
315, cada una de las cuales esta punteada en la Figura 1) que
contienen aire, y luego dos regiones (las regiones cuarta 310
y quinta 320, cada una de las cuales esta rayada en la Figura
1) que contiene solucidén de descongelacidon, seguida por dos
regiones mas (las regiones sexta 325 y séptima 335, cada una
de las cuales esta punteada en la Figura 1) que también
contienen aire, seguidas por dos regiones mas (las regiones
octava 330 y novena 340, cada una de las cuales esta rayada en
la Figura 1) que también contiene solucidn de descongelacion.
El dispositivo particular representado en la Figura 1 es una

pajuela de 0,25 ml colocada en una columna central; la soluciodn
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de congelacién es etilenglicol 1,5 M; y la solucién de
descongelacién es wuna dilucion 1:1 de [la solucidon de
congelacion en DPBS, de modo que es etilenglicol 0,75 M en una
solucion salina amortiguada con fosfato de Dubelcco (DPBS).
Las Figuras 2A y 2B ((untas comprenden la Figura 2)
representan vistas generales de los esquemas de congelacidn
(Figura 2A) y de descongelacion (Figura 2B) como se describe a
grandes rasgos en la Ejemplificaciéon de la presente descripcion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Para que la presente invencion se entienda mas
facilmente, se definen a continuacidon determinados términos.
Las personas capacitadas en la técnica comprenderan que las
definiciones para determinados términos pueden proporcionarse
en cualquier otra parte de la descripcion, y/o seran claras a
partir del contexto.

Aproximadamente: como se usa en la presente, el término
"aproximadamente™, tal como se aplica a uno o mas valores de
interés, se refiere a un valor que es similar a un valor de
referencia establecido. En determinadas modalidades, el
término "aproximadamente'™ se refiere a un intervalo de valores
que entra dentro del 25%, 20%, 19%, 18%, 17%, 16%, 15%, 14%,
13%, 12 %, 11%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% o menos
en cualquier direccion (mayor o menor que) del valor de

referencia enunciado, a menos que se indique lo contrario o
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sea evidente de otro modo en el contexto (excepto cuando el
numero exceda el 100% de un posible valor).

Inseminaciéon artificial (Al, Artificial Insemination):
como se usa en la presente, la expresion 'inseminacion
artificial” se refiere a la introduccion por la mano del hombre
de semen en el Utero de un bovino hembra para lograr la prefiez.
En muchas modalidades, la Al se utiliza en la reproduccion,
por ejemplo, de modo que las prefeces resultantes son (o0 estan
destinadas a ser) llevadas a término. En algunas modalidades,
la Al se lleva a cabo con semen recolectado. En algunas
modalidades, la Al se lleva a cabo con semen extraido. En
algunas modalidades, la Al se lleva a cabo con semen que ha
sido procesado; por ejemplo, en algunas modalidades, el semen
ha sido sexado de modo que se enriquece para esperma de
solamente un sexo. Las personas capacitadas en la técnica
comprenderan esto. A menos que se indique expresamente lo
contrario, el término "AI"™ no incluye procedimientos de
transferencia de embriones, en los que, por ejemplo, se puede
introducir semen en una vaca para generar embriones para
transferencia.

Blastocisto: como se usa en la presente, el término
"blastocisto” se refiere a una estructura formada en el
desarrollo temprano de los mamiferos. Posee una masa celular
interna (ICM) que posteriormente fTorma el embridon. El

trofoblasto es la capa externa de células del blastocisto. Esta
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capa rodea una masa celular interna (que es una fuente de
células madre embrionarias) y una cavidad lIlena de liquido
conocida como blastocele. EI trofoblasto da Hlugar a Ila
placenta. El uso de blastocistos para la fertilizacién in vitro
(IVF) implica cultivar un o6vulo fertilizado antes de
implantarlo en un Utero bovino.

Raza: como se usa en la presente, el término "raza" se
refiere a un grupo de ungulados (por ejemplo, ganado vacuno)
que tienen ancestros comunes y/o comparten determinados rasgos
distinguibles que no son ungulados compartidos de otras razas.
Las personas capacitadas en la técnica estan familiarizadas
con los estandares y/o caracteristicas de las razas. En muchas
modalidades, se produce y/o0 se mantiene una raza particular
apareando entre si un progenitor o progenitores identificados
(por ejemplo, un semental en particular con una hembra
reproductora en particular o con cualquier hembra reproductora
de una linea de hembras reproductoras en particular) entre si.

Comparable: el término "comparable'™ se usa en la presente
para describir dos (o mas) conjuntos de condiciones,
circunstancias, individuos o] poblaciones que son
suficientemente similares entre si para permitir la comparacion
de los resultados obtenidos o de los fenomenos observados. En
algunas modalidades, los conjuntos comparables de condiciones,
circunstancias, individuos o poblaciones se caracterizan por

una pluralidad de caracteristicas sustancialmente idénticas y
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por una caracteristica o0 una pequefia cantidad de
caracteristicas variadas. Las personas capacitadas en la
técnica comprenderdan que los conjuntos de circunstancias,
individuos o poblaciones son comparables entre si cuando se
caracterizan por un numero y tipo suficientes de
caracteristicas sustancialmente idénticas para garantizar una
conclusién razonable de que las diferencias en los resultados
obtenidos o en los fendémenos observados con diferentes
conjuntos de circunstancias, iIndividuos o poblaciones son
causados o0 son indicativos de la variacidon en esas
caracteristicas que han variado. Las personas capacitadas en
la técnica apreciaran que el lenguaje relativo utilizado en la
presente (por ejemplo, mejorado, activado, reducido, inhibido,
etc.) se referira normalmente a comparaciones realizadas en
condiciones comparables.

Raza cruzada: como se usa en la presente, la expresion
“raza cruzada” se refiere a ungulados (por ejemplo, ganado
vacuno) producidos a partir de gametos de animales individuales
que son de diferentes razas o variedades de ungulados (por
ejemplo, ganado vacuno). El cruzamiento se realiza a menudo en
la ganaderia de vacas lecheras para producir ganado mas
saludable y mas productivo en comparacion con las razas
progenitoras. El cruzamiento es el apareamiento deliberado de
animales de diferentes razas o cepas; en muchas modalidades,

el cruzamiento se disefa para aprovechar la heterosis (vigor
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hibrido) para caracteristicas tales como [la produccion,
fertilidad y longevidad. En algunas modalidades, la presente
descripcion comprende el conocimiento de que los desarrollos
recientes relacionados con la inseminacion artificial y/o con
la fertilizacion in vitro, no normalmente empleados en la
industria del ganado lechero, pueden utilizarse para permitir
y/0 proporcionar determinadas ventajas con respecto a la
generaciéon y/o preservacion de lineas cruzadas de ganado
lechero como se describe en la presente. Como se describe en
la presente, los ungulados cruzados de particular interés son
hibridos, en los que el 50% de los cromosomas somaticos del
animal son de una cepa o linea y el 50% son de una cepa o linea
diferente (es decir, formados cruzando individuos FO de la
primera y segunda cepa/linea que difieren entre si. Sin
embargo, las personas capacitadas en la técnica comprenderan
que el término “cruzamiento” se puede usar en algunas
modal idades (como es evidente en el contexto) para referirse a
cualquier individuo cuyo genoma, como resultado del
cruzamiento, no sea el 100% de ninguna raza individual. Célula
diploide: como se usa en la presente, la expresion “célula
diploide™ se refiere a una célula con un par homélogo de cada
uno de sus cromosomas autosomicos, con dos copias (2n) de cada
locus genético autosoémico.

Etapa de desarrollo: como se usa en la presente, la

expresion "etapa de desarrollo” se refiere a las etapas de
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desarrollo embrionario. En algunas modalidades, las etapas de
desarrollo incluyen: la moérula, el blastocisto temprano, el
blastocisto y el blastocisto expandido.

Transferencia directa: como se usa en la presente, la
expresion "transferencia directa" se refiere a un método para
criopreservar lentamente un embridén. Los embriones se incuban
en una solucidén de congelacién que comprende crioprotectores,
tales como etilenglicol o glicerol, y se exponen a temperaturas
gradualmente decrecientes hasta que el embridén se congela y
posteriormente se sumerge en nitrégeno liquido. En algunas
modalidades, el embridén dentro de la solucidon de congelacion
se carga en una pajuela que es expuesta a temperaturas de
congelacion. El método de transferencia directa de
crioconservacion también se conoce como ‘“congelacién lenta”.

Embrién: como se usa en la presente, el término "embrién"
se refiere a un oocito fertilizado (huevo) preparado para
implantacion i1nmediata dentro de wun ungulado hembra o
almacenado para eventual iImplantacion dentro de un ungulado
hembra.

Transferencia fresca: como se usa en la presente, la
expresion “transferencia fresca” se usa para referirse a un
método de implantar embriones en ungulados receptores (por
ejemplo, ganado vacuno) después de la fertilizacion, evitando
la crioconservacion. En algunas modalidades, los embriones se

cultivan in vitro durante dias antes de su implantacion en una
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hembra receptora.

Gametos: como se usa en la presente, el término "gametos"
se usa para referirse a células reproductivas (por ejemplo,
espermatozoides u oocitos) que tienen el numero haploide de
cromosomas, especialmente esperma maduro o un huevo capaz de
fusionarse con un gameto del sexo opuesto de manera de producir
un huevo fertilizado. Los gametos se producen por intermedio
del proceso de la meilosis.

Semen separado por sexo: tal como se usa en la presente,
la expresidén "semen separado por sexo"™ se refiere al semen que
se ha manipulado para seleccionar espermatocitos de solamente
un sexo preferido. En algunas modalidades, el semen separado
por sexo también se conoce como ‘“‘semen sexado”. En algunas
modal1dades, el semen separado por sexo es '‘semen enriquecido
por sexo"™, término éste que se refiere al semen que ha sido
manipulado para enriquecerse en espermatocitos de un solo sexo
preferido. En algunas modalidades, el semen enriquecido en sexo

comprende al menos aproximadamente el 55%, aproximadamente el

60%, aproximadamente el 65%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 75%, aproximadamente el 80%,
aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%,
aproximadamente el 91%, aproximadamente el 92%,
aproximadamente el 93%, aproximadamente el 94%,
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%,

aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, o]
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aproximadamente el 99% de espermatocitos de sélo un sexo
preferido.

Perfil gendmico: como se usa en la presente, la expresion
"perfil gendmico" se refiere a un subconjunto representativo
de 1la informacién total contenida dentro de un genoma.
Normalmente, un perfil gendmico contiene genotipos en un
conjunto particular de loci polimorficos. En algunas
modalidades, un perfil genémico puede correlacionarse con una
de sus -caracteristicas, rasgos o conjuntos particulares
caracteristicos, por ejemplo, de un animal, linea, raza o
poblacidén cruzada en particular.

Genotipo: como se usa en la presente, el término
"genotipo™ se refiere a la combinacién diploide de alelos en
un locus genético determinado, o conjunto de loci relacionados,
en una célula u organismo dados. Un sujeto homocigoto porta
dos copias del mismo alelo y un sujeto heterocigoto porta dos
alelos distintos. En el caso mas simple de un locus con dos
alelos "A" y "a', se pueden formar tres genotipos: A/A, A/a y
a/a.

Genotipado: como se usa en la presente, el término
""genotipado™ se refiere a un protocolo experimental,
computacional o de observacidon para distinguir el genotipo de
un individuo en uno o mas loci bien definidos. Las personas
capacitadas en la técnica conoceran una variedad de tecnologias

que pueden realizar de manera util y efectiva el genotipado.
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En algunas modalidades, el genotipado implica la detecciodn
directa de un &cido nucleico o de una secuencia de &cidos
nucleicos. En algunas modalidades, el genotipado implica la
deteccion indirecta de un 4cido nucleico o de una secuencia de
acidos nucleicos, por ejemplo, por intermedio de la detecciodn
o analisis de un marcador proxi o evento que se correlaciona
con la presencia del acido nucleico o de la secuencia de acidos
nucleicos.

Célula haploide: como se usa en la presente memoria, la
expresion "célula haploide” se refiere a una célula con un
unico cromosoma (1n) de cromosomas - la mitad del numero de
una célula somatica.

Ternera: como se usa en la presente, el término ""ternera"
se refiere a ganado vacuno hembra que aun no ha producido
ningun ternero.

Hibrido: como se usa en la presente, el término "hibrido"
se refiere a ungulados (por ejemplo, ganado vacuno) producidos
como resultado de cruzar gametos macho y hembra de diferentes
razas o lineas de ungulados. Por lo tanto, normalmente, el 50%
del genoma autosémico (por ejemplo, el genoma somatico) de un
hibrido es de una primera raza/linea, y el 50% es de una segunda
raza/linea. De particular interés, como se describe en la
presente, son los hibridos en los que el 50% de sus cromosomas
somaticos son de una primera raza y el 50% son de una segunda

raza.
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Fertilizacioén in vitro (IVF): como se usa en la presente,
la expresion "fertilizacidén in vitro” se refiere a un método
para fertilizar un huevo fuera de un animal vivo. La IVF es un
proceso por el cual un 6vulo es fertilizado por esperma fuera
del cuerpo (es decir, in vitro, que literalmente se traduce
como "en vidrio" pero entendiéndose en la técnica que se
refiere a la técnica para referirse a procesos realizados, por
ejemplo, en un laboratorio o entorno artificial). En algunas
modalidades, un proceso de IVF puede implicar monitorizar y/o
estimular el proceso ovulatorio de una hembra, extraer un
oocito u oocitos (6vulos o huevos) de los ovarios de una hembra
y/0 poner en contacto esperma y oocitos entre si en un
laboratorio (por ejemplo, en un medio fluido) para lograr la
fertilizacion. En algunas modalidades, la IVF implica cultivar
un huevo fertilizado (cigoto) en un medio de crecimiento y/o0
implantarlo en el Utero de una hembra o almacenarlo para su
analisis y/o implantaciéon futura. En algunas modalidades, la
IVF puede implicar clasificar huevos fertilizados en funciodn
de atributos deseados particulares (por ejemplo, sexo).

Linea: como se usa en la presente, el término "linea" se
refiere a una cepa de ganado vacuno que desciende de
progenitores ancestrales comunes desarrollada y mantenida
mediante reproduccidon selectiva.

Apareamiento: el término "apareamiento’™, como se usa en

la presente, se refiere a un proceso que da como resultado la
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formacién de un embridén, normalmente de dos gametos de sexo
opuesto. En algunas modalidades, el apareamiento implica un
servicio natural. En algunas modalidades, el apareamiento
implica la inseminacion artificial. En algunas modalidades, el
apareamiento implica IVF. En muchas modalidades descritas en
la presente, el apareamiento se utiliza para generar progenie
hibrida. En muchas modalidades, el apareamiento se utiliza para
generar progenie de cruza.

Mérula: como se usa en la presente, el término "mérula"
se refiere a una etapa de desarrollo embrionario. La mérula,
una etapa temprana del embrién que consiste en una bola de
células (Ilamadas blastoémeros) contenidas dentro de la zona
pelucida, se produce a partir del cigoto unicelular mediante
una serie de hendiduras. A través de la diferenciacion celular
y la cavitacion, la mérula da lugar al blastocisto. Una vez
que una cavidad llena de liquido comienza a abrirse en la
moérula, comienza la etapa de blastocisto del desarrollo
embrionario. Durante la formacion del blastocisto, las células
de la morula se diferencian en una masa celular interna que
crece en el interior del Dblastocele y las células
trofoblasticas que crecen en el exterior.

Servicio natural: como se usa en la presente, la
expresion 'servicio natural”™ se refiere a la cria de ganado
vacuno tradicional de aparear machos y hembras sin inseminacion

artificial ni técnicas a base de IVF.
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Receptaculo: como se usa en la presente, el término
"receptaculo" se refiere a un dispositivo para contener uno o
mas embriones crioconservados. El receptaculo puede contener
una serie de regiones o0 camaras para contener: aire, solucién
de descongelacion o embrién en solucidén de crioconservacion.
En algunas modalidades, el receptaculo es o comprende una
pajuela.

Sustancialmente: como se usa en la presente, el término
"sustancialmente™ se refiere a la condicion cualitativa de
presentar una extension o grado total o casi total de una
caracteristica o propiedad de interés. Una persona capacitada
en biologia comprenderda que los fendmenos biolégicos y quimicos
rara vez o nunca llegan a completarse ni logran un resultado
absoluto, o] lo evitan. Por lo tanto, el término
"sustancialmente™ se usa en la presente para capturar la
posible falta de integridad inherente a muchos fendmenos
bioldégicos y quimicos.

Rasgo: como se usa en la presente, el término "rasgo' se
refiere a un atributo detectable de un individuo. Normalmente,
la expresion de un rasgo particular puede estar total o
parcialmente influenciada por la constitucién genética de un
individuo. En algunas modalidades, un rasgo es caracteristico
de un individuo, lIinea, raza o cruce en particular, por
ejemplo, en el que se puede confiar (individualmente o como

parte de un conjunto) para distinguir ese individuo, linea,
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raza o cruza de otros.

Ungulado: como se usa en la presente, el término
"ungulado™ se refiere a un grupo diverso de mamiferos grandes
que incluye equinos, bovinos/vacas, cerdos, cabras, bufalos,
ovejas, jirafas, camellos, ciervos e hipopdétamos. La mayoria
de los ungulados terrestres usan las puntas de los dedos de
los pies, generalmente ungulados, para sostener todo su peso
corporal mientras se mueven. En algunas modalidades, el término
significa, aproximadamente, '"‘que tiene pezufa™ o "animal con
pezufa'.

Vitrificacion: como se usa en la presente, el término
"vitrificaciéon” se refiere a un método para criopreservar
6vulos (oocitos) y embriones. En algunas modalidades, los
embriones se exponen a soluciones de equilibrado y de
vitrificacion que comprenden crioprotectores, tales como
etilenglicol o glicerol, y se sumergen en nitrogeno liquido
como parte del proceso de crioconservacion.

Cigoto: como se usa en la presente, el término "cigoto”
se refiere a una célula formada cuando dos células de gameto
se unen por medio de reproduccion sexual. Es la etapa de
desarrollo mas temprana del embridn. Un cigoto se sintetiza a
partir de la unidon de dos gametos, y representa la primera
etapa en el desarrollo de un organismo Unico. Los cigotos se
producen por la fertilizacidon entre dos células haploides: un

ovulo (gameto femenino) y una célula de esperma (gameto
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masculino), que se combinan para formar la Unica célula
diploide.

Descripcion detallada de determinadas formas de
modal idad

La presente iInvencion se basa en parte en el
descubrimiento de que es posible criopreservar embriones de
ungulados con mejores tasas de concepcion respecto de las
tecnologias mas estandar, cuyas tasas estan normalmente muy
por debajo de las tasas de concepcion logradas con embriones
frescos.

En algunas modalidades, la invencidon proporciona métodos
que comprenden las etapas de: obtencidn de embriones producidos
in vitro; crioconservacion de los embriones; y transferencia
de embriones para implantacién en ungulados receptores,
Ilevando a cabo la crioconservacion y la transferencia de modo
tal de lograr tasas de prefiez de al menos aproximadamente el
10%. En algunas modalidades, la invencidn proporciona embriones
crioconservados por los métodos descritos. En algunas
modalidades, [la 1Invencidén proporciona receptaculos para
congelacion, almacenamiento y descongelacién de embriones
crioconservados.

Embriones producidos in vitro

El uso de embriones producidos 1in vitro (1VP) ha
aumentado mucho en la ultima década (Hasler, 2014). Gran parte

de este crecimiento se produjo principalmente en Brasil. En el
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afio 2013, mas de 393.000 embriones IVP se transfirieron a
receptores y de este total, el 78% se produjo en Sudamérica.
En el mismo afo, del numero total de transferencias, solo el
8,9% de embriones IVP se congeld; para embriones in vivo, esta
proporcion era del 59% (Perry, 2013).

Los embriones I1VP eran menos resistentes a la
crioconservacion que los embriones in vivo y el suero bovino
fetal (FBS) afadido al medio de cultivo de embriones puede
proporcionar mayor acumulacién de embriones lipidicos
intracitoplasmaticos (Mucci et al., 2006) que es uno de los
factores responsables de la mayor sensibilidad de los embriones
IVP al congelamiento.

Actualmente, la técnica de crioconservacion mas
cominmente usada para embriones 1VP es la vitrificacion (Dode
et al., 2013), por su simplicidad, velocidad y bajo costo. Sin
embargo, esta técnica utiliza altas concentraciones de
crioprotectores y requiere de personal entrenado y una
estructura de laboratorio para la recuperaciéon de embriones
antes de la transferencia (Vajta et al., 1998), restringiendo
su uso en el campo y en gran escala.

Por otro lado, la lenta congelacion de embriones para
una ulterior transferencia directa, a pesar de tener costos
operativos ligeramente mayores, permite el uso de menores
concentraciones de crioprotectores y, asi, menor toxicidad de

embriones (Voelkel y Hu, 1992).
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En algunas modal idades, la presente invencion
proporciona métodos mejorados para implantar embriones bovinos
cultivados en suero. La vaca que recibe embriones fertilizados
previamente incubados en suero bovino fetal (FBS) tenia
similares tasas de concepcién que la vaca que recibid embriones
sin previa exposicion a FBS. En algunas modalidades, la
presente invencién es un método de crioconservacion de
embriones bovinos de modo tal que la vaca receptora tiene tasas
de concepcioéon similares a los embriones recién transferidos.
La vaca que recibié embriones recién Tfertilizados tenia
similares tasas de concepcion que los embriones vitrificados y
los embriones de transferencia directa/congelacion lenta. Esto
demuestra que el método de crioconservacion de embriones por
la transferencia directa/congelacion lenta es tan viable como
el método de vitrificacion. Por conveniencia, la transferencia
directa/congelacién lenta es un sustituto apropiado para el
método de vitrificacion.

En algunas modalidades, antes de la fertilizacion y la
crioconservacion, los oocitos se pueden someter a una
maduracion in vitro. En algunas modalidades, el oocito se
incuba en presencia de oxigeno (0,). En algunas modalidades,
el oocito se iIncuba en presencia de dioxido de carbono (CO,).
En algunas modalidades, el oocito se incuba en presencia del
3-9% de CO,. En algunas modalidades, el oocito se incuba en

presencia del 5% de CO,. En algunas modalidades, el oocito se
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Incuba en presencia del 5% de 0,.

Cria de ganado convencional

La cria de animales es el control y el cuidado de animales
de granja por seres humanos con fines de lucro, en donde estéan
mas desarrollados las cualidades genéticas y el comportamiento,
considerados ventajosos para los seres humanos. La expresion
se puede referir a la practica de la cria selectiva de ganado
para promover rasgos deseables en animales utilitarios,
deporte, ocio o investigacion.

La cria de animales combina la técnica y la ciencia de
criar animales al fusionar las practicas consagradas y el
conocimiento cientifico moderno en un sistema que proporciona
bienestar al animal y proporciona un control y un manejo seguro
y eficaz de animales. Las practicas de la cria de animales
cambian en la medida en que los cientificos, expertos en
agricultura y otros implicados con animales aprenden nuevas
técnicas o0 descartan aquellas que ya no son necesarias o
apropiadas. Las practicas de la cria de animales van desde el
descorneamiento del ganado para evitar lesiones a los otros
animales del rebafio y las manos de los granjeros hasta los
métodos para alojar el ganado, proporcionando una nutricion
adecuada y diseflando estrategias de reproduccion.

Se han desarrollado técnicas tales como iInseminacion
artificial y transferencia de embriones y se pueden usar para

facilitar la reproduccion. Por ejemplo, debido a que tales
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tecnologias permiten que una madre lleve un embridén distinto
que el propio, se pueden usar para asegurar que grandes
cantidades de embriones de una madre de alta calidad particular
(o linea de madres) se puedan implantar en un sustituto de
menor calidad, expandiendo asi el numero de progenie que se
puede generar a partir de la madre de alta calidad. Esta
practica puede incrementar ampliamente la cantidad de
descendientes que se pueden producir por medio de una pequeia
seleccion de los animales progenitores de mejor calidad. Sin
embargo, como se analiza en la presente, estas tecnologias no
se han empleado normalmente con vacas lecheras. Entre otras
cosas, a menudo se consideran demasiado costosas para
jJustificar el uso con vacas lecheras. Ademas, en la medida en
que tiendan a amplificar los rasgos genéticos particulares
dentro de una manada, reducen la diversidad genética dentro de
la manada, aumentando la gravedad de determinados brotes de
enfermedades, entre otros. Entre otras cosas, la presente
invencioén comprende el conocimiento de que tales técnicas, en
particular cuando se combinan con estrategias de cruza, pueden
proporcionar ventajas significativas en la cria de ganado
vacuno en comparacion con enfoques convencionales.

Tecnologias embrionarias y de fertilizacion

Se han de desarrollado y refinado diversas técnicas para
permitir que los seres humanos controlen y/o efectuen los

apareamientos animales opcionalmente sin relaciones sexuales



10

15

20

25

30

entre los animales (por ejemplo, servicio natural) o incluso
contacto animal. Estas técnicas representativas incluyen, por
ejemplo, fertilizacién in vitro, inseminacion artificial,
crioconservacion (congelacién) de gametos o embriones,
induccién de maltiples ovulaciones, transferencia de
embriones, determinacién del sexo de esperma o embriones,
transferencia nuclear, clonacion, etc.

La produccidén in vitro de embriones de rumiantes es un
proceso en tres etapas que implican la maduracion de los
oocitos, la fertilizacion de los oocitos y el cultivo in vitro.
S6lo el 30-40% de tales oocitos alcanzan el estado de
blastocisto, en el que se pueden transferir a un receptor o se
pueden congelar para un uso futuro. La calidad del oocito puede
impactar dramdticamente sobre [la proporcién de iImoocitos
maduros que forman blastocistos, mientras que el ambiente de
cultivo posfertilizaciéon tiene una mayor influencia sobre la
calidad del blastocisto. En algunas modalidades, el uso de
esperma de un sexo especifico junto con la produccién de
embriones in vitro es un medio potencialmente eficaz para
obtener descendientes del sexo deseado. Los problemas respecto
del uso de la tecnologia del semen sexado incluyen la aparente
menor  fertilidad del esperma clasificado, la menor
supervivencia del esperma clasificado después de la
crioconservacion y la menor cantidad de esperma que se podria

separar en un periodo de tiempo especifico. La evaluacion de
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la calidad del embridn es un desafio. La evaluacién morfoldgica
es actualmente el método mas popular para la seleccidén de
embriones antes de la transferencia. Otros métodos de
evaluacién no invasivos incluyen el momento de la primera
division por escision que se ligb con la capacidad de
desarrollo. La examinacidon cuantitativa de la expresion génica
es una valiosa herramienta adicional para evaluar la viabilidad
de los embriones cultivados. Existe una cantidad sustancial de
evidencia para demostrar que las condiciones de cultivo a las
que se expone el embridén, en particular en el periodo de
posfertilizacion, pueden tener efectos perturbadores sobre los
patrones de la expresion génica en el embridn con consecuencias
potencialmente importantes a largo plazo.

IVF es una técnica en la que los oocitos se extraen de
una vaca donante por medio de un método de aspiracion del
tracto reproductivo. Los oocitos seleccionados se incuban luego
durante un periodo de 24 horas; se denomina el periodo de
maduracion. Después de madurar, los huevos se fertilizan
durante 18 a 22 horas después de realizar el cocultivo. Los
embriones quedan en el medio hasta el dia 7, cuando ya estan
listos para ser transferidos. Esta técnica tiene tres ventajas
principales respecto de la recolecciéon de embriones in Vivo
convencional. Con IVF, no es necesario superovular las vacas
ni es necesario sincronizarlas. Este es un gran progreso dado

que las vacas donantes no se exponen a hormonas que pueden
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comprometer la solidez reproductiva de los animales y se puede
trabajar con ellas sin un tiempo de preparacion para el
procedimiento. La produccion de embriones es de aproximadamente
el 30% en promedio de los oocitos recolectados, a pesar de que
esta calidad varia segun la raza, la vaca donante y también el
apareamiento. Otra ventaja con el IVF es que los animales se
pueden aspirar cada 20 dias en vez de cada 60 como en la
recolecciéon de embriones iIn vivo. La otra ventaja de IVF es
que los animales pueden ser recogidos a una edad muy temprana;
esto crearda un mayor impacto sobre la seleccidon de cria dado
que reduce el intervalo de generacion para los animales con un
rasgo deseable especifico.

La inseminacioéon artificial (Al) se ha usado para obtener
descendientes de machos genéticamente superiores durante mas
de 200 afios. Los métodos bien conocidos para criopreservar
(congelar) y almacenar semen volvieron accesible a la Al para
mayor cantidad de productores ganaderos. De la misma manera
que la crioconservacion de semen, la congelacién de embriones
permitia la comercializaciéon global de animales con altas
calidades genéticas. EI semen de los toros es especialmente
susceptible a la congelacion y el almacenamiento a largo plazo.
En la industria lechera, donde se manejan intensamente grandes
cantidades de vacas lecheras, Al es simple, econOmica Yy
exitosa. Mas del 60 por ciento de las vacas lecheras en los

Estados Unidos se reproducen con Al. Sin embargo, la situacion
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es diferente para el ganado vacuno, donde las poblaciones de
cria se mantienen usualmente en condiciones de pastos o
pasturas. En la industria de la carne en los Estados Unidos,
Al representa menos del 5 por ciento de las Inseminaciones.

El desarrollo de 1la tecnologia ET permite que los
productores obtengan multiple progenie de hembras
genéticamente superiores. Los embriones fertilizados se pueden
recuperar de Qlas hembras (también denominadas donantes de
embriones) de superior mérito genético por técnicas quirdrgicas
0 no quirdrgicas. Los embriones genéticamente superiores se
transfieren luego a las hembras (también denominadas receptoras
de embriones) de menor mérito genético. En las vacas, las
técnicas eficaces pueden recuperar embriones fertilizados sin
cirugia, pero s6lo uno o a veces dos embriones se producen
durante cada ciclo reproductivo normal. Para incrementar la
cantidad de embriones que se pueden recuperar de hembras
genéticamente superiores, la donante de embriones se trata con
un régimen de hormonas para inducir mualtiples ovulaciones o
una superovulacion.

La industria de la carne en los Estados Unidos prefiere
terneros machos que tienden a tener mayores pesos corporales y
mayor eficacia de alimentacidon (en comparacién con terneras)
cuando se colocan en corrales de engorde para las etapas de
crecimiento y acabado de produccioéon de carne. Por el contrario,

la industria lechera prefiere terneras que produciran por
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ualtimo descendientes y leche para el consumo humano. De esta
manera, se necesitan métodos para determinar el sexo del
esperma o los embriones para que Qlos productores puedan
controlar el sexo de la descendencia de su ganado.

Desde mediados de 1980, se ha desarrollado tecnologia
para transferir el nucleo de un blastomero (células de
embriones en estado de escision temprano y presumiblemente no
diferenciado) o una célula somatica (fibroblasto, piel,
corazon, nervio u otra célula corporal) a un oocito enucleado
(6vulo hembra no fertilizado con el nucleo removido). Esta
“transferencia nuclear” produce multiples copias de animales
que en si son copias casi idénticas de otros animales (animales
transgénicos, animales genéticamente superiores o animales que
producen altas cantidades de leche o tienen cierto otro rasgo
deseado, etc.). Este proceso también se denomina clonacion.
Hasta la fecha, se ha usado la transferencia nuclear de células
somaticas para clonar vacas, ovejas, cerdos, cabras, caballos,
mulas, gatos, conejos, ratas y ratones.

La técnica implica el cultivo de células somaticas de un
tejido apropiado (Ffibroblastos) del animal por clonar. Los
nucleos de las células somaticas cultivadas se microinyectan
luego en un oocito enucleado obtenido de otro individuo de la
misma especie o0 de una especie intimamente relacionada. Por
medio de un proceso que aun no es comprendido, el nucleo de la

célula somatica se reprograma en un patron de expresion génica
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apropiado para direccionar el desarrollo normal del embridn.
Después del cultivo y el desarrollo in vitro, los embriones se
transfieren a una hembra receptora y por ultimo resulta el
nacimiento de la cria viva. La tasa de éxito para la propagacion
de animales por transferencia nuclear a menudo es inferior al
10 por ciento y depende de varios factores, incluyendo la
especie, la fuente de los 6vulos, el tipo celular de los nucleos
donantes, el tratamiento de las células donantes antes de la
transferencia nuclear, las técnicas usadas para la
transferencia nuclear, etc.

La presente descripcion demuestra la eficacia de
tecnologias de crioconservacion mejoradas para congelar vy
descongelar embriones de ungulados. La presente descripcion
demuestra que tales tecnologias pueden ofrecer significativos
beneficios a la iIndustria de las vacas lecheras.

En algunas modalidades, los embriones preservados se
pueden suministrar a otras granjas y negocios, por ejemplo,
para permitir que generen una progenie y/o manadas hibridas.
En algunas modalidades, la presente invencion permite un método
comercial de seleccidén de ganado vacuno hibrido y recreacion
de ganado vacuno hibrido de alto rendimiento por reproduccion
selectiva usando los gametos FO de sus progenitores.

Crioprotectores

Como se observa en la presente, la presente iInvencion

proporciona tecnologias para la crioconservacion de embriones
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bovinos y/o para lograr la fertilizacién con embriones bovinos
crioconservados. En algunas modalidades, los crioprotectores
para usar de acuerdo con la presente invencién son o comprenden
crioprotectores intracelulares. En algunas modalidades, los
crioprotectores para usar de acuerdo con la presente invencién
son o comprenden crioprotectores extracelulares. En algunas
modal idades, los crioprotectores de ejemplo (por ejemplo, para
usar como crioprotectores intracelulares) pueden ser o pueden
comprender: dimetilsulfoxido (DMS0), glicerol,
polietilenglicol (PEG) y combinaciones de ellos. En algunas
modal idades, los crioprotectores de ejemplo (por ejemplo, para
usar como crioprotectores extracelulares) pueden ser o pueden
comprender: sacarosa, trehalosa, dextrosa y combinaciones de
ellos. En algunas modal 1dades particulares, los
crioprotectores para usar de acuerdo con la presente invencion
pueden ser o pueden comprender propilenglicol.

Estados de desarrollo embrionario

En algunas modalidades, 1los embriones se pueden
criopreservar en distintos estados de desarrollo. En algunas
modal idades, los embriones se pueden criopreservar en una etapa
de desarrollo seleccionada del grupo que consiste en: moérula,
blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido.
Después de la formacion de blastocistos, el embridn se prepara
para implantaciéon en la pared uterina. En algunas modalidades,

el estado de blastocisto temprano se caracteriza porque una
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cavidad recién comienza a formarse y las células blastocisticas
aun no son distinguibles. En algunas modalidades, el estadio
de blastocisto expandido se caracteriza por una cavidad
completamente formada.

Dispositivos para crioconservacion

La presente invencion proporciona dispositivos para la
crioconservacion de embriones. En algunas modalidades, los
dispositivos comprenden un embrion crioconservado en solucién
de crioconservacion ubicado dentro de una primera region dentro
del dispositivo, cuya primera region esta flanqueada por:
segunda y tercera regidén, cada una de las cuales esta compuesta
por aire, cuya segunda y tercera regioén estan flanqueadas por:
cuarta y quinta regiéon, cada una de las cuales estd compuesta
por soluciones de descongelacidén, cuya cuarta y quinta regioén
estan flanqueadas por: sexta y séptima regidén, cada una de las
cuales esta compuesta por aire, cuya sexta y séptima region
estan flanqueadas por: octava y novena region, cada una de las
cuales estd compuesta por soluciones de descongelacién. En
algunas modalidades, una o varias regiones del dispositivo son
una camara.

En algunas modal idades, la presente invencion
proporciona una pluralidad de 1los dispositivos para la
crioconservacion de embriones. En algunas modalidades, cada
pluralidad de dispositivos contiene un embriéon de un

apareamiento simple.
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En algunas modal idades, la presente invencion
proporciona métodos que comprenden las etapas de preparacion
de pluralidad de embriones; crioconservacion de la pluralidad
de embriones; y transferencia de los embriones con una tasa de
concepcion de aproximadamente el 40%. En algunas modalidades,
los embriones se almacenan opcionalmente durante un periodo de
tiempo entre la crioconservacion y la transferencia a vacas
receptoras. En algunas modalidades, el periodo de tiempo entre
la crioconservacion y la transferencia a vacas receptoras son
minutos, horas, dias, semanas, meses, afios o mas (por ejemplo,
sus multiplos). En algunas modalidades, los embriones se

almacenan durante un periodo de tiempo inferior a

aproximadamente 40 anos, aproximadamente 35 anos,
aproximadamente 30 anos, aproximadamente 25 anos,
aproximadamente 20 anos, aproximadamente 15 anos,
aproximadamente 10 anos, aproximadamente 9 anos,
aproximadamente 8 anos, aproximadamente 7 anos,
aproximadamente 6 anos, aproximadamente 5 anos,
aproximadamente 4 anos, aproximadamente 3 anos,

aproximadamente 2 afios o aproximadamente 1 afio. En algunas
modal idades, los embriones se almacenan durante un periodo de
tiempo inferior a aproximadamente 12, aproximadamente 11,
aproximadamente 10, aproximadamente 9, aproximadamente 8,
aproximadamente 7, aproximadamente 6, aproximadamente 5,

aproximadamente 4, aproximadamente 3, aproximadamente 2,
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aproximadamente 1 meses o menos. En algunas modalidades, los
embriones se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 5 semanas,
aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 3 semanas,
aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 1 semana O menos.
En algunas modalidades, los embriones se almacenan durante un
periodo de tiempo de time inferior a aproximadamente 7 dias,
aproximadamente 6 dias, aproximadamente 5 dias,
aproximadamente 4 dias, aproximadamente 3 dias,
aproximadamente 2 dias o aproximadamente 1 dia. En algunas
modalidades, los embriones se almacenan durante un periodo de
tiempo Inferior a aproximadamente 24 horas, aproximadamente 20
horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 4 horas,
aproximadamente 3 horas, aproximadamente 2 horas o
aproximadamente 1 hora. En algunas modalidades, los embriones
se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 50 minutos,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 30 minutos,
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 10 minutos,
aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 4 minutos,
aproximadamente 3 minutos, aproximadamente 2 minutos O
aproximadamente 1 minuto.

En algunas modalidades, los embriones se pueden almacenar

durante minutos, dias o0 afos antes de transferir a vacas



10

15

20

25

40

receptoras. En algunas modalidades, el periodo de tiempo en
que se pueden almacenar los embriones puede ser de minutos,
horas, dias, semanas, meses, afios o mas (por ejemplo, sus
maltiplos). En algunas modalidades, los embriones se almacenan
durante un periodo de tiempo inferior a aproximadamente 40

anos, aproximadamente 35 afos, aproximadamente 30 aiios,

aproximadamente 25 anos, aproximadamente 20 anos,
aproximadamente 15 anos, aproximadamente 10 anos,
aproximadamente 9 anos, aproximadamente 8 anos,
aproximadamente 7 anos, aproximadamente 6 anos,
aproximadamente 5 anos, aproximadamente 4 anos,

aproximadamente 3 anos, aproximadamente 2 anos o]
aproximadamente 1 ano. En algunas modalidades, los embriones
se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 12, aproximadamente 11, aproximadamente 10,
aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente 7,
aproximadamente 6, aproximadamente 5, aproximadamente 4,
aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1 mes o
menos. En algunas modalidades, los embriones se almacenan
durante un periodo de tiempo inferior a aproximadamente 6
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 1 semana o menos. En algunas modalidades, los
embriones se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a

aproximadamente 7 dias, aproximadamente 6 dias,
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aproximadamente 5 dias, aproximadamente 4 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 2 dias o]
aproximadamente 1 dia. En algunas modalidades, los embriones

se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a

aproximadamente 24 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 16 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 4 horas,

aproximadamente 3 horas, aproximadamente 2 horas o
aproximadamente 1 hora. En algunas modalidades, los embriones
se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 50 minutos,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 30 minutos,
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 10 minutos,
aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 4 minutos,
aproximadamente 3 minutos, aproximadamente 2 minutos o
aproximadamente 1 minuto.

En algunas modalidades, la etapa de crioconservacion
comprende realizarla en un dispositivo. Los embriones se pueden
criopreservar dentro de dispositivos de acuerdo con los métodos
descritos en la presente. En algunas modalidades, la etapa de
crioconservacion comprende criopreservar una pluralidad de los
embriones, cada uno en su propio dispositivo, de modo que se
genera un grupo de dispositivos. En algunas modalidades, una
pluralidad de dispositivos se mantiene durante un primer

periodo de tiempo. En algunas modalidades, después del primer
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periodo de tiempo, al menos un embridén se transfiere a la vaca
receptora; y opcionalmente, los demas embriones se mantienen
durante un segundo periodo de tiempo. En algunas modalidades,
el periodo de tiempo puede ser de hasta 40 afios. En algunas
modal idades, los embriones se pueden almacenar durante minutos,
dias o afios antes de transferir a la vaca receptora. En algunas
modalidades, el segundo periodo de tiempo en que se pueden
almacenar los embriones puede ser de minutos, horas, dias,
semanas, meses, afios o mas (por ejemplo, sus multiplos). En
algunas modalidades, los embriones se almacenan durante un

periodo de tiempo inferior a aproximadamente 40 afos,

aproximadamente 35 anos, aproximadamente 30 anos,
aproximadamente 25 anos, aproximadamente 20 anos,
aproximadamente 15 anos, aproximadamente 10 anos,
aproximadamente 9 anos, aproximadamente 8 anos,
aproximadamente 7 anos, aproximadamente 6 anos,
aproximadamente 5 anos, aproximadamente 4 anos,

aproximadamente 3 afos, aproximadamente 2 anos o]
aproximadamente 1 afio. En algunas modalidades, los embriones
se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 12, aproximadamente 11, aproximadamente 10,
aproximadamente 9, aproximadamente 8, aproximadamente 7,
aproximadamente 6, aproximadamente 5, aproximadamente 4,
aproximadamente 3, aproximadamente 2, aproximadamente 1 mes o

menos. En algunas modalidades, los embriones se almacenan
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durante un periodo de tiempo inferior a aproximadamente 6
semanas, aproximadamente 5 semanas, aproximadamente 4 semanas,
aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 2 semanas,
aproximadamente 1 semana o menos. En algunas modalidades, los
embriones se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 7 dias, aproximadamente 6 dias,
aproximadamente 5 dias, aproximadamente 4 dias,
aproximadamente 3 dias, aproximadamente 2 dias o]
aproximadamente 1 dia. En algunas modalidades, los embriones

se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a

aproximadamente 24 horas, aproximadamente 20 horas,
aproximadamente 16 horas, aproximadamente 12 horas,
aproximadamente 8 horas, aproximadamente 4 horas,

aproximadamente 3 horas, aproximadamente 2 horas o
aproximadamente 1 hora. En algunas modalidades, los embriones
se almacenan durante un periodo de tiempo inferior a
aproximadamente 60 minutos, aproximadamente 50 minutos,
aproximadamente 40 minutos, aproximadamente 30 minutos,
aproximadamente 20 minutos, aproximadamente 10 minutos,
aproximadamente 5 minutos, aproximadamente 4 minutos,
aproximadamente 3 minutos, aproximadamente 2 minutos o
aproximadamente 1 minuto.

En algunas modalidades el dispositivo comprende un
receptaculo para contener uno o] varios embriones

crioconservados. En algunas modalidades, el receptaculo
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comprende regiones o0 camaras para contener embriones en
solucion flanqueadas por burbujas de aire. En algunas
modalidades, el receptaculo comprende regiones o camaras para
separar unos embriones de otros embriones. En algunas
modalidades, el receptaculo comprende una pajuela.

Ejemplificacion

El objetivo de este estudio fue comparar las tasas de
prefiez obtenidas después IVP ET de embriones bovinos frescos,
vitrificados o congelados para transferencia directa. Unos
oocitos (n = 3171) recuperados por OPU Girolando en hembras
fueron seleccionados y enviados a IVM durante 24 horas a 38,5
°C con CO, al 5% en aire y humedad saturada. La IVF se efectud
con semen sexado descongelado, realizado con 5 toros Holstein.
Después de la IVFR, los presuntos cigotos se desnudaron vy
cultivaron durante siete dias en las mismas condiciones de
temperatura y humedad de IVM e IVF, pero con CO, al 5% y CO, al
5%. Los embriones de grado | en las etapas de BL o BX se
transfirieron en fresco, vitrificados o congelados para
transferencia directa (DT). Los embriones se transfirieron a
receptores previamente sincronizados. Las tasas de concepcion
obtenidas fueron del 51,35% (133/259) en embriones frescos,
del 34,62% (84/234) en embriones vitrificados y del 42,11%
(96/228) en los embriones de transferencia directa. EI nivel
de probabilidad de p <0,05 se considerd significativo. Las

tasas obtenidas de 1los embriones IVP vitrificados y la
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transferencia directa indican que la crioconservacion de
embriones IVP produce resultados similares a los obtenidos
después de la transferencia de embriones frescos IVP. Se
destacan los aspectos positivos de la posibilidad de la
crioconservacion de embriones IVP con la conveniencia de la
transferencia directa.

Ejemplo 1: Materiales y métodos

Excepto donde se indic6, todos los reactivos se
compraron en Sigma (St. Louis, MO, EE. UU.). Los
procedimientos de aspiracion folicular, la maduracién in
vitro y la fertilizacion in vitro descritos en los Ejemplos
1-3 se usaron para los Ejemplos 4 y 5.

Ejemplo 2: Recoleccidén de oocitos y maduracion in vitro

El trabajo se llevé a cabo con la finalizacion de la
recogida de 112 6vulos (OPU) guiada por ultrasonidos en 36
donantes hembras % sangre de la cruza Gir and Holstein.
Después de la sesidon de aspiraciéon, se lavaron los oocitos
(n = 3171) en medio TCM-199 (GIBCO BRL, Grand Island, NY)
tamponado con Hepes suplementado con suero bovino fetal al
10% (FBS) (GIBCO BRL; Grand Island, NY), piruvato soédico
0,20 mM y 83,4 mg/ml de amikacina (BIOCHIMICO Institute, Rio
de Janeiro, Brasil). Los oocitos fueron preseleccionados y
clasificados en un laboratorio movil instalado en la granja.
Después de la seleccidon de los oocitos, se los transporto

al laboratorio en un tubo BD Falcon 5 ml de poliestireno que
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contenia 400 ul de medio TCM-199 suplementado con FBS al
10%, 1 mg/ml de FSH (Folltropin™, Bioniche Animal Health,
Belleville, Ont., Canadad), 50 mg/ml de hCG (Profasi™,
Serono, S&o Paulo, Brasil) y estradiol (1 mg/ml), piruvato
de sodio 0,20 mm y 83,4 mg/ml de amikacina, cubierto por 350
uL de aceite mineral. Los oocitos recuperados se
transportaron al laboratorio ubicado en Mogi Mirim/SP y se
guardaron en el mismo tubo de transporte con medio de
maduracidon durante 24 horas, contados a partir del momento
de la OPU.

Ejemplo 3: Preparacion de semen y fertilizacion in

vitro (1VF)

La IVF se realizé con semen de toros Holstein (n = 5)
sexados para hembra. Se descongeldé el semen (35 °C durante
30 segundos) y se lavo dos veces por centrifugacion (6000
rpm durante 5 minutos) en 1 ml de TALP complementado con
piruvato 0,2 mM y amikacina 83,4 g/ml, tamponado con Hepes
10 mM. La concentracion de semen se ajustdé a 2x106
espermatozoides (sptz) méviles/mL. La dosis de inseminacion
fue de 10 microlitros (10° sptz) a cada gota de 50 uL de
TALP-FIV (TALP suplementado con 10 g/mL de heparina,
penicilamina 18 M, hipotaurina epinefrina 10 M y 8 M) en
aceite mineral. Mas tarde, se agregaron 25-30 oocitos en
cada gota. La 1incubacion fue durante 20-24 h en una

incubadora a 38,5 °C con CO, al 5% y humedad maxima en el
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Ejemplo 4: Experimento 1 — Embriones 1VP frescos

transferidos en la presente o ausencia de suero bovino fetal

FBS

Embriones de cultivo in vitro ((1VC)

Se recogieron oocitos (n = 665) por aspiracion
folicular guiada por ultrasonido de donantes de Girolando (n
= 25). Estos fueron sometidos a fertilizacion in vitro con
semen sexado del mismo toro Holstein, con una distribucion
aleatoria de oocitos entre los grupos.

Grupo con FBS — Se cultivaron cigotos presuntos (n =
303) en gotas de 100 ul de SOF (fluido oviductal sintético)
(Wells et al., 1999) complementado con FBS al 2,5% + albumina
de suero bovino al 0,5% (BSA) en aceite mineral. En el tercer
dia (D3) y en el dia (D5) de IVC, se realiz6 sustituyendo
el 50% del volumen de gotas por un nuevo medio
("alimentacioéon'™). EIl medio de cultivo de "alimentacidén” con
el mismo medio que se usé en el desarrollo embrionario
temprano.

Grupo sin FBS — Unos cigotos presuntos (n = 362) se
cultivaron en gotas de 100 uL de SOF modificado sin usar FBS
y se suplementaron s6lo con albumina de suero bovino al 0,5%
(BSA) + EDTA 10 uM en aceite mineral. En el dia tres (D3) y
en el dia cinco (D5) de IVC se realizo sustituyendo el 50%

del volumen de gotas por un nuevo medio (alimentacion™).
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ElI medio de cultivo para "alimentar™ el mismo medio se uso
en el desarrollo embrionario temprano.

Después de 7 dias de cultivo, los embriones de los
grupos con (n = 82) o sin FBS (n = 88) se transfirieron en
fresco a vacas receptoras previamente sincronizadas. Las
hembras fueron utilizadas como receptoras en el primer
tercio de 1la lactancia. Para la sincronizacion de las
receptoras, se utilizé el siguiente protocolo:

- Dia cero (DO) - 2 mg de benzoato de estradiol
(Sincrodiol®) + colocacion de implante intravaginal (CIDR®)

- Dra siete (D7) - 5 mL de prostaglandina F24&
(Lutalyse®)

- D1a nueve (D9) - Extraccién del implante y aplicacion
de 1 mg de cipionato de estradiol (ECP®)

- Dia dieciocho (D18) — Transferencia de embriones

En el Experimento 1, Hlas tasas de concepcidon se
compararon en embriones cultivados en dos medios diferentes,
complementados o no con FBS. Como se puede ver en la Tabla
1, no hubo diferencia entre los dos grupos. Este ejemplo
demuestra que los embriones frescos cultivados en medios
suplementados con FBS tienen una viabilidad y tasas de
concepcion similares a las de los embriones que no crecieron
en FBS.

Tabla 1. Coeficiente de concepcidon de embriones frescos

transferidos, cultivados con o sin FBS.
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GRUPO [OOCITOS| EMBRIONES CONCEPCION CONCEPCION
TRANSFERIDOS | 30 DIAS (%) | 60 DIAS (%)
2,5% de 303 82 33 (37,5%)2 | 31 (35,23%)%
FBS
Sin FBS 362 88 38 (46,34%)2 | 30 (36,59%)2
ap<0,05

Ejemplo 5: Comparacion de coeficientes de concepcion de

embriones 1VP transferidos en fresco, vitrificados o congelados

para transferencia directa

Cultivo in vitro (1VC) de embriones

Después de los procedimientos descritos en los Ejemplos

2 y 3, los cigotos presuntivos se cocultivaron (grupos
aleatorios de 25 oocitos por gota) en la incubadora (38,5 ©C
con CO, al 5% y humedad maxima en aire) con células de
granulosa. Los embriones para transferencia en fresco o
vitrificacion se cultivaron en gotas de 100 uL de SOF (Wells
et al., 1999) complementado con FBS al 2,5% + albumina de suero
bovino al 0,5% (BSA) en aceite mineral. En el tercer dia (D3)
y en el dia quinto (D5) de VCI se realiz6 sustituyendo el 50%
del volumen de gotas por un nuevo medio (“alimentacién'™). EI
medio de cultivo de "alimentacion'™ fue el mismo medio utilizado
en el desarrollo embrionario temprano. La tasa de escision se
evalu6é en el tercer dia de cultivo (D3).

Se cultivaron embriones para

congelacion por

transferencia directa en gotas de 100 uL de SOF modificado sin
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FBS y se suplementaron Unicamente con albumina de suero bovino
(BSA) al 0,5% + EDTA 10 uM en aceite mineral. En el tercer dia
(D3) y en el quinto dia (D5) de VCI se realizd sustituyendo el
50% del volumen de gotitas por un nuevo medio ("alimentacion™).
El medio de cultivo de "alimentacién” fue el mismo medio
utilizado en el desarrollo embrionario temprano. La tasa de
escision se evalud en el tercer dia de cultivo (D3).

Al final del periodo de cultivo (D7), los blastocistos
expandidos clasificados como grado 1, se cargaron Yy
transfirieron en fresco a receptoras previamente
sincronizadas. En ausencia de receptoras disponibles para todos
los embriones producidos, los embriones sobrantes se
vitrificaron siguiendo el protocolo descrito por SANCHES et
al. (2013) o se congelaron para su transferencia directa
posterior.

Vitrificacion de embriones

En este trabajo, los embriones se criopreservaron para
el método de vitrificaciéon de acuerdo con el protocolo
previamente descrito por SANCHES et al., 2013.

En pocas palabras, unos embriones (Bx, n = 234) se
expusieron a 1 min en solucidén de equilibrio (SE = 10% de EG)
+ dimetilsulféxido (DMSO) al 10% y luego durante 20 segundos
en la solucion de vitrificacion (VS = 20% EG + DMSO al 20%).
Durante los 20 segundos de exposicion a la solucidon de

vitrificacion, los embriones se alojaron en Cryotop® (Kitazato
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- Shizuoka - Japén), a razén de tres a cinco embriones por
Cryotop y se colocaron inmediatamente en nitrégeno liquido. La
vitrificacion de los embriones se basdé en la técnica Cryotop,
descrita por KUWAYAMA et al. (2005). Esta metodologia utiliza
el concepto de volumen minimo, donde los embriones se colocan
en una pelicula de plastico muy delgada unida a una varilla de
material plastico utilizada para facilitar la manipulacioén.
Las soluciones de vitrificaciéon utilizadas se prepararon en
una placa de cuatro cavidades (NUNC S/A, Roskilde, Dinamarca).
El medio TCM-HEPES (TCM-199 + 25 mM de Hepes + 10% de FBS) era
la base para la preparacion de soluciones que contienen EG y
DMSO, y se agregaron s6lo al momento de usar. En ambos grupos,
la solucioén de equilibrio (ES) se complementé con 20% de SFB y
se afadié a la solucion de vitrificaciéon (VS) sacarosa 0,5 M.
Primero, los embriones se colocaron en un medio de
mantenimiento (TCM-HEPES), donde se retiraron (de tres a cinco
cada uno) y se pasaron a la cavidad 1, que contenia ES. En esta
solucioén, los embriones se mantuvieron durante un minuto y poco
después se transfirieron a la cavidad 2, que contenia VS, que
se expusieron durante 20 segundos. Por lo tanto, los embriones
se pipetearon inmediatamente y se alojaron sobre la pelicula
de material plastico en punta Cryotop y la muestra se sumergio
en nitrogeno liquido.

Descongelacion de embriones vitrificados

Para la descongelacion de embriones vitrificados, los
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Cryotops que contenian los embriones se expusieron al aire
durante cuatro segundos y luego se sumergieron durante la
solucion de calentamiento (TCM-Hepes + sacarosa 0,3 molar) con
una temperatura aproximada de 35 °C. La remocioén de la solucién
de vitrificacion se realizé con dos tiempos de exposicion (de
5 minutos cada uno) en gradientes de sacarosa 0,3 M y 0,15,
respectivamente, antes de pasar al medio de mantenimiento TCM-
Hepes (Vieira et al., 2002; Mezzalira et al, 2004).

Congelacion lenta de los embriones

En total, los embriones (n = 228) se criopreservaron
mediante el método de congelacidén lenta descrito previamente
para embriones obtenidos in vivo (Voelkel y Hu, 1992). EI
blastocisto y el blastocisto expandido se expusieron a una
solucién de congelacion (SC), que consistia en 1,5 M de
etilenglicol durante 10 minutos. EI plato que contenia el SC y
los embriones quedaron en la placa calentada a 35 °C durante
este periodo. Los embriones se cargaron en pajuelas de 0,25 ml
y el embrion se colocdé en una columna central, que consistia
en 1,5 M de solucidon de etilenglicol, rodeada por cuatro
columnas de solucidon de descongelacion (SD), intercaladas con
columnas de aire una de la otra (Figura 1). La solucidon de
descongelacion (SD) estaba compuesta por 0,75 M EG. La EG 1,5
M se diluyd en DPBS (Nutricell - Campinas - Brasil) en una
proporcion de 1:1. Después de cargarse, los embriones se

colocaron en una maquina de congelaciéon (TK 1000® - Uberaba -
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Brasil), previamente estabilizada a -6 °C. Dos minutos después
de ser colocados en la maquina, se realizé la cristalizacion
('siembra™) de las columnas i1nmediatamente por encima y por
debajo de la columna de embriones. Los embriones se mantuvieron

durante 10 minutos a -6 °C.

Se inicid la curva de congelacioén, bajando la temperatura
a 0,5 °C/minuto hasta alcanzar un nivel de -32 °C. Al final de
la curva de congelacidon, los embriones se sumergieron
directamente en nitrogeno liquido, donde se almacenaron antes
de ser transferidos a la receptora. Ver también la Figura 2A

para una descripcién general.

Descongelacién y transferencia directa

En el momento de la transferencia de los embriones
crioconservados para su transferencia directa, se extrajeron
los embriones del contenedor de nitrégeno Qliquido, se
expusieron al aire a temperatura ambiente durante 10 segundos
y luego se sumergieron en agua caliente a 35 °C durante 30
segundos. La pajuela se secd con toallas de papel y se agitd
suavemente hasta que las 5 columnas del interior se mezclaron.
ElI' objetivo era que 1las 4 columnas de solucion de
descongelacion se mezclaran con la columna de solucidon de
congelacion, para la rehidrataciéon ya iniciada dentro de la
paja. Después de mezclar las columnas, el embridon se transfirio
al cuerno uterino de la receptora. Ver también la Figura 2B

para una descripcion general.
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Las hembras utilizadas como receptoras de embriones
frescos, vitrificadas o de transferencia directa se encontraban
en el primer tercio de [la lactancia. EIlI protocolo de
sincronizacién fue el mismo usado en el Ejemplo 4.

Analisis estadistico

Las tasas de concepcion a los 30 y 60 dias se analizaron
mediante regresion logistica binomial de IBM SPSS Statistics
version 22 (IBM Inc., Armonk, NY), considerando las variables
del protocolo de sincronizacion, edad de la receptora,
categoria del animal (lactante o seca) y el toro utilizado en
la IVF como efectos fijos. El nivel de probabilidad p < 0,05
se considero6 significativo.

Resultados

En el Ejemplo 5, las tasas de concepcidén se compararon a
los 30 y 60 dias de embriones frescos transferidos,
vitrificados o congelados para transferencia directa (Tabla
2). En este caso, hubo una diferencia entre la tasa de
concepcion de embriones frescos transferidos al 51,35%
(133/259) en comparaciéon con ambos grupos con embriones
crioconservados. Sin embargo, no hubo diferencias (p <0,05) en
las tasas de concepcioéon para los embriones vitrificados 34,62%
(84/234) en comparacion con los embriones de transferencia
directa 42,11% (96/228).

Tabla 2. Comparacion entre la tasa de concepcion a los

30 y 60 dias de los embriones IVP transferidos en fresco,
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vitrificados o congelados para la transferencia directa y el
porcentaje de pérdidas fetales producida en los 3 grupos en el

mismo periodo.

EMBRIONES EMBRIONES CONCEPCION CONCEPCION % DE
5 TRANSFERIDOS | 30 DIAS (%) | 60 DIAS (%) | PERDIDA
(30-60
DIAS)
Fresco 259 133 112 15,8%
(51,4%)2 (43,2%)2
Vitrificado 234 84 (34.6%)° | 73 (31,2%)° 9,9%
10 Transferencia 311 125 108 13,6%
directa (40,19%)" (34,72%)°
a.b p < 0,05
Analisis
15 Se detallan las comparaciones de las tasas de concepcion

de embriones I1VP transferidos en fresco, vitrificados o

congelados para transferencia directa. Este es el primer

estudio de este tipo, particularmente en cuanto a la cantidad

constante de embriones transferidos, en el ganado vacuno
20 indicus-taurus.

Los datos presentados por Perry (2014) para el ano 2013
mostraron que solo el 8,9% de los embriones IVP transferidos
en todo el mundo se criopreservaron. Sin querer estar sujetos
a ninguna teoria en particular, proponemos que esta baja tasa

25 puede deberse a una mayor sensibilidad y/o menor viabilidad
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(por ejemplo, cuando se exponen a tecnologias de revitalizacion
y/0 transferencia de embriones) de estos embriones
crioconservados en comparacion con los embriones frescos; esta
baja tasa es un aspecto limitante en el uso de esta tecnologia
para la mayoria de los laboratorios comerciales (George, 2008).
Sin embargo, dado el numero creciente de embriones IVP
producidos, se ha vuelto crucial encontrar estrategias
apropiadas para la crioconservacion de embriones in vitro.

El' mundo dispone de mas del 90% de los embriones
producidos in vitro (Perry, 2014) que refleja una pérdida mas
amplia, cuando se considera material genético, suministros,
materiales y mano de obra. Ademas, la logistica de administrar
embriones a las receptoras se vuelve mas critica cuando se
requiere trabajar con embriones frescos solamente. Por todas
estas desventajas, el descarte de embriones sobrantes aumenta
el costo de la técnica y la hace menos rentable y competitiva.
Segun PONTES, (2013), 1la Vitro Brazil Company descarté
aproximadamente 25.000 embriones 1VP, entre los afos 2002 a
2008, porque no existia un protocolo de crioconservacion bien
establecido.

Ademas de los desafios asociados con la crioconservacion
y/0 de embriones crioconservados, parece que ha habido una
brecha considerable en las técnicas adaptadas a diferentes
tipos de raza de animales bovinos. Se sabe que hay varias

diferencias reproductivas entre los animales taurus e indicus.
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Por ejemplo, una diferencia son las caracteristicas de los
organulos. Trabajando con embriones in vivo, VISINTIN et al.
(2002) demostraron caracteristicas especificas entre los
embriones Bos indicus y Bos taurus, especialmente la cantidad
de [lipido intracitoplasmatico. Teniendo en cuenta las
condiciones climaticas y geograficas reinantes en Brasil, el
objetivo de este trabajo se llevo a cabo utilizando embriones
de un rebano lechero de taurus-indicus, compuesto por el
donante Girolando. Esta cruza es responsable del 80% de la
produccién de leche en Brasil, debido a su buena adaptabilidad
para la produccion de leche en pastos y a un costo menor
(Girolando, 2015).

El interés en la produccién de embriones de hembras
Girolando ha proporcionado varias publicaciones en los ultimos
afios. PONTES et al. (2010) compararon la produccién de
embriones en aspiraciones foliculares mantenidas en donantes
de Holstein, Gir y Gir. En este estudio, observamos una mayor
producciodon de embriones/aspiracion en vacas Gir que en Holstein
(3.2 vs. 2.2, respectivamente). Sin embargo, la produccién de
embriones fue mayor en promedio dos veces mas alta (5,5
blastocistos) en Girolando en comparacion con las otras dos
razas. La presente descripcion reconoce que el rendimiento
superior en embriones IVP de taurus indicus permite el
desarrollo de tecnologias de crioconservacion embrionarias

mejoradas, por ejemplo, a la luz de la abundancia de muestras
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en los experimentos de viabilidad y la obtencidon de prefieces.

Los embriones 1VP son menos tolerantes a los crioprocesos
con los embriones iIn vivo (Abe et al., 2002) y las causas de
esta sensibilidad aumentada se atribuyeron principalmente a
una mayor acumulacién de Ilipidos intracelulares que se
encuentran en el citoplasma de embriones 1VP (Abe et al. al,
2002; Rizos et al, 2002; Sudano et al., 2011). En este contexto,
el suero bovino fetal (FBS) como suplemento del medio utilizado
en cultivo se identificé como responsable de [la menor
supervivencia embrionaria después de la congelaciéon (Diez et
al., 2001; Abe et al, 2002; Lonergan et al 2003). Sin embargo,
la mayor concentracioén de gotas de lipidos intracitoplasmaticos
no puede considerarse el Udnico factor perjudicial para la
crioconservacion; un problema es multifactorial e implica el
estricto control de calidad en todas las etapas de la IVP en
la obtencion de wuna calidad embrionaria apta para la
crioconservacion (Sudano et al., 2013).

En el Ejemplo 4, se realizaron aspiraciones foliculares
en el mismo grupo de donantes y se cultivaron embriones en
ausencia o presencia de FBS. EI objetivo era comparar las tasas
de prefiez en ambos grupos (con o sin FBS) en embriones frescos
transferidos. Hay algunos informes (George et al., 2008) de
mayor elongacion del feto y de disco embrionario mas evidente
en aquellos embriones IVP cultivados con BSA, en comparacion

con los embriones cultivados con FCS (suero de ternero fetal).
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Las comparaciones directas entre estos trabajos fueron
valiosas, por ejemplo, porque la mayoria de los otros trabajos
s6lo evaluan las tasas de reexpansion y las tasas de eclosion
de 1los embriones, sin Illegar a transferir los embriones
producidos. Ademds, existen muchas diferencias entre Ila
composicion del medio de cultivo y las condiciones de cultivo
en cada uno de estos estudios.

En los estudios descritos en el Ejemplo 4, no se
observaron diferencias en la preiiez (P <0,05) entre los grupos,
lo que nos permitidé concluir que dispensar FBS para el cultivo
in vitro daba como resultado una serie de prefieces compatibles
con no usar FBS.

La presente descripcidon tiene presente que, aparte de
considerar FBS y las condiciones de cultivo, hay otro aspecto
importante a considerar: el crioprotector. Los protocolos de
crioconservacion deberian evitar la formacion de cristales de
hielo intracelulares e intentar minimizar el estrés toxico y
osmotico de las células durante la congelaciéon (Campos-Chillon
et al., 2006). Por 1o tanto, muchos de Jlos agentes
crioprotectores tales como glicerol y etilenglicol (EG) son
toxicos para los embriones (Dochi et al., 1988). Disminuir el
tiempo que el embridn estda expuesto a estos agentes
crioprotectores antes de la congelacion y después de la
descongelacion puede reducir los efectos toxicos, logrando una

mayor viabilidad embrionaria después de la descongelacion
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(Sommerfield y Niemann, 1999).

A principios de la década de 1990, Voelkel y Hu (1992)
demostraron que el uso de etilenglicol como crioprotector
podria ser una alternativa de la transferencia directa de
embriones congelados-descongelados, con tasas de concepcién
ligeramente menores que las obtenidas con embriones frescos
(Voelkel Hu, 1992, Leibo y Mapletoft, 1998). ElI método de
transferencia directa permite el paso de la rehidratacién en
las células embrionarias después de la descongelacién, se puede
simplificar, 1o que lo hace una técnica facil de implementar
en el campo. Desde entonces, la transferencia directa ha sido
ampliamente aceptada para la congelacién de embriones
producidos i1n vivo, recolectados de donantes superovuladas.

Sin embargo, para los embriones 1VP, el método mas
ampliamente utilizado para la congelacidon de embriones IVP es
la vitrificacion (Moratdé y Mogas, 2014), principalmente debido
a la velocidad de congelacion y bajo costo. Esto hizo que la
transferencia de embriones fuera una tecnologia mucho mas
eficiente, que ya no depende de la disponibilidad de receptoras
sincronizadas. Cualquiera sea el método de congelacion,
vitrificacion o transferencia directa, las tasas de concepcion
son mas bajas que las obtenidas con embriones frescos (Leibo y
Mapletoft, 1998). La desventaja de la vitrificacion es la
necesidad de un embridlogo calificado para realizar el

recalentamiento de embriones, que estda mas alla de Ila
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estructura minima requerida para un laboratorio, lo que
complica aun mas su aplicacién en el campo y en gran escala
(Morat6é y Mogas, 2014).

En el presente estudio, hemos utilizado el protocolo de
congelacion lenta (transferencia directa) de embriones con
etilenglicol 1,5 M como crioprotector para embriones. Sin
embargo, en experimentos previos llevados a cabo por nuestro
grupo, hemos encontrado que cuando los embriones se congelaban
en la columna central en etilenglicol 1,5 M y las columnas
laterales estaban compuestas s6lo de DPBS, los embriones tenian
menores tasas de eclosidén después del descongelamiento. Sin
querer estar sujetos a ninguna teoria en particular, proponemos
que una explicacién para nuestras observaciones era que los
embriones se rehidrataban muy rapidamente cuando estaban en
contacto directo con la posdescongelacién DPBS.

Se eligio examinar el uso de una solucién de
descongelacion compuesta de etilenglicol 0,75 M, dispuesta en
cuatro columnas en ambos lados del embridon. De esta forma, la
entrada de agua en las células embrionarias podria ocurrir mas
lentamente, manteniendo su 1iIntegridad. Se presentd una
estrategia similar para congelar embriones in vivo, utilizando
columnas laterales al embridon, que consiste en una solucion
Ilamada "medio de retenciodon’™, compuesta por etilenglicol 0,37
M (Voekel y Hu, 1992). En el trabajo, la tasa de prefiez para

el grupo experimental fue la misma que para el grupo de control
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(50%). A pesar de que las tasas de prefiez son relativamente
bajas, de aproximadamente el 40%, es importante considerar que
los embriones in vivo reducen el estrés para su desarrollo y
proporcionan mayores tasas de prefiez. Por 1o tanto, la
estrategia del envasado de embriones indicus-taurus producidos
In vitro puede considerarse exitosa.

Otro punto importante observado en tales estudios fue la
tasa mas baja de supervivencia de embriones después de la
congelacion cuando se trataba de embriones de 1VP
crioconservados en estadio de mérula compacta, en comparacion
con los embriones clasificados como blastocisto y blastocisto
expandido. Resultados similares fueron encontrados por autores
que revisaron la mérula y el blastocisto de la tasa de eclosion,
como un indicador de la supervivencia de los embriones después
de la crioconservacion por el método lento (Pollard y Leibo,
1993), pero no hay consenso sobre la mejor etapa para la
crioconservacion embrionaria (Saragusty y Arav, 2011).

La tasa de concepcion a los 30 dias de embriones frescos
IVP transferidos (51,4%) fue mayor (P >0,05) que la obtenida
con embriones IVP crioconservados por vitrificacion (34,6%) y
transferencia directa (40,19%). Estos resultados fueron mas
elevados que los obtenidos por LIM et al. (2008), que
transftirieron embriones IVP cultivados en ausencia de FBS y
crioconservados por congelacion lenta (22,9%) y también mas

elevados que los embriones IVP  crioconservados por
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vitrificacion con la Técnica de pajuela abierta Halada (Vajta
et al., 1998).

Sin desear estar sujetos a ninguna teoria en particular,
proponemos que una combinacién de cultivo sin FBS mas una
estrategia de carga para posicionar embriones dentro de
dispositivos de pajuela puede ser la razéon por la que nuestro
protocolo fue exitoso. La tasa de concepcion a los 60 dias de
gestacion también se evalud, con una tasa mayor (P > 0,05) en
los embriones frescos transferidos (43,2%) en comparacién con
los resultados fueron similares a los publicados por Hasler et
al. (1995), quienes obtuvieron el disefio de tasa 42% de
embriones IVP taurus transferidos el dia 7 después de Ila
fertilizacion.

Los hallazgos en este documento demuestran la
superioridad de determinadas metodologias de transferencia
directa (por ejemplo, congelacion lenta), en comparacién con
la vitrificacion tal como se realiza en este documento. En
algunas modalidades de [la presente invencidén, puede ser
deseable preparar un banco de embriones (por ejemplo, usando
tecnologias de transferencia directa/congelacion lenta), por
ejemplo, que se puede mantener en una primera ubicacidon (por
ejemplo, cuando se produce). En algunas modalidades, la
transferencia de tales embriones mantenidos puede resultar mas
practica que el uso de tecnologias de vitrificacion.

En algunas modalidades, las tecnologias descritas en este
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documento utilizan semen separado por sexo; en general, se
considera que el I1VP es el método que permite el uso mas
eficiente del semen separado por sexo, particularmente valioso
en la produccién lechera.

En algunas modalidades, se pueden emplear una o mas
variaciones o mejoras, por ejemplo, para reducir las tasas de
pérdida embrionaria temprana observadas en determinados
estudios descritos en la presente (por ejemplo, cuando se
comparan prefieces a 30 y 60 dias).

Entre otras cosas, la presente descripcidn proporciona
logros y avances en la obtencidén de prefieces por intermedio de
la crioconservacion de embriones 1VP. Concluimos que los
embriones producidos in vitro taurus-indicus pueden
proporcionar tasas de prefiez de aproximadamente el 40% después
de la crioconservacion mediante métodos de vitrificacion o
congelacion lenta/transferencia directa. Las personas
capacitadas en la técnica, al leer la presente descripcion,
comprenderan que gracias a la aplicacion de sus enseflanzas a
diferentes contextos (por ejemplo, diferentes razas,
diferentes especies, diferentes subespecies, diferentes cruces
y/0 diferentes hibridos, etc.) puede preverse razonablemente
que lograra tasas de prefiez de al menos aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 11%, aproximadamente el 12%,
aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%,

aproximadamente el 25%, aproximadamente el 30%,
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aproximadamente el 35%, aproximadamente el 40%,
aproximadamente el 45%, o aproximadamente el 50%, en cada caso
materialmente mas elevado que los normalmente observados (por
ejemplo, aproximadamente el 9%) con las tecnologias actuales.

Cabe mencionar particularmente que las tecnologias
descritas en la presente, al mejorar y/o habilitar (por
ejemplo, por el hecho de permitir el logro de tasas de prefiez
de al menos el 30%) muestran estrategias efectivas de
congelacion lenta/transferencia, representan un paso
importante para que la produccion in vitro de embriones tenga
un uso biotecnoldgico mas amplio en el ganado vacuno.

Equivalentes

Las personas capacitadas en la técnica reconoceran, o
seran capaces de determinar usando solamente una
experimentacién de rutina, muchos equivalentes a |las
modal idades especificas de la invencion descrita en el presente
documento. Los alcances de la presente invencidn no estan
destinados a limitarse a la descripcidon anterior, sino que se

establece en las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método caracterizado porque comprende las etapas
de:

obtener embriones de ungulados producidos in vitro (1VP)

criopreservar los embriones; y

transferir embriones para implantacion en ungulados
receptores, realizando la crioconservacion y la transferencia
para lograr tasas de prefiez de al menos aproximadamente el 10%.

2. EI método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque la etapa de obtencidon de embriones
producidos iIn vitro comprende las etapas de:

recuperar los oocitos de las hembras;

madurar los oocitos In Vvitro;

fertilizar los oocitos maduros con semen de modo de
generar cigotos; y

desnudar y cultivar los cigotos.

3. EI método de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado porque el semen se separa por sexo.

4. EI método de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado porque el semen no se separa por sexo.

5. EI método de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado porque la etapa de maduracion de los oocitos in
vitro comprende:

incubar los oocitos dentro de un intervalo
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fisiologicamente relevante para al menos wuna condicidn
seleccionada del grupo que consiste en: temperatura, presencia
o cantidad de gas, humedad, pH, osmolaridad y combinaciones de
ellos.

6. EI método de conformidad con la reivindicacién 5,
caracterizado porque la presencia o la cantidad de un gas se
selecciona del grupo que consiste en 0, y CO,.

7. EI método de conformidad con la reivindicaciéon 2,
caracterizado porque la etapa de maduracidon de los oocitos in
vitro comprende: incubar los oocitos a 35-40 °C con 3-9 % de
CO, y humedad saturada.

8. EI método de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado porque la etapa de desnudar y cultivar cigotos
comprende incubar los cigotos a 35-40 °C con 5% de CO, en aire
y humedad saturada.

9. EI método de conformidad con la reivindicacion 8,
caracterizado porque la etapa de desnudar y cultivar cigotos
también comprende incubar los cigotos al 5% de O,.

10. El método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque la etapa de crioconservacion de embriones
comprende las etapas de:

incubar los embriones en una solucidn que comprende un
crioprotector; y

sumergir los embriones en nitrégeno liquido.

11. EI método de conformidad con la reivindicacion 1,
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caracterizado porque la etapa de crioconservacion del embridn
comprende las etapas de:

incubar embriones en solucion de congelacidn que consiste
en 1,0 - 4 M de etilenglicol durante 5 - 30 minutos a una
primera temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente
10 °C a aproximadamente 38 °C;

cargar los embriones en un receptaculo, donde las
burbujas de aire separan los embriones de una soluci6on de
descongelacion que comprende etilenglicol en un medio diluyente
isotonico;

exponer los embriones a una temperatura dentro de un
intervalo de aproximadamente -2 a aproximadamente -10 °C
durante un periodo de tiempo dentro de un intervalo de
aproximadamente 1 min a aproximadamente 60 minutos;

reducir la temperatura a una tasa dentro de un intervalo
de aproximadamente -0,2 a aproximadamente — 0,8 °C por minuto
hasta alcanzar una segunda temperatura dentro de un intervalo
de aproximadamente -30 a aproximadamente -36 °C; y

sumergir los embriones en nitrégeno [liquido para
almacenamiento.

12. El método de conformidad con la reivindicacion 11,
caracterizado porque el etilenglicol esta presente en una
concentracion final dentro de un intervalo de aproximadamente
0,2 a aproximadamente 1,3 M.

13. EI método de conformidad con la reivindicacion 10,
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caracterizado porque los embriones se criopreservan para
transferencia directa a hembras receptoras.

14. ElI método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque la transferencia de los embriones
comprende las etapas de:

cultivar los embriones en un medio suplementado con
albumina de suero bovino (BSA) bajo aceite mineral durante un
periodo de tiempo dentro de un intervalo de aproximadamente 5
a aproximadamente 9 dias; y

transferir los embriones a ungulados receptores.

15. EI método de conformidad con la reivindicaciéon 14,
caracterizado porque el medio se selecciona del grupo que
consiste en medio C4, medio SOF, medio SOFaa y combinaciones
de ellos.

16. EI método de conformidad con la reivindicacion 14,
caracterizado porque los embriones estdn en una etapa de
desarrollo seleccionada del grupo que consiste en mérula,
blastocisto temprano, blastocisto y blastocisto expandido.

17. EI método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque los ungulados receptores estan
sincronizados.

18. EI método de conformidad con la reivindicacion 1,
caracterizado porque los ungulados receptores estan en estro
natural .

19. EI método de conformidad con la reivindicacion 1,
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caracterizado porque los embriones son frescos, vitrificados o
congelados.

20. EI método de conformidad con la reivindicaciéon 1,
caracterizado porque los ungulados son vacas

21. EI método de conformidad con la reivindicacion 20,
caracterizado porque los embriones se seleccionan de especies
de ganado vacuno que comprende Bos Taurus, Bos indicus y Bos
indicus-taurus de raza cruzada.

22. Un embridén crioconservado caracterizado porque es
producido por un método, que comprende las etapas de:

obtencion de embriones de ungulados producidos iIn vitro
(1VP);

crioconservacion de los embriones en condiciones que,
cuando los embriones crioconservados se transfieren a ungulados
receptores, se logran tasas de prefez de al menos
aproximadamente el 10%.

23. El embridén de conformidad con la reivindicacién 22,
caracterizado porque la obtencidn de embriones producidos in
vitro comprende las etapas de:

recuperar los oocitos de las hembras;

madurar los oocitos in vitro;

fertilizar los oocitos maduros con semen; y

desnudar y cultivar cigotos.

24. El embridn de conformidad con la reivindicacion 23,

caracterizado porque la maduracion de los oocitos iIn vitro
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comprende incubar los oocitos dentro de un intervalo
fisiologicamente relevante para al menos una condicion
seleccionada del grupo que consiste en: temperatura,
presencia o cantidad de gas, humedad, pH, osmolaridad vy
combinaciones de ellos.

25. El embrion de conformidad con la reivindicacion 22,
caracterizado porque la transferencia de embriones comprende
las etapas de:

cultivar embriones en un medio suplementado con
albumina de suero bovino (BSA) bajo aceite mineral durante
un periodo de tiempo dentro de un intervalo de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9 dias; y

transferir los embriones a ungulados receptores.

26. El embrion de conformidad con la reivindicacion 25,
caracterizado porque el medio se selecciona del grupo que
consiste en medio C4, medio SOF, medio SOFaa y combinaciones
de ellos.

27. El embrion de conformidad con la reivindicacion 25,
caracterizado porque esta en una etapa de desarrollo
seleccionada del grupo que consiste en moéorula, blastocisto
temprano, blastocisto y blastocisto expandido.

28. Un dispositivo caracterizado porque comprende:

un receptaculo;

un embrion crioconservado en soluciodn de

crioconservacion ubicado dentro de una primera region del
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receptaculo, cuya primera regién esta flanqueada por:

segunda y tercera regib6n, cada una de las cuales
contiene aire, <cuya segunda y tercera regidén estan
flanqueadas por:

cuarta y quinta region, cada una de las cuales contiene
soluciones de descongelacidén, cuya cuarta y quinta regioén
estan flanqueadas por:

sexta y séptima region, cada una de las cuales contiene
aire, cuya sexta y séptima regidon estan flanqueadas por:

octava y novena regioén, cada una de las cuales contiene
soluciones de descongelacion.

29. EIl dispositivo de conformidad con la reivindicacion
28, caracterizado porque una o varias de las regiones es una
camara en la que la camara se define por una entidad de
particion fisica que proporciona una barrera entre ella y al
menos otra region con la que es adyacente.

30. Una pluralidad de los dispositivos de conformidad
con la reivindicacion 28.

31. Un método caracterizado porque comprende las
etapas de:

crioconservacion de una pluralidad de embriones de
ungulados; y

transferencia de la pluralidad embriones a ungulados
receptores, donde la crioconservacion y la transferencia se

Ilevan a cabo de modo tal de lograr una tasa de concepcion
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de al menos el 30%.

32. ElI método de conformidad con la reivindicacién 31,
caracterizado porque la etapa de crioconservacioén ubica cada
embrion en solucidén de crioconservacion dentro de una primera
region de un receptéaculo, cuya primera region estid flanqueada
por:

segunda y tercera regidén, cada una de las cuales
contiene aire, <cuya segunda y tercera regidn estan
flanqueadas por:

cuarta y quinta regién, cada una de las cuales contiene
soluciones de descongelacidon, cuya cuarta y quinta regiodn
estan flanqueadas por:

sexta y séptima regién, cada una de las cuales contiene
aire, cuya sexta y séptima regidon estan flanqueadas por:

octava y novena regioén, cada una de las cuales contiene
solucién de descongelacion.

33. Un método de congelamiento de embriones,
caracterizado porque comprende:

exponer los embriones de ungulados a una solucidn de
congelacion (SC), que consiste en 1,0 — 4 M de etilenglicol
durante 10 minutos a 35 °C;

ubicar cada embrion en una solucion de congelaciodn
(SC), dentro de un receptaculo dimensionado como una pajuela,
de modo que el embrion en solucidon de congelacién, rodeado

por cuatro columnas de solucion de descongelacion (SD), esta
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intercalado por columnas de aire entre ellas, donde Ila
solucion de descongelacién comprende 0,75 M de etilenglicol;

exponer el receptaculo a condiciones de temperatura
estabilizadas a una temperatura dentro de un intervalo de
aproximadamente 0O °C a aproximadamente -10 °C;

cristalizar las columnas por sobre y por debajo del
embrion dos minutos después de colocarlo en la congeladora;

mantener el embrion durante 1 a 60 minutos a una
temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente 0O °C a
aproximadamente -10 °C;

reducir la temperatura a una tasa dentro de un intervalo
de aproximadamente -0,2 a aproximadamente — 0,8 °C por minuto
hasta alcanzar una segunda temperatura dentro de un intervalo
de aproximadamente -30 a aproximadamente -36 °C; y

sumergir los embriones congelados en nitrégeno liquido.

34. Un método de descongelacién de embriones,
caracterizado porque comprende:

exponer un receptaculo que contiene un embridn
crioconservado en solucion de crioconservacion ubicado dentro
de una primera region del receptaculo, cuya primera region
esta flanqueada por:

segunda y tercera region, cada una de las cuales
contiene aire, <cuya segunda Yy tercera regidn estan
flanqueadas por:

cuarta y quinta region, cada una de las cuales contiene
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soluciones de descongelacion, cuya cuarta y quinta region
estan flanqueadas por:

sexta y séptima region, cada una de las cuales contiene
aire, cuya sexta y séptima region estan flanqueadas por:

octava y novena region, cada una de las cuales contiene
soluciones de descongelacidén en aire de temperatura ambiente
durante un primer periodo de tiempo, cuyo primer periodo de
tiempo es suficiente para comenzar a descongelar los
embriones congelados;

exponer el receptaculo a un ambiente de descongelaciodn
caracterizado por una temperatura de descongelacién dentro
de un intervalo de aproximadamente 10 °C a aproximadamente
38 °C durante un segundo periodo de tiempo, cuyo segundo
periodo de tiempo es suficiente para descongelar la solucioén
de congelacion; y

mezclar la solucién de descongelacion, solucidén de
congelacion y embrion dentro del receptaculo.

35. ElI método de conformidad con la reivindicacion 34,
caracterizado porque el primer periodo de tiempo esta dentro
de un intervalo de aproximadamente 10 °C a aproximadamente
38 °C.

36. ElI método de conformidad con la reivindicacion 34
o 35, caracterizado porque el segundo periodo de tiempo esta
dentro de un iIntervalo de aproximadamente 20 °C a

aproximadamente 38 °C.
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37. ElI método de conformidad con la reivindicacion 34,
caracterizado porque el ambiente de descongelacién es o
comprende un bafio liquido.

38. ElI método de conformidad con la reivindicacion 34,
caracterizado porque la temperatura de descongelacidén esta
dentro de un iIntervalo de aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 38 °C.

39. ElI método de conformidad con la reivindicacion 34,
caracterizado porque la etapa de mezcla se logra por medio
de agitacién moderada del receptaculo.

40. EI método de conformidad con la reivindicacion 34,
caracterizado porque  también incluye una etapa de
transferencia del embridén a un ungulado receptor.

41. EI método de conformidad con la reivindicacion 40,
caracterizado porque la transferencia se lleva a cabo de modo
simultaneo o después de la etapa de exposicion o la etapa de
mezcla.

42. El método de conformidad con la reivindicacion
40, caracterizado porque la etapa de transferencia comprende

transferir el cuerno uterino del ungulado receptor.



10

15

20

25

Se describen tecnologias para

embriones de

receptoras.

77

RESUMEN DE LA INVENCION

ungulados para

la

implantacion

en

la crioconservacion de

hembras



	ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN
	BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN
	BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS
	La Figura 1 representa un esquema de carga para usar embriones congelados en la transferencia directa de embriones. Como se representa en esta figura, los embriones en solución de congelación pueden disponerse en dispositivos (por ejemplo, un embrión por dispositivo) en los que las regiones de solución están separadas por regiones de aire. Por ejemplo, como se representa en la Figura 1, un embrión 100 en la solución de congelación 200 está localizado dentro de una primera región 300 (gris en la Figura 1) de un dispositivo de columna 400 (por ejemplo, una pajuela). Inmediatamente flanqueando esa primera región, hay dos regiones (las regiones segunda 305 y tercera 315, cada una de las cuales está punteada en la Figura 1) que contienen aire, y luego dos regiones (las regiones cuarta 310 y quinta 320, cada una de las cuales está rayada en la Figura 1) que contiene solución de descongelación, seguida por dos regiones más (las regiones sexta 325 y séptima 335, cada una de las cuales está punteada en la Figura 1) que también contienen aire, seguidas por dos regiones más (las regiones octava 330 y novena 340, cada una de las cuales está rayada en la Figura 1) que también contiene solución de descongelación. El dispositivo particular representado en la Figura 1 es una pajuela de 0,25 ml colocada en una columna central; la solución de congelación es etilenglicol 1,5 M; y la solución de descongelación es una dilución 1:1 de la solución de congelación en DPBS, de modo que es etilenglicol 0,75 M en una solución salina amortiguada con fosfato de Dubelcco (DPBS).
	Las Figuras 2A y 2B (juntas comprenden la Figura 2) representan vistas generales de los esquemas de congelación (Figura 2A) y de descongelación (Figura 2B) como se describe a grandes rasgos en la Ejemplificación de la presente descripción.
	DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

	Definiciones
	Descripción detallada de determinadas formas de modalidad
	Cría de ganado convencional
	Tecnologías embrionarias y de fertilización
	Crioprotectores
	Estados de desarrollo embrionario
	Dispositivos para crioconservación

	Ejemplificación
	Ejemplo 1: Materiales y métodos
	Ejemplo 2: Recolección de oocitos y maduración in vitro
	Ejemplo 3: Preparación de semen y fertilización in vitro (IVF)
	Ejemplo 4: Experimento I – Embriones IVP frescos transferidos en la presente o ausencia de suero bovino fetal (FBS)
	Ejemplo 5: Comparación de coeficientes de concepción de embriones IVP transferidos en fresco, vitrificados o congelados para transferencia directa

	Equivalentes
	REIVINDICACIONES
	1.	Un método caracterizado porque comprende las etapas de:
	22.	Un embrión crioconservado caracterizado porque es producido por un método, que comprende las etapas de:
	28.	Un dispositivo caracterizado porque comprende:
	31. 	Un método caracterizado porque comprende las etapas de:
	33.	Un método de congelamiento de embriones, caracterizado porque comprende:
	34.	Un método de descongelación de embriones, caracterizado porque comprende:


