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Transferencia directa de embriones bovinos
conge ados en un solo paso
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RESUMEN

Se describe La metodolog£a para simplificar el metodo de congelaci6n-descongelacion e implante de embriones bovinos.Para el
congelado se utiliza una soluci6n bufferada(Dulbecco)con Etilenglicol como crioprotector, mas el anadido de seroalbumina bovina al4
% peso/volumen.

La descongelacion se realiza 5 segundos al aire y luego en bano maria a 25°C durante 20 segundos. La implantaci6n se realiza
inmediatamente con suma delicadeza dada lafragilidad del material biol6gico.

Los autores reportan 8 preiieces obtenidas de 17 embriones implantados con este sistema, considerandolo como satisfactorio pero
perfectible.
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INTRODUCCION

Los primeros intentos de estandarizar
un metodo, que simplificara y acortara los
tiempos de procesamiento in vitro, de em­
briones bovinos, para ser sometidos a des­
congelaci6n y posterior implantaci6n,
se remontan a los trabajos de S. Leibo en
1982.(4)

Renard et al. implementan una meto­
dologia similar en la misma epoca. (10)

En cuanto a los procesos de congelado,
este ultimo equipo utiliza 3 etapas con solu­
ciones crecientes de glicerol como
crioprotector, disuelto en solucion salina
bufferada (Dulbecco). Alojan el embrion en
una pajuela de 0.25ml,con una soluci6n de
sucrosa separada por una burbuja de una
mezcla gaseosa (90% N

2
, 5 % CO

2
Y5 % 02).

EI metoda "one step"o "un solo paso",
desarrollado por Leibo utiliza una sola in­
mersion en el crioprotector -glicerol-al
1.6M, 0 sea al 15 %, y luego al alojarlo en la
pajuela, se coloca una soluci6n de sucrosa,
separada del sector del embrion por una
burbuja de aire.

EI aspecto mas importante y realmente
simplificador de los sistemas propuestos,
era el proceso de DESCONGELADO E
IMPLANTACION.

EI principio en el eua! se basaba, era
que al descongelarse, y mezclarse la solu­
ci6n de sucrosa, con la que contenfa el em­
bri6n, el Glicerol-EMBRIOTOXICO-era
'retirado de las celulas" en base a la

hiperosmolaridad relativa de la Sucrosa.
Luego in utero el embri6n se rehidrataba,
completandose as! el proceso de "restaura­
cion biologica"

En 1986(6) el propio Leibo comunica
una modificaci6n al sistema anterior afia­
diendo 0.4% peso/volumen de
SEROALBUMINA BOVINA.

Si bien ambos trabajos mencionan re­
sultados de sobrevivencia embronaria post
descongelado compatibles con la sistemati­
zaci6n de su usa, la dificultad para mezclar
las soluciones y la potencialidad t6xica de
la sucrosa impidi6 la adopci6n masiva de
esta innovacion .

Otras experiencias utilizando 0.4% de
seroalbumina bovina y sucrosa fueron em­
pleadas por Mapletoft et al (8) con em­
briones de raton, utilizando distintas tem-

. peraturas y tiempos de descongelado para
estudiar la sobrevida de los mismos.

Bui Xuan Nguyen (2) et al comunican
un metoda que simplifica el proceso de con­
gelacion y que tambien descongela e im­
planta en un solo paso utilizando Sucrosa.

El procedimiento es conocido como
"vitrificacion" (12). EI embri6n es acondi­
cionado en una pajuela y es sumergido di­
rectamente en nitr6geno lfquido a una tem­
peratura de -196° C.

Quienes experimentaron eon el metodo
obtuvieron una sobrevidadel15% mas alhl
de los 90 dfas post implantaci6n.

Seg6n la literatura revisada (9) el pro­
blema radicaria en la toxicidad de solucio-

nes muy concentradas del crioprotector
empleado, glicerol 0 dimetil sulf6xido al3.5
M,inadmisible para las celulas constituti­
vas del embri6n de mamffero.

A partir de la decada actual se comien­
za a probar con crioprotectores mas
permeables a las celulas del embri6n (9)
como el etilenglicol y el 1-2
propanendiol(*). Su fundamento biol6gico
estriba en no causar shock osm6tico a las
celulas del embri6n. Por 10 tanto'una vez
descongelados pueden ser transferidos di­
rectamente y rehidratarse in utero.

En 1992 Voeckel y Hu (11) informaron
de 10 prefieces obtenidas de 26 embriones
implantados directamente post descongela­
do. Los mismos habian sido congelados en
un solo paso utilizando etilenglicol al 1.5
molar.

Dicho trabajo fue la base para otorgar­
les a los autores la patente sobre dicho me­
todo para los Estados Unidos (7) y es la
actualmente vigente.

Nuestro objetivo fue el de eonseguir un
metoda que sintetizara, economfa de tiem­
po y materiales para el trabajo practico de
congelacion y descongelaci6n-implante en
condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 una soluci6n buferada
Dulbecco con seroalbumina bovina a14%
mas el agregado de ETILENGLICOL alI.5
M como crioprotector. A la misma se Ie
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VACA IMPLANTADOS PRENEZ +120 dfas

Li 1 3 1
Li 2 9 4
Fle 5 3
total 17 8

anadi6 antibi6ticos y antifUngicos. La solu­
ci6n fue preparada en eI laboratorio central
de IMV Cassou en Normandfa (Francia).

Se utilizo una congelador de control
computarizado-Freeze Control Model CL
863 de origen australial1o. La misma permi­
ti6 seguir automaticarnente las curvas de
congelado ya descriptas en trabajos ante­
riores (1).

La siembra de cristales (seeding) fue rea­
lizada manualmente.

El material biol6gico fue obtenido del
remanente de dos transferencias de embrio­
nes "en fresco y en un tercer caso una do­
nante fue colectada expresamente.

Donante l-raza Limousin-total 3 em­
briones. (remanentes)

Donante 2-raza Fleckvieh-total 6
embriones(remanentes)

Donante 3-raza Limousin- total 9 em­
briones (colectados y congelados inmedia­
tamente)

Los 18 embriones fueron clasificados
como «buenos» morfo] 6gicamente y se en­
contraban desarrollados entre el estadio de
morula compacta y el de blastocisto inci­
piente. 0 sea entre 6 <lfas y medio y 7 de
edad.

Para ser sometidos al proceso de con­
gelacion, todos fueron acondicionados en
pajuelas francesas de 0.25 ml.

Luego del procedirniento fueron identi­
ficados por donante, almacenados en
"goblets" de los utiJizados corrientemente
para almacenar semen: y colocados dentro
de un termo banco a -196°C.

Las receptoras fueron revisadas
ginecol6gicamente previa a su integracion
al programa y luego sincronizadas
cfclicamente mediante el uso de implantes
auriculares de Progeste.rona.

Para la implantaci6n de los embriones
Fleckvieh se trat6 de vacas adultas Holando
secas que ya habfan sido destetadas de trans­
ferencias anteriores.

Para los embriones Limousin se utili­
zaron mayorfa de vaquillonas vfrgenes de la
raza Normando y cruzas.

Los implantes fueron retirados luego
de 10 dias en los animales, ocurriendo el
celo entre las 48 y las 72 hs. en el 80% de
los casos.

La detecci6n de celo fue hecha entre 4 y
5 veces por dfa, anotandose la identifica­
ci6n del animal y la hora de cornienzo del
mismo.

Todos los embriones fueron transferi­
dos por la via no qu' rurgica.

Los 12 obtenidos de las Limousin fue­
ron implantados en el 'mes de Noviembre,
encontrandose las receptoras entre el dia
6.5 y el 7 post celo. E taban conservados
"en banco" desde el mes de Mayo del mis­
rno ano.

Los de la raza Fleckvieh se irnplanta­
ron sobre la mitad de Diciernbre y habfan

sido congelados en la primavera anterior.
Los establecimientos se ubican en

Tacuarembo y Norte de Paysandu respec­
tivamente. La temperatura media a la hora
del comienzo-8 horas- se ubic6 entre 28 y
30°C.

Las receptoras habfan sido encerradas
a corralla noche anterior solo con agua dis­
ponible.

Recibieron 1ml de Acepromacina
intramuscular y entre 2 y 6ml de Lidocaina
por via epidural, 10 minutos antes de ser
transferidas.

Las pajuelas con los embriones fueron
retiradas del termo con ayuda de una pinza,
agitadas al aire por 5 segundos y luego su­
mergidas por 20 segundos en banD marfa a
25°C.

Cada receptora fue colocada en el cepo,
higienizada u region perineal con agua y

jab6n y previa a la colocaci6n del instru­
mento con el embri6n, se utilizo una torun­
da de algod6n impregnada con alcohol para
limpiar la cornisura vulvar.

Previo al de congelado se verific61a pre­
sencia y situaci6n del cuerpo luteo, una vez
obtenido este dato se procedfa a retirar el
ernbrion del termo.

El tiempo maximo entre descongelado
e implantaci6n fue de do minutos. Todos
ellos fueron colocados utilizando el equipo
de vaina rniniaturizado de IMV Cassou (5).

EI montaje de la paillette, su recubri­
mi oto, tfan porte e implantaci6n fue he­
cho con el maximo cuidado higienico y deli
cadeza "mecanica", teniendo en cuenta la
"fragilizaci6n" del citoesqueleto celular lue­
go de los procesos de congelado y descon­
gelado (3).

La implantaci6n fue realizada en el cuer­
no ipsilateral al Cuerpo Luteo con la maxi­
ma profundidad posible. Uno de los em­
briones Flec vieh fue descartado al estallar
parte de la pajuela.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo a nuestra experiencia ante­
rior y a com nicaciones al respecto (11);
decidimos esperar un desarrollo fetal avan­
zado para confirmar la gestaci6n por pal­
pacion rectal y/o ecograffa.

En todos los casos la exploraci6n rectal
fue hecha rna alIa del dfa 120 posterior a la
implantaci6n.

Por razones de manejo y tiempo todas
las receptora fueron sincronizadas con im-

plantes auriculares de Norge tomet rna
valerato de estradiol inyectable.

Sin embargo estudios reci ntes (*) d ­
muestran que esta metodologia solo debe
ser utilizada inyectando 1000 VI de HCG
(hormona coriogonadotropa rica n honno­
na luteinizante) en el momenta del celo de
Ia receptora. Esta modificaci6n fue intro­
ducida al comprobarse que si bien e pro­
duce un celo con ovulaci6n, I Cuerpo Luteo
siguiente en oca iones es de pobre caJidad
secretando progesterona en muchos c sos
insuficiente para sobrellevar una gestaci6n.

Considerarnos que los r sultados obte­
nidos segl1n el siguiente cuadro, cumplen
nuestras expectativas, estando dentro d los
parametros que mencion6 Mapletoft (7)
para todos los equipos que trabajan con
este sistema en Canada desde 1994.
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