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Efecto de la Dimetilformamida sobre la viabilidad
posvitrificacion de embriones bovinos producidos in vitro*
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Resumen

Introduccion. Grandes esfuerzos se han centrado
en el perfeccionamiento de la criopreservacion de
embriones, no obstante, uno de los principales pro-
blemas es la alta sensibilidad a la criopreservacion,
debido a los efectos nocivos de las bajas tempera-
turas y a la concentracién de crioprotectores, por lo
que se ha planteado el uso de combinaciones de crio-
protectores con el fin de reducir el dafio causado por
la criopreservacion. Objetivo. Evaluar el efecto de la
Dimetilformamida (DMF) sobre la viabilidad posdevi-
trificacion de embriones bovinos producidos in vitro.
Materiales y métodos. Fueron distribuidos al azar
123 embriones producidos in vitro y vitrificados en
pajillas abiertas y estiradas (OPS, open pulled straw),
de acuerdo con los grupos de estudio (T1: DMSO +
DMF 15%, T2: DMSO + DMF 20% y control: EG +
DMSO 20%). Luego de la devitrificacion, los embrio-
nes fueron cultivados y se determind el porcentaje de
reexpansion a las 6 horas, y el mantenimiento de la
misma a las 18 horas de cultivo como parametro de
viabilidad embrionaria. Resultados. Al determinar los
porcentajes de reexpansion de embriones vitrificados
en los tratamientos T1, T2 y control, a las 6 horas
(61,9%, 91,6% y 63,8%) y a las 18 horas (83,3%,
91,6% y 63,8%), se encontraron los porcentajes mas
altos de reexpansion en las combinaciones con DMF
Conclusion. La combinacion de los crioprotectores
20% DMSO + 20% DMF durante la vitrificacién de
embriones bovinos, producidos in vitro, mantiene la
morfologia y la capacidad de reexpandir o recuperar
el blastocele, después de la descongelacion.

Palabras clave: criopreservacion, embriones bovi-
nos, reexpansion, vitrificacion

Effect of Dimethylformamide on the
post-vitrification feasibility of in vitro
produced bovine embryos

Abstract

Introduction. Great efforts have been made in order
to improve the cryopreservation of embryos. Never-
theless, one of the main problems is the sensible
they are to cryopreservation, due to the bad effects
of low temperatures and the concentration of cryo-
protectors. Given this, the use of combinations of cr-
yoprotectors has been proposed in order to reduce
the harm produced by cryopreservation. Objective.
To evaluate the effect of dymethylformamide (DMF)
on the post-vitrification feasibility of in vitro bovi-
ne embryos. Materials and methods. 123 in vitro
produced and vitrified in open pulled straws (OPS)
embryos were randomly distributed according to the
study groups (T1: DMSO + DMF 15%, T2: DMSO +
DMF 20% and control: EG + DMSO 20%). After the
de-vitrification, the embryos were cultivated and the
re-expansion percentage was determined at 6 hours
and its maintenance, at 18 hours of cultivation as a
parameter of embryonic feasibility. Results. When
the re-expansion of vitrified embryos in the T1, T2
and control were determined at 6 hours (61,9%,
91,6% and 63,8%) and at 18 hours (83,3%, 91,6%
and 63,8%), the highest re-expansion percentages
were found in the combinations with DMF. Conclu-
sion. The combination of the 20% DMSO cryopro-
tectors +20% DMF during the vitrification of in vitro
produced bovine embryos + 20% DMF during the
vitrification of the bovine embryos produced, keeps
the morphology and the capacity to re-expand or re-
cover the blastocoel, after the thawing.
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Efeito da dimetilformamida sobre a
viabilidade pos-vitrificagdao de embrides
bovinos produzidos in vitro

Resumo

Introdugdo. Grandes esforgos se centraram no
aperfeicoamento da crio preservagdo de embrides,
ndo obstante, um dos principais problemas ¢ a alta
sensibilidade a crio preservagéo, devido aos efeitos
nocivos das baixas temperaturas e a concentragdo
de crio protetores, pelo que se prop6s o uso de com-
binagdes de crio protetores com o fim de reduzir o
dano causado pela crio preservacéo. Objetivo.
Avaliar o efeito da Dimetilformamida (DMF) sobre a
viabilidade pds-devitrificagdo de embrides bovinos
produzidos in vitro. Materiais e métodos. Foram dis-
tribuidos a esmo 123 embrides produzidos in vitro

e vitrificados em semem abertas e esticadas (OPS,
open pulled straw), de acordo com os grupos de
estudo (T1: DMSO + DMF 15%, T2: DMSO + DMF
20% e controle: EG + DMSO 20%). Depois da de-
vitrificacion, os embrides foram cultivados e se de-
terminou a percentagem de reexpansioén as 6 horas,
e a manutencado da mesma as 18 horas de cultivo
como parametro de viabilidade embrionaria. Resul-
tados. Ao determinar as percentagens de re-expan-
sdo de embrides vitrificados nos tratamentos T1, T2
e controle, as 6 horas (61,9%, 91,6% e 63,8%) e
as 18 horas (83,3%, 91,6% e 63,8%), encontraram-
se as percentagens mais altas de re-expansao nas
combinagdes com DMF. Conclusao. A combinagao
dos crio protetores 20% DMSO + 20% DMF duran-
te a vitrificagdo de embrides bovinos, produzidos in
vitro, mantém a morfologia e a capacidade de re-
expandir ou recuperar o blastocele, depois do des-
congelamento.

Palavras importante: crio preservagéo, embrides
bovinos, re-expansao, vitrificagéo

Introduccion

La criopreservacion de embriones bovinos pro-
ducidos in vitro facilita el uso de programas de
transferencia de embriones, el establecimiento
de bancos de germoplasma con acceso perma-
nente a material genético de un determinado
individuo o raza, e igualmente facilita las biotec-
nologias asociadas como clonacioén y transgé-
nesis'. En materia de criopreservacion, el desa-
rrollo de tecnologias en la dltima década ha sido
significativo. Una muestra de tales avances la
constituye el campo de la reproduccion en don-
de se ha hecho rutinario abordar el proceso de
criopreservacion de semen, oocitos, embriones
o tejido gonadal con el fin de satisfacer la de-
manda cada vez mas creciente por los métodos
y servicios de la reproduccion asistida?. El valor
de la criopreservacion en la reproduccion asisti-
da en bovinos queda claramente ilustrado por el
gran numero de gametos y embriones que son
congelados y transferidos cada afio®. No obs-
tante, es necesaria la busqueda de protocolos
de vitrificacién en los que se evallien combina-
ciones de crioprotectores que permitan mejorar
la viabilidad embrionaria*.

El tipo de crioprotector usado, sus posibles
combinaciones y su concentracién son varia-
bles del proceso de vitrificacion, que influyen

directamente sobre las tasas de supervivencia
de los embriones. La dimetilformamida (DMF)
es un crioprotector permeable perteneciente al
grupo de las aminas, y se considera que por su
bajo peso molecular este crioprotector® puede
ser mas facilmente absorbido por los embrio-
nes y menos téxico en el proceso de vitrifica-
cion®. Estas caracteristicas proponen a la DMF
como alternativa de ser usada como criopro-
tector intracelular en la vitrificacion de embrio-
nes bovinos y evaluar su efecto sobre la viabi-
lidad, determinada a través de la reexpansién
del blastocele.

Materiales y métodos

Localizacion. La investigacion se realizo en las
instalaciones del laboratorio de Biotecnologia
Animal de la Universidad Nacional de Colombia,
Sede Medellin, y el material biolégico para la ob-
tencién de los complejos cumulo oocito (CCO)
fue suministrado por la planta de faenado de la
Central Ganadera de Medellin y la planta de sa-
crificio del municipio de Girardota.

Obtenciéon de CCO de bovino. Los ovarios
bovinos recolectados se depositaron en solu-
cion de tampon fosfato salino (PBS) estéril a
37°C y transportados al Laboratorio de Biotec-
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nologia Animal. Con aguja hipodérmica 18G y
jeringa de 5 ml, se procedi6 a la aspiracién de
los foliculos con un diametro de 3a 6 mmy el
aspirado fue recolectado en tubos conicos de
15 mL a 37°C. El liquido folicular obtenido de
los ovarios fue centrifugado a 1500 rpm, por
5 minutos, y el precipitado se resuspendi6 en
1 ml de medio de lavado TCM-199 con sales
de Hank’s (Sigma M2520, Sigma-Aldrich Inc.,
USA, Spruce St. St. Louis, MO), suplementa-
do con 275 pg/mL de acido piravico (Sigma
P2506, Sigma-Aldrich Inc., USA, Spruce St. St.
Louis, MO), 29.2 ug/mL de glutamina (Sigma
G9003, Sigma-Aldrich Inc., USA, Spruce St. St.

Louis, MO Sigma-Aldrich Inc., USA, Spruce St.
St. Louis, MO), 100 Ul/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina, 0.25 ug/mL de anfo-
tericina B (Sigma A5955, Sigma-Aldrich Inc.,
USA, Spruce St. St. Louis, MO). En caja de pe-
tri estéril de 60 x 15 mm, bajo vision con este-
reomicroscopio, se seleccionaron los comple-
jos CCO de buena calidad, segun los criterios
previamente establecidos (tabla 1)’. Los CCO
seleccionados fueron lavados en medio TCM
199 y en grupos de diez CCO se cultivaron a
38.5 °C en gotas de 50 ul de medio de madura-
cion, cubiertas con aceite mineral en cajas de
petri medianas 60 x 10 mm.

Tabla 1. Categorias de complejos cumulo oocito para procesos de FIV’

Tipo Células del camulo Citoplasma
Capas multiples y compactas .
1 Excelente pas plesy pa Homogéneo y transparente
de células (cuatro o mas)
- ) Homogéneo con zonas
2 Bueno Capas multiples de células (entre una y tres) ge!
periféricas oscuras
3 Regular Sin células (Denudados) Irregular con zonas oscuras
4 Malo Células expandidas Irregular con zonas oscuras

Maduracion y fertilizacion in vitro de ooci-
tos. Los CCO fueron incubados por 24 horas
en grupos de 10 por gota de 50 pl de medio
de maduracion (Gibco 11150-067, Life Tech-
nologies Corporation; USA, Grand Island, NY)
suplementado con 0.33 mM de piruvato de
sodio, 1ug/mL de Estradiol, 3% de suero fetal
bovino SFB, 6 mg/ml de albumina sérica bo-
vina libre de acidos grasos (BSA FAF, Sigma
A6003), solucién antibiotica (penicilina 100 Ul/
ml; estreptomicina 100 mg/ml; anfotericina B
0.25 mg/ml) (Sigma A5955, Sigma-Aldrich Inc.,
USA, Spruce St. St. Louis, MO) y gonadotropi-
nas (rhLH 5 pg/ml (Luveris, Merck Serono S.A,
Germany, Darmstadt), pFSH 1 pg /ml (Sigma
F2293, Sigma-Aldrich Inc., USA, Spruce St.
St. Louis, MO). Las gotas fueron cubiertas con
aceite mineral (Sigma M8410 Sigma-Aldrich
Inc., USA, Spruce St. St. Louis, MO) e incu-
badas a 38.5°C, 5% CO2 en aire con 100%
de humedad por 24 horas. Posteriormente,
al terminar el tiempo de incubacion, los CCO
fueron sometidos a fertilizacion, para lo cual,
los oocitos fueron transferidos a gotas de 50
ml de medio FERT-talp (Sigma® A331, Sig-

ma® P4562, GIBCO® 11140-050, Quimicos
JM®) suplementado con 10 pl/ml de solucién
antibiotica (Sigma® A5955, Sigma-Aldrich Inc.,
USA, Spruce St. St. Louis, MO), 10 mM de hi-
potaurina (Sigma® H1384), 1 mM de epinefrina
(Sigma® E4642), 2 U/mL de heparina (Sigma®
HO0519) y una concentracion espermatica de
2 x 108 espermatozoides/ml. Las condiciones
de fertilizacion fueron de 38.5°C, 5% de CO, y
90% de humedad relativa durante 18 horas®.

Desarrollo in vitro. A las 18 horas post-inse-
minacion (hpi), los presuntos cigotos fueron
desnudados de las células del cumulo y culti-
vados durante 72 horas en gotas de 50 yl de
medio de desarrollo KSOM-Evolve (ZenithBio-
tech, USA, Guilford, CT) suplementado con 3%
de SFB, 6 mg/ml de BSA-FAF, 0.33mM de piru-
vato de sodio y 10 uyl/ml de solucién antibidtica.
Las condiciones de cultivo fueron 38.5°C, 5%
de CO2 y 90% de humedad relativa. Después
de las 72 horas de cultivo, se realiz6 un recam-
bio del medio del 50% y se continud el cultivo
por 96 horas adicionales®. Al finalizar este tiem-
po, los blastocistos obtenidos fueron clasifica-
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dos con base en los criterios de la sociedad de
transferencia de embriones IETS (tabla 2)'°, y

sometidos al proceso de vitrificacion de acuer-
do a los grupos de estudio.

Tabla 2. Morfologia segun el estado embrionario

Estado embrionario

Morfologia

Aparece el blastocele (cavidad) en el interior del embrion, ocupa el 70-80%

Blastocisto inicial (Bl)

del espacio perivitelino en el cual se forma la cavidad interna. Se puede

diferenciar el trofoblasto y la masa celular.

Diferenciacion evidente entre trofoblasto y la masa celular interna, ocupa

Blastocisto (BL)
del embrién.

la mayor parte del espacio perivitelino, el blastocele abarca mas del 50%

Blastocisto Expandido (BX)

El didmetro del embrion aumenta considerablemente y se adelgaza la
zona pelucida, ocupando el 100% del espacio perivitelino.

Vitrificacion de embriones. Los embriones
en estadio de blastocisto (BL) fueron vitrifica-
dos de acuerdo con los siguientes grupos de
estudio: Grupo control (C), los blastocistos fue-
ron incubados por 30 segundos en la solucién
V1 (C) compuesta de 10% etilenglicol (EG) +
10% de dimetilsulfoxido (DMSO), en medio
TCM-199 HEPES (Sigma M7528) suplemen-
tado con 20% de SFB, a una temperatura de
38.5°C. Luego fueron transferidos durante 25
segundos a una solucién V2 (C) compuesta de
20% de EG + 20% de DMSO y 0.5 M de sucro-
sa, en medio TCM 199 HEPES suplementado
con 20% de SFB®

Los grupos experimentales fueron: Tratamien-
to 1 (T1), los blastocistos fueron incubados por
30 segundos en la solucién V1 (T1) compues-
ta de 7,5% DMF + 7,5% de DMSO, en medio
TCM-199 HEPES suplementado con 20% de
SFB), a una temperatura de 38.5°C. Luego
fueron transferidos durante 25 segundos a una
solucién V2 (T1) compuesta de 15% de DMF
+ 15% de DMSO y 0.5M de sucrosa, en medio
TCM 199 HEPES suplementado con 20% de
SFB. Tratamiento 2 (T2), los blastocistos fue-
ron incubados por 30 segundos en la solucién
V1 (T2) compuesta de 10% DMF + 10% de
DMSO, en medio TCM-199 HEPES suplemen-
tado con 20% de SFB), a una temperatura de
38.5°C. Luego fueron transferidos durante 25
segundos a una soluciéon V2 (T2) compuesta
de 20% de DMF + 20% de DMSO y 0.5M de
sucrosa, en medio TCM 199 HEPES suple-
mentado con 20% de SFB.

Los embriones fueron vitrificados en pajillas
abiertas y estiradas (OPS, open pulled straw),
en 2 ul de la solucion crioprotectora V2 de cada
grupo experimental, correspondiente al volu-
men de la gota desde la cual dos o tres embrio-
nes fueron cargados por capilaridad, en cada
OPS'", e inmediatamente fueron sumergidas
en nitrégeno liquido dentro de los siguientes
25 segundos, para ser mantenidas alli hasta
su devitrificacion2.

Devitrificacion de embriones. Para la devitri-
ficacion de los embriones, cada OPS fue retira-
da del nitrégeno liquido y sumergida en medio
TCM-199 HEPES (Sigma M2520, Sigma-Al-
drich Inc., USA, Spruce St. St. Louis, MO) con
20% de SFB y 0.25 M de sucrosa a 38.5°C,
por 5 minutos y se verificd que los embriones
fueron expelidos en el medio. Luego, los em-
briones fueron transferidos a gotas de medio
TCM-199 HEPES con 20% de SFBy 0.15 M
de sucrosa por 5 minutos' ', Finalmente, los
embriones fueron transferidos a medio de de-
sarrollo a 38.5°C.

Determinacion de la criotolerancia. Para de-
terminar la viabilidad embrionaria se tuvieron
los siguientes parametros morfolégicos: la in-
tegridad de la zona pelucida (sin presencia de
fracturas), el porcentaje de reexpansion com-
pleto, en donde se observa un blastocele que
reexpande alrededor de un 50% del embrién y
que ocupa casi todo el espacio paravitelino a
las 6 horas, y el mantenimiento de esta condi-
cion en su morfologia a las 18 horas posdevi-
trificacion'®'6, Estos parametros fueron evalua-
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dos en cada embrion devitrificado, utilizando
un estereomicroscopio (Nikon Instruments Inc.,
USA, Melville, NY).

Analisis estadistico. El disefio experimental
fue definido como un disefio de bloques com-
pletos al azar. Los grupos de trabajo tuvieron
seis a siete réplicas para un total de 37 a 45
embriones por tratamiento, y 123 embriones
totales. Los porcentajes de reexpansion a las
6 y 18 horas de los embriones devitrificados
de cada réplica fueron sometidos a un ANO-
VA, seguido de una comparacion de medias
utilizando el test de Tukey del programa Sta-
tistica version 10.0 (StatSoft, USA, Tulsa Okla-
homa). Las comparaciones de las medias con
un p<0.05 fueron consideradas significativas.

Resultados

Un total de 123 embriones producidos in vitro
fueron distribuidos al azar y sometidos a vitrifi-
cacion, de acuerdo con los grupos de estudio
(T1, T2y C). Luego de la devitrificacion, los em-
briones fueron cultivados y se determiné el por-
centaje de reexpansion a las 6 horas de cultivo
como parametro indicativo de la sobrevivencia
embrionaria''® (figura 1), en donde se observo
un porcentaje de reexpansion del 61.9% en el
T1,91.6% enel T2y 63.8% para el grupo C (ta-
bla 3). El porcentaje promedio de reexpansion
obtenido en el T2 fue mayor estadisticamente
significativo (p<0,05) que el encontrado en los
tratamientos T1 y C, en los cuales se encontré
un respuesta similar (p>0,05).

Figura 1. Embriones bovinos producidos in vitro, devitrificados.
Embriones reexpandidos a las 6 y 18 horas (A); embriones que no logran
reexpandir a las 6 y 18 horas (B). La flecha indica la recuperacion del blastocele

Tabla 3. Porcentaje de reexpansion de embriones devitrificados a las 6 horas

, Total L,
. . n Numero . Desviacion Error
Tratamiento Media embriones . .
de Procesos Estandar Estandar
evaluados

T1 DMF 15% + DMSO 15% 61.92 41 14.58 5.95
T2 DMF 20% + DMSO 20% 91.6° 37 10.21 4.17
C EG 20% + DMSO 20% 63.82 45 2.27 0.86
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La comparacion de medias se realizé mediante
el test de Tukey; letras diferentes indican dife-
rencia estadisticamente significativa (p<0,05).

Evaluacion del mantenimiento de reexpan-
sion a las 18 horas, de embriones devitrifi-
cados

El mantenimiento de la reexpansion es uno de
los parametros mas utilizados para validar la
sobrevivencia embrionaria', por lo cual se de-
termind el porcentaje de reexpansion a las 18

horas de cultivo, posteriores a la devitrificacion.
Al comparar los porcentajes de reexpansion de
los embriones bovinos producidos in vitro de-
vitrificados, se encontré que los tratamientos
con DMF (T1 y T2) presentaron los porcentajes
mas altos de reexpansion (83.33 y 91.66%, res-
pectivamente), con diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) con el grupo C (63.85%)
(tabla 4). A pesar de que el porcentaje de reex-
pansion obtenido en el tratamiento 2 (91.66) fue
mayor que el tratamiento 1 (83.33%), no se en-
contré diferencia estadistica (p>0.05).

Tabla 4. Porcentaje de reexpansion de embriones devitrificados a las 18 horas

, Total L,
. . n Nimero . Desviacion Error
Tratamiento Media embriones p .
de Procesos Estandar Estandar
evaluados

T1 DMF 15% + DMSO 15% 83.32 6 41 10.21 417
T2 DMF 20% + DMSO 20% 91.6° 6 37 10.21 417
C EG 20% + DMSO 20% 63.8° 7 45 2.27 0.86

La comparacion de medias se realizé mediante
el test de Tukey; letras diferentes indican dife-
rencia estadisticamente significativa (p<0,05).

Discusion

Grandes esfuerzos se han centrado en el de-
sarrollo o perfeccionamiento de la criopreser-
vacion de embriones producidos tanto in vivo
como in vitro, generando aportes significativos
para masificar el uso de la técnica de transfe-
rencia de embriones a gran escala®. Sin em-
bargo, la supervivencia de los embriones bo-
vinos producidos in vitro devitrificados puede
ser afectada por diversos factores, como la
suplementacion y las condiciones de cultivo;
entre los suplementos mas utilizados esta el
suero fetal bovino (SFB)?!, en donde los em-
briones producidos con este suplemento tienen
una acumulacion intracelular de lipidos anor-
males??, menor supervivencia® '°, y disminu-
cion en la tasa de eclosién de los embriones
después de su descongelacion' 5. Debido a
lo anterior, para este trabajo se suplementé el
medio de cultivo con 3% de SFB (7% menos
SFB que en las concentraciones habituales) y

6 mg/ml de BSA-FAF, donde el efecto de la dis-
minucion del suero se ha asociado con un bajo
indice de apoptosis?*, mayor criotolerancia y
un patron de expresién génica relacionado con
calidad embrionaria’®.

Adicional a las condiciones de cultivo, otro fac-
tor crucial es la alta sensibilidad de los embrio-
nes a la criopreservacion, debido a los efectos
nocivos de las bajas temperaturas y la concen-
tracion de crioprotectores, por lo que se han
planteado estudios con el objetivo de reducir
el dafo causado por la criopreservacion, me-
diante el uso de combinaciones de criopro-
tectores? 25, y tiempos de exposicion'. Por lo
tanto, en este trabajo se evalud la dimetilforma-
mida (DMF) en dos diferentes concentraciones
(15% y 20%): en combinacién con DMSO (15%
y 20%), y como grupo control EG 20% + DMSO
20%, en embriones bovinos producidos in vitro.
Al evaluar la morfologia de los embriones devi-
trificados a las 6 horas de cultivo, se encontré
un porcentaje de reexpansion en el grupo con-
trol (EG 20% + DMSO 20%) del 63,8%, el cual
es mayor que el descrito por Carvalho en 2006°
(54,3%), y menor que el reportado por Camar-
go et al., en el 2004% (79%). Sin embargo, los
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porcentajes de reexpansion obtenidos al utilizar
las concentraciones de 15% y 20% de DMF en
combinacion con el DMSO fueron de 61,9% y
91,6%, respectivamente (tabla 3). Adicional-
mente, el mantenimiento de la reexpansion de
los embriones devitrificados, utilizado como uno
de los parametros para evaluar la sobrevivencia
de los embriones sometidos a la criopreserva-
cion', determind el porcentaje de reexpansion a
18 horas, en donde los grupos que presentaron
los porcentaje mas altos fueron aquellos que
tenian las concentraciones DMSO + DMF 15%
y DMSO + DMF 20% (83,3% y 91,6%, respec-
tivamente) (tabla 4), similares a los reportados
por Laparatova y colaboradores?, Kuwayama et
al.?® con 87%, Dinnyes et al. ?° con 81%, Mah-
moudzadeh et al.*® con un 69-89% y Vajta et al.*'
con un 84%. Mientras que el control presenté un
63,8% de reexpansion, similar a los obtenidos
por Donnay et al.®2 con un 67%, y Camargo et
al.?® con 67%, pero superior a las reportadas por
Varago et al.®®* con un 33-44% de reexpansion y
Guerra et al.> con un 40% de reexpansion.

Estos resultados benéficos obtenidos con el
uso de la dimetilformamida (DMF) como agente
crioprotector pueden ser debidos a la disminu-
cion en la tendencia de formacion de cristales
de hielo durante el enfriamiento, y al aumento
de la estabilidad del estado amorfo durante la
descongelacion, caracteristicas que son com-
parables al DMSO, pero mas eficientes que el
glicerol y el etilen glicol**. Ademas, su toxicidad
ha sido evaluada en cultivo de embriones de
diferentes especies, tales como, crustaceos®,
peces®, roedores®, por ultimo en bovinos se
ha evaluado como agente crioprotector en
combinacion con EG o DMSO en oocitos y em-
brioness®.

Conclusiones

La dimetilformamida puede ser considerada
una alternativa viable para la vitrificacion de
embriones bovinos producidos in vitro, dado
que en concentraciones del 20% y en combi-
nacién con otros crioprotectores, demuestra
ejercer una proteccion sobre la integridad de
la membrana celular y la morfologia normal de
los embriones bovinos.
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