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Abstract

Effect of BSA concentration on the survivai of frozen- thawed embrvos .

The effect of the Bovine serum albumin{BSA) concentration on the survival of 2-cell zona-
free (-Zp) and zona-intact ( +Zp) frozen-thawed mouse embryos was examined. We tested two

different BSA concentrations, 4mg/ml and 15mg/ml. Survival of embryos was similar in both
BSA concentration groups, however the use of 19mg/m1 seemed to reduce the deleterious effect
of freszing and thawing the -Zp embryos.
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Introduccio

Ja fa uns quants anys que es va demostrar que embrions de ratoli podien ser congelats,
conservats a - 1960C (en Nitrogen liquid) i esdevenir animals perfectament viables d espres de

o

lur descongelacio i transferéncia a mares adoptives (Wittingham i col., 1972).

L'aparicio de noves técnicas, com la caracteritzacid genética d'embrions o la formacié de

quimeres, ha fet que sigui necessaria la congelacid d'embrions de mamifer sense zon

o

.

pel.licidal -Zp)(Gwatking, 1986). La congelacid d'aquests embrions és un procés molt mes
delicat que no pas i estan dins d'una Zp i fa que la seva superviveéncia despres d'un orocés de

congelacio i descongelacid sigui molt menor que V'utilitzant una
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Chica de congelacio

e ' Al ir una millora en 13 sinervivencia dole amhbrinme canes Tr ae
convencional. Per tal d'obtenir una millera en la supervivéncia dels embrions sense Zp es

poden seguir dos camins: o bé col.locar &ls embrions
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I3 tecnica de congelacid per tal d'adaptar-la a

els embrions, la zuai COSa ens o ]Gc a criopreservar-los sense Zp. E1 nostre omectiu gs
desenyolupar una série de madificacions en un metode de congelacio siandard per tal de
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], LR eryvivencis = armhrinne repeelate o ) - narAmetras me A T
millorar la supervivéncia dels embrions congelats sense £p. Un dels parametres que a priord

sembla que podrien afavorir 1a supervivéncia embrionaria és la concentracio d'albiming

(')

sérica bovina (BSA)
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Material i metodes

Font dembrions Els embrions s'han obtingut de femelles hibrides F1 (CBA/CaxCS7B1/6J)
sotmeses a un tractament superovulatori convencional d'injeccit intraperitoneal de S ui de
PMSG (gonadotropina serica d'euga prenyada) sequida d'una injeccid de Sui d'HCG
( gonadotropina coridnica humana) 48h més tard. Després de la injeccid d'HCG es posen les
femelles amb mascles, i 'aparellament és controlat al mati seguent.

Obtencid I cultiv dembrions 20h després de 'administracié d'HCG es recullen els embrions a
I'estadi d'una cél.1ula i es deixen en cultiu en medi M 1. 24h més tard els embrions es troben a
1'estadi de dues cel.lules. En aquest moment els embrions es divideixen en dos grups: embrions
amb Zp i embrions sense Zp. Per extreure la Zp s'ha utilitzat Pronasa a una concentracio de
0.5mg/m1 en medi M2.

conaicions cé congelacio I descongelaeid  S'ha emprat com a medi de congelacio el medi M2
suplementat amb dues concentracions diferents de BSA: 4mag/ml i 1Sma/mi. Els embrions
s'equilibren en medi de congelacid a temperatura ambient amb propilenglicol (PROH)1.5M,
que actua com a crioprotector, 1 sacarosa O.1M. En aguest medi es trasfereixen dins d'una
palleta de congelacit a un congelador bioldgic (Planer Kryo 10-1.7) a 20°C programat amb
tres rampes de temperatura (Fig. 1 ): refredament a una velocitat de -20C/min de ZOGQ
a-79C temperatura en la qual s'indueix 1a formacio de gel ( 722 seaing a les mostres: descens
a-0.39C/min de -79C fins a -30°C; i a -35%C/min de -30°C fins a - 1500C temperatura
desde la qual els embrions s6n somergits en Nitrogen Tiquid (=1969C).

Despreés d'un temps de conservacid (entre una i tres setmanes) els embrions son descongelats
en un bany maria a 300C, E1 crioprotector es retira utilitzant medi M2 amb PROH 1M |
sacarosa 0.2M, ielsembrions es posen a cultivar en mediM g durant tres dies (72h), 1es
controla el seu desenvolupament .

Crileris aé supervivencia: s'han emprat criteris de normalitat morfologica. S'ha realitzat un
seguiment dels embrions cada 24h al llarc del desenvolupament embrionari preimplantacional
i $'ha considerat que un embri6 era mort quan no es dividia. Cal especificar perd, que aiguns
embrions restaven a I'estadi de dues cél.lules a les 24h de la descongelacio, i cue a les 48h
s'havien dividit arrivant a formar un blastocist normal a les 72-96h post-descongelacio.

Aquests embrions han estat considerats vius.




381

| Gryps eontrols. E1s controls s'han realitzat posant a cultivar embrions a dues cal.lules amb p
i i sense Zp en medi Mg durant 72h després d'haver-lis fet diversos rentats en medi M2
| suplementat amb 4mg/m1 o 1Smg/m1 de BSA segons els casos, g

Tractament estadistic S'ha aplicat el test de 1a H2 als resultats obtinguts. >

°C

20

\—QQC/min
1Smin
-7
0.32C/min
-30
-352C/min

-150

Temps

Fig. 1: Programa de congelacio d'embrians.

Resultats i discusid

Els resultats obtinguts poden observar-se a la Taula |.

CONTROL CONGELATS
BSA 4mg/m1 BSA15mag/ml BSA 4mg/ml1 BSA15mag/ml

Temps +7p -7p +7p -Ip +7p -1p +7p S0,
Oh 100 100 100 100 82.54 7954 9268 84.67

24h 97.83 92.24 80 90.12 71.03 S0 71.54 68.67

72h 87.73 7069 72 5309 9476 2727 6098 4533

Taula I: Fregleéncies de supervivencia d'embrions control i congelats-descongelats a 4mg/m1 i
15 mg/mi de B3A.
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Hem estudiat 1'efecte de la concentracic de BSA en el medi de congelacié en termes de
supervivencia dels embrions després d'una congelacio-descongelacid, i hem avaluat la
influencia de 1a propia tecnica de congelacié en la supervivéncia dels embrions amb Zp i sense
Zp ales dues concentracions de BSA emprades.

Els nostres resultats apunten a que no hi ha diferéncies estadisticament significatives entre 1a
supervivéncia dels embrions amb Zp i sense Zp congelats i descongelats amb 4mg/ml |
15mg/m1 de BSA en el medi(Fig. 2).
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Fig.2: Supervivéncia d'embrions congelats +Zp( +) 1 -Zp(-) a 4mg/m1 1 15mg/m] de BSA.

Per altra banda, comparant 1a supervivéncia dels embrions congelats-descongelats amb Zp
sense Zp, es a dir, estudiant la influéncia de 1a Zp en el procés de congelacid 1 descongelacit,
s'ha observat que hi ha diferéncies significatives entre els que s'ha emprat 4mg/m1 de BSA
(Fig. 3), mentre que no hi ha diferéncies en els que s'ha utilitzat 15Smg/m en el medi.

Tambe s'han apreciat diferéncies significatives en comparar la supervivencia dels embrions
controls 1 congelats amb 4mg/m1 de BSA en el medi, tant en embrions amb Zp com amb
embrions sense Zp, mentre que fent la mateixa comparacid en els controls i congelats amb Zp i
sense Zp & 15 mg/m1 no s'aprecien diferéncies significatives.

Aixo ens fa pensar que si bé no ha estat observada una influéncia directe de 1a concentracié de
BSA en la superviencia dels embrions després d'un procés de congelacif-descongelacid, si s

pot detectar una reduccio dels efectes d'aquest procés en emprar una concentracié més elevada
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de B3A en el medi de congelacit.En tot cas aquesta és una conclusié que caldra reafirmar tot
estudian un nombre més elevat d'embrions aixi com altres concentracions de BSA.

g 120 M Cong. 4mg +
5 4 Cong. 4mg -
S 8
R 80 - iz 2
+ ) =
o 0
E 609§ =
T I
@ 401 F
2 §
v 18
2 20
9 J
(%]
0 = T T
Totals Oh 24h 72h
hores

Fig.3: Influéncia de 1a Zp en la supervivencia d'embrions congelats amb 4mg/m] de BSA en el
| medi.
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