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Sistema mecanico de operacion manual

para congelacion de embriones bovinos
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INTRODUCCION

La congelacién de embriones bovinos, su conservacién a -
196°C en nitrégeno liquido, su posterior descongelacién e im-
plante, es una tecnologia de utilizacién corriente en paises desa-
rrollados (5-9-14-16-18)

Su ditusion a los paises en desarrollo se ha Incrementado
lentamente en los Gltimos anos (3-4-5-12)

Dicha técnica permite superovular hembras bovinas en
cualquier época del afio, bajo condiciones especiales de nuftri-
cién y manelo que sélo involucran a uno o pocos animales (do-
nantes)

Otrece una interesante altemativa en la transferencia de
ambriones frescos, donde la falta de receptoras sincrénicas en
numero equivalents a los embriones obtenidos hace a veces
descartar material genético de gran valor o limitan los trabajos a
apocas de abundancia forrajera.

En el Uruguay la primer comunicacién de una gestacion ob-
tenida de un embrién congelado data de 1987 por Caorsi y cola-
boradores. (2)

El comercio internacional de embriones congelados se ha
ido incrementando y expandiendo al permitir el traslado de ma-
tarial genético de gran valor a largas distancias con muy poco
riasgo comercial y sanitario. (1-15-17)

El punto critico en la técnica de congelacién de embriones
bovinos es lograr una curva de descenso térmico lenta, entre 0.3
y 0.5°C, cada minuto a partir de -7°C y hasta -35°C. (18)

Para sllo se utilizan aparatos computarizados de elevado
costo.

Nuestra altemativa, es la construccién de un aparato me-
canico, de control manual de temperatura, adaptado a un biés-
tato comun de los utilizados en conservacion de semen.

Hemos disefiado a tales efectos una congeladora mecanica
de acero inoxidable y plastico; de manipulacion sencilla y con la
cual hemos logrado a una justa de curva de descenso térmico.

MATERIAL Y METODOS

A, Descripcién de la congeladora manual. Ver esquema A y
8.

1. Vastago o soporte central hueco.

2. Reciplente rellenable con Mstanol, donde se realiza al
proceso de congelado de las pajuslas con al embrion.

3. Cremallera con perilla de control de descenso

4, Soporte metalico.

5. Suncho o abrazadera para mantaner inmovil al sistema al
cuello del biéstato,

6. Termémetro digital y sensor de temperatura (termocu-
pla),

7. Burbujeador de pecera conectado con manguera de po-
livinilo al vastago central.

B. Material biolégico utilizado.

Fueron congelados 40 embriones bovinos. Todos sllos ob-
tenidos de lavados uterinos el dia 7 post inseminacién artificial,
obsarvandose estadlos entra mérulas compactas y bastocistos.

C. Proceso de congselacion.

Previo a serincluidos enlas soluciones de criopraservacion,
los embriones fueron “lavados” cinco veces en solucion Dul-
becco con 2% de suero fetal bovino. (6). Una vez realizados as-
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tos pasos, los embriones se colocaron diez minutos en cada una
de tres etapas, en soluciones Dulbecco con concentraciones
cracientes de glicerol, de modo de avitar al shock osmético (7)

1er. paso-Embriones+solucion Dulbecco con glicerol 0.5
Molar durante 10: Foto 1.

2do. paso-Embriones+solucién Dulbecco con glicerio 1.0
Molar durante 10: Foto “

3er. paso-Embriones+solucién Dulbecco con glicerol 1.5
Molar durante 10: Foto.

Concluido el tercer paso, los embriones fueron acondiciona-
dos de a uno en pajuelas francesas de 0.25 ml que a su vez fue-
ron salladas por calor en su extremo distal (16). Luego, se colo-
caron en el recipients (2 en al esquema) que habla sido comple-
tado previamente con metanol.

ESQUEMA A Diterentes componentes del sistama de con-
gelacion. Ver referencias en al texto.

ESQUEMA B. Sistema de congelacién montada sobre crios-
tato.

Se conectd el burbujeador al vastago, mediante un tubo de
PVC y también al toma cormiente. Al activarse dicho aparato se
genera un burbujeo permanente del metanol,que contribuye a
homogeneizar la temperatura de todo el recipiente y su conteni-
do.

El descenso térmico sa realiza mediante la perilla (N® 3 en
al esquema) que al girarla en uno u otro sentido hace subir o ba-
jar al reciplents.

El descenso se realizé en dos stapas. La primera a una ca-
dencia de 1°C por minuto, desde temperatura ambiente hasta lle-
gar a—7°C. Alll se estabiliza el sistema durante diez minutos, al
final del cual se realiza el procedimiento conocido como "see-
ding” o siembra de cristales.

El mismo se lleva a cabo enfriando una pinza de cirugia de
acero inoxidable en nitrégenc liquido; tocandose de inmediato
las pajuelas conteniendo el embrién.

La segunda etapa, que comienza en -7°C, debe alcanzar -
35°C a un ritmo de 0.3° C/minuto, lo que implica un alto grado de
atencidn de parte del operador,quien debe manipular lentamente

ol

ESQUEMA A Diferantes componentes del sitema de congelacién
Vear referncias en el texto
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&l mecanismo de control, conforme la lectura registrada en el ter-
moémetro digital.

Una vez obtenidos los -35°C, se retiran rapidamente las pa-
juelas del reciplente y se sumergen directamente en nitrégeno
liquido, utilizando a los efectos una conservadora comun de es-
puma plast

Para Identificar/almacenar los embriones, se utilizaron cilin-
dros plasticos de los comunes para semen, escritos con l&piz In-
deleble en su exterlor, Luego fueron colocados en una canasti-
lia de un biéstato comun.

DESCONGELADO E IMPLANTACION

Previo a su implantacién las pajuelas fueron retiradas de su
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almacenamiento y sumergidas en Bafio Maria a 37%C durante 10
min.

Se secaron prolijamente con toallas descartables; se corta-
ron sus extremos para permitir la evacuacién de la solucién con
los embriones, que fueron sometidos nuevaments a tres lavados
de diez minutos en las mismas condiclones de glicerol, pero en
concentraciones decreclentes. (8)

Antes de transferirios fueron lavados en Dubecco + 2% de
suero fetal bovino, evaluadosy clasificados épticamente. (Linder
y Wright) (10-11)

Un nimero de trece fue considerado como excelents y un
nimero de dieciseis con uno o mas defectos. Los once restan-
tes (de los cuarenta originales) no fueron sometidos a desconge-
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lado permaneciendo en el biéstato.

Todos los descongelados fueron implantados en veinti
nueve vaqulillonas cruza Holando X Angus que se encontraban
antre el dia 6 y el 7 del ciclo estral. De acuerdo a ello tueron Im-
plantados mérulas o blastocistos respectivamente.

A excepcion de dos, todas las restantes transferencias fue-
ron realizadas por la via no quirurgica. (8) (13)

El lapso entre el proceso de congelado-almacenamiento y
descongelado-implantacion fue mayor de dos meses en todos
los casos

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Transcurridos 50 dias del implante se realizé diagndstico de ges-
tacion por via rectal. El cuadro adjunte muestra los resultados.

Embriones de excselente calidad gestaciones

Implantados N%: 13 8
Embriones con uno o + defectos gestaciones
Implantados N® 16 3

Total implantados N#: 29 Total gestaciones: 11

Sibien desde el punto de vista estadistico los resultados no
son significativos, la experiencia descripta abre excelentes pers-
pectivas para sequir trabajando con el aparato y la metodologla
sxpuesta.

El mismo posee dos ventajas importantes, una su bajo cos-
to, lo que lo hace accesible a cualquier unidad de transferencia
que opere en al pals y segundo que puade ser transportado en
poco espacio con minimo riesgo lo que no sucede con los equi-
pos de congelacién que operan con la base de una computado-
ra.
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