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Manipulacion de Embriones
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A nivel mundial se realizan numerosos trabajos encamina-
dos a manipular las estructuras genéticas de la forma
deseada, lo que se aparta de los esquemas de seleccion y
mejora hasta ahora utilizados.

La mayoria de estos procedimientos requieren en cierta
medida la intervencion microquirtrgica de los embriones
en sus estadios mads tempranos de desarrollo. Las técnicas

de manipulacion mds corrientemente aplicadas a los

embriones incluye el remover células del mismo para
trasplantarlos dentro de zonas peliicidas o embriones,
biopsias, dividir en mitades, inyeccion de niicleos, citoplas-
ma, moléculas, remover materiales o estructuras, como
proniicleos de embriones.

Los trabajos de micromanipulacion han permitido
conocer con exactitud las diferentes estructuras celulares y
su importancia funcional. Asimismo los estudios de
desarrollo en los cuales resulta mads factible practicar la
intervencion sobre los embriones.

CoNGELACION DE EMBRIONES BovINOS

La congelacién de embriones tiene por objeto detener el
estadio de desarrollo de éstos sin que se afecte su viabilidad.
Este método permite conservar los embriones por tiempo in-
definido y posteriormente, una vez descongelados, transplan-
tarlos a hembras receptoras sincronizadas perfectamente, para
continuar su desarrollo normal de gestacién hasta el parto.

Gracias a esta prdctica de conservar por largo tiempo los
embriones mediante congelacion profunda, se ha logrado una
considerable flexibilidad en los dispositivos de sus aplicacio-
nes précticas. Entre las que destaca, que los costos de trans-
porte para la importacién de genotipos altamente valiosos se
reduzca significativamente, lo cual sitia al embrién congela-
do como la via mds econémica, rapida, confiable y pragmati-
ca para mejorar en forma masiva y pronta la calidad produc-
tiva de nuestros rebafnos, empleando embriones de razas o
linajes deseados.!2

EMBRIONES CONGELADOS SON EL FUTURO

(GANADERO DEL PERU

Sin duda alguna, la importacién de embriones congelados
para su transplante en hembras nativas ofrece notables posi-
bilidades eficaces y econémicas para introducir razas comer-
cialmente ventajosas por su alto potencial genético en am-
bientes tan dificiles como la Amazonia y los Andes Altos.
Con el implante de aquellos embriones en el ttero de recep-
toras nativas —de escaso valor genético pero adaptadas a la
Selva y Sierra Alta— los riesgos relacionados con la adapta-
cién ambiental se verdn reducidos y la mayor parte de la pro-
genie valiosa resultante no sufrird los serios problemas de
salud y de baja produccién. De ese modo, las crias nacerdn
con la pureza genética de los padres biolégicos y la rusticidad
corporal y capacidad ambiental de sus madres nodrizas.
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El empleo de este material de alta calidad genéticareviste
un especial interés en las etapas iniciales de los programas de
mejoramiento del ganado vacuno criollo o nativo del Pert y
que, sin lugar a dudas se convertird en un sistema eficaz para
acelerar los procesos de seleccion y mejora genética de la
masa ganadera.

Este gran impacto, que esta revolucionando la produc-
cién pecuaria, no solamente se debe a que hay un gran ahorro
de tiempo en cuanto a la obtencidn de descendencia numero-
say de gran valor genético en la primera generacion (F,) —lo
que se tarda muchos afios en lograr con los programas con-
vencionales de inseminacién artificial- sino que, ademas, se
aprovecha ventajosamente la larga y costosa labor de investi-
gacion que se llevé a cabo en aquellas naciones desarrolladas
en el perfeccionamiento de reproductores —hembras y ma-
chos— que son los padres bioldgicos de aquellos excelentes
embriones importados congelados.

PROCEDIMIENTO DE CONGELACION DE

EMBRIONES

El nacimiento del primer becerro en 1973, como produc-
to del transplante de un embrién congelado-descongelado
demostré que los embriones bovinos sobreviven al congela-
do, al almacenado en nitrégeno liquido y descongelado?.
Desde este primer trabajo realizado, muchos progresos vie-
nen siendo efectuados para simplificar y perfeccionar las va-
rias etapas del proceso de ultracongelacion. Actualmente exis-
ten programas computarizados para la graduacién paulatina
de enfriamiento y congelamiento®.

CRIOPROTECTORES

La mayoria de las células se pueden congelar solamente
mediante la presencia de sustancias que las proteja del dafio
celular durante el proceso de enfriamiento y congelacion,
denominadas crioprotectores. Desde que se demostr6 el efec-
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to protector al espermatozoide de la glicerina o glicerol du-
rante la congelacién, una gran variedad de estos compuestos
han sido descubiertos con similares propiedades.>-¢ Estas sus-
tancias crioprotectoras se clasifican de acuerdo a su permeabi-
lidad a la membrana celular, en: intracelulares (glicerol,
dimetilsulféxido o DMSO, propanediol, etilén-glicol) entre
las extracelulares (sucrosa, polimeros, albimina y otros azu-
cares).

El objetivo de la criobiologia, es de enfriar las células lo
suficiente como para permitir su almacenamiento a largo pla-
z0 sin causar dafio por congelamiento. Las células contienen
agua, la formacidn del hielo intracelular provoca dafio y muerte
celular. Los factores criticos son la velocidad de enfriamiento
y la permeabilidad de la célula al agua. Por esa razén, este
dafio se debe a dos fendmenos diferentes: uno que predomina
velocidad de enfriamiento rdpido, en el que el problema ma-
yor es la formacion de cristales de hielo intracelular, es decir,
cl enfriamiento rdpido no deja tiempo para la deshidratacion
celular, y dana a la célula al formar hielo en su interior. En
cambio en la velocidad de enfriamiento lento, si bien aumen-
ta la deshidratacion celular, expone a la célula a la agresion
por concentracion del soluto. Por esta razén, los crioprotec-
tores se comportarian como amortiguadores no electrolitos
de bajo peso molecular que alteran las acciones de elevadas
concentraciones moleculares de las células deshidratadas.

Las sustancias crioprotectoras mas usadas son el glicerol,
el dimetilsulféxido (DMSO) y dltimamente el etilén-glicol,
ellos tienen propiedades hidrofilas e hidrofébicas que pene-
tran lentamente en la célula a una temperatura de 0 °C por
difusion libre, donde alcanzan su equilibrio quimico y la ac-
cion de proteccién en el congelamiento; es decir, la diferen-
ciacién osmotica. Como consecuencia de la hiperosmolaridad
del medio extracelular y de la alta permeabilidad de la sus-
tancia liquida del embridn, comienzan las células debido a la
pérdida de agua a encogerse y arrugarse.

La pérdida de volumen de estas células continta hasta que
se haya equilibrado la salida de agua y la entrada de glicerina
ala célula.’8

METOoDOS DE CONGELACION

Desde algunos afos se han propuesto diversos programas
de congelacién de embriones, ellos tratan de reducir el tiem-
po minimo de congelacién y simplificar las operaciones de
manipulacion y el uso de biocongeladores programables que
en la etapa critica de la curva de enfriamiento antes que las
pajuelas pasen al nitrégeno liquido. Por lo que hoy podemos
considerar que ello es posible si respetamos varios criterios,
los cuales nos permiten obtener tasas de congelacién muy
aceptables.

De una forma general, en la actualidad se utiliza el si-
guiente procedimiento:

Las pajillas que contienen los embriones son colocadas
en el biocongelador programable, que partiendo de una tem-
peratura ambiental de +20 °C pasa hasta -5 °C 0 -7 °C a una
velocidad del orden de 1 °C a 5 °C/minuto; donde es inducida
la formacidn de cristales de hielo (“seeding”). Una vez for-
mados los cristales de hielo en su parte superior de la pajilla,
el proceso continda mds alld del espacio de aire entre el em-
brién. La temperatura alrededor de -7 °C se mantiene durante
3 - 7 minutos hasta alcanzar su equilibrio. Posteriormente la

temperatura es descendida hasta -30 °C o -35 °C a una velo-
cidad de 0,2 °C a 0,3 °C/minuto. Cuando se llega a esa tem-
peratura las pajuelas se sumergen rapidamente en nitrégeno
liquido para su almacenamiento.? !0

LA PAjJiLLA 0 PAJUELA FRANCESA

Las pajillas o pajuelas (pilletes o straws), son tubitos pre-
parados especialmente para envasar semen o embriones. Es-
tan hechas de cloruro de polivinilico, perfectamente adapta-
das a las impresiones topograficas. Pueden ser de:

- Pajuela de 1,20 ml de capacidad, con un didmetro de 4,2
mm.

- Pajuela de 0,50 ml de capacidad, con un diametro de 2,8
mm.

- Pajuela de 0,25 ml de capacidad, con un didmetro de 2,0
mm.

Las pajuelas ofrecen las siguientes ventajas:

- Absoluta seguridad sanitaria, impidiendo todo riesgo de
contaminacién de una dosis a otra.

- Perfecta identificacién en todas las dosis.

- De fécil y seguro almacenamiento.

- Alta productividad con elevadas cadencias de trabajo gra-
cias a un equipamiento de laboratorio automatico y cada
vez mds sofisticado.

- Adecuado a toda modalidad de transporte y a todas las
latitudes.

- Almacenamiento maximo de dosis en el minimo de espa-
cio.

- Alto porcentaje de fertilidad.

Un extremo de la pajuela es cerrada con polvo de alcohol
polivinilico, mantenido en su lugar por estar sujeto entre dos
tapones de algoddn. El polvo, se polimeriza una vez que en-
tre en contacto con un liquido y forme un gel, el cual protege
absolutamente al embrion y a su medio de cualquier clase de
impureza o de toda clase de contaminacion.

Esterilizacion. Las pajuelas son colocadas verticalmente den-

tro de una cdmara con la extremidad cerrada hacia abajo para

permitir que los rayos ultravioletas penetren en el interior de
la pajuela, el tiempo para la esterilizacion es de una hora.

ProTOoCOLO PARA CONGELAR

EMBRIONES BovINOS

La técnica de congelacién y descongelacién utilizada fue
la descrita por nosotros.!! Inmediatamente después del 7 u 8
dia de finalizado el cultivo in vitro de embriones, fueron so-
metidos a varios lavados en una solucién estéril de Dulbecco
Fosfato Salino Bufferado (PBS), mas 20% de Suero Fetal
Bovino (SFB). Para luego, ser mantenido en cultivo, en PBS
a 37 °C hasta cuando se inicie la congelacion. Sélo los clasi-
ficados en calidad y desarrollo de mdérulas, blastocistos pre-
coces o blastocistos, se utilizan para congelar.

El procedimiento consiste en una exposicion gradual de
los embriones a Ia sustancia crioprotectora mediante dos ba-
nos: ‘

El primer baio contiene PBS mas 10 % de SFB y 5 % de
glicerol y dura 5 minutos.

El segundo bafio contiene PBS mds 10 % de SFB y 10 %
de glicerina y dura 10 minutos.

Luego de pasado el tiempo del 2° bafio, los embriones en
forma especial son individualmente envasados en pajillas de
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0.25 ml de capacidad. Para esto se conecta la pajuela, me-
diante un tubo de jebe, a una jeringuilla y se procede en la
siguiente forma:

Llenar un tercio de la pajilla con una columna de medio
(PBS + 10 % SFB + 10 % glicerol), luego una burbuja de
aire, otra columna de medio que contiene el embrién, otra
burbuja de aire y finalmente se completa con medio. De esa
forma la 1* columna absorbida llega al tap6n de la pajuela por
lo cual se solidificard al contacto con el liquido por ser algo-
don y alcohol polivinilico, de esa manera se hard impermea-
ble. Esta forma de llenar la pajilla evita que el embrién se
adhiera a los extremos de la pajuela y pueda ser eliminado al
cortar la pajilla o pegado al tapon.

Cierre de la pajuela. Este cierre de la pajilla se realiza con
un tapo6n de pldstico que a su vez sirve para colocar la identi-
ficacion.

En esa forma los embriones fueron colocados dentro de
un biocongelador programable que trabaja con alcohol
metilico, mediante el cual procedimos con tres rampas de
descenso de temperatura.
1° Enfriamiento a una velocidad de 1 °C/minuto, desde la

temperatura ambiente hasta -6 °C o -7 °C.
2° A esa temperatura, es inducido la formaclién de cristales

de hielo (“seeding”) en el medio mediante contacto local
en las paredes de la pajuela con una pinza previamente
enfriada en nitrégeno liquido.

Verificada la cristalizacién, el descenso de la temperatura
continda, esta vez a una velocidad de 0,3 °C/minuto desde -7
°C hasta alcanzar -36 °C, temperatura en la que se termina la
programacion en el biocongelador.

Las pajillas con el embrién se sumergen rdpidamente en
el nitrégeno liquido, bajando la temperatura de -36 °C a-196
°C en forma brusca, para su almacenamiento.

METODO DE UNA SOLA ETAPA DE DILUCION

PARA EL TRANSPLANTE DIRECTO

La capacidad de los embriones obtenidos in vitro o in vivo
para ser viables y culminar en un ternero vivo, es muy impor-
tante a nivel de la produccién comercial.

Los métodos de congelacién convencionales requieren la
remocion del crioprotector en etapas y tiene sus inconvenien-
tes en la actividad de campo debido a que el embrién es ma-
nipulado y expuesto. Se desarrollé un método en una sola
etapa en la cual el glicerol se remueve del embrién dentro de
la propia pajuela que también tiene columnas de medio
Dulbecco Fosfato Salino Bufferado (PBS) mas 20 % de sue-
ro fetal bovino, donde se unen las columnas previamente al
transplante en forma directa, que permita el transplante di-
recto, sin necesidad de extraer el crioprotector ni visualiza-
cién del embrién, 213

Con el fin de hacer mds eficiente y sobre todo simple y
practico el transplante de embriones, han sido reportados va-
rios métodos de implante directo, con embriones bovinos
congelados-descongelados. El método de transplante directo
en muy simple y permite evitar errores debido a que el em-
brion es manipulado y expuesto. Lo importante es evitar el
dafo osmético para lo cual es necesario utilizar un criopro-
tector muy permeable como es el caso del etilén-glicol, que

se difundirad rdpidamente hacia fuera cuando se coloca el
embrién en medio isoténico o en el titero de la receptora. 410

Los embriones congelados con el crioprotector etilén-
glicol y transplantados directamente, sin sacar al embrién de
su pajuela original, supone un ahorro de tiempo y material
muy importante por lo que este método se estd imponiendo
en todo el mundo, ya que ademds puede ser realizado por
cualquier técnico de inseminacién artificial, esto es sin nece-
sidad de adquirir el largo y costoso entrenamiento necesario
para la manipulacion de embriones en el laboratorio.!” Algu-
na deficiencia en este método en comparacién con los otros
métodos, seria la no visualizacién de algin dafo en el em-
brién en el momento de la congelacidén-descongelacion, y por
lo tanto se le considera degenerado no transplantable.
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