
  

  Cuadro V!!Il. Efecto de 

calidad del embrión 

en la tasa de preñez 

  

No. de 
CALIDAD Embriones No. de 
DEL EMBRION Transferidos Preñeces Porcentaje 

Buena 1809 1272 70 

Regular, pobre 694 380 HOS] 

TOTALES 2503 1652 66 . 

  

Tomado de Schneider,H.J. et al (1980) 
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INTRODUCCION 

El desarrollo temprano de los blastocistos bovinos 
en el momento habitual de transferencia —experimental 
o comercíal— correspondiente a los 7 días postovulación 
es un proceso ciertamente crítico. Para sobrellevar un 
desarrollo posterior es necesario que la diferenciación 
celular del macizo celular interno y la capa trofoblástica, 
así como la formación del blastocele, ocurran. Ello es 
bien ostensible cuando tenemos datos numéricos de 
transferencias y número de gestaciones logradas correla- 
cionados en forma positiva con una clasificación que 
aunque con claros resultados es pobre y arbitraria. 

Diferentes técnicas, y diferentes criterios han sido 
empleados para valorar la futura viabilidad de los em- 
briones como paso previo a su transferencia. Es el prin- 
cipal motivo de esta disertación hacer un sumario 
—breve— de las principales técnicas y metodologías uti- 
lizadas para la evaluación de embriones bovinos pre- 
transferencia, cuando se trate tanto de embriones recién 
colectados como de los conservados “'in vitro'* o some- 
tidos al proceso de almacenamiento en condiciones 
de congelación. 

BREVE RECORDATORIO MORFO— 
FISIOLOGICO 

Tomando el día O como el día del estro eh bovinos, . 
el clivaje del cigoto comienza en el día 2 y desde allí se 
produce la segmentación hasta la aparición de una móru- 
la en el día 6 al final del cual el embrión hace su entrada 
en la cavidad uterina. En el día 7, cuando ya comenzó el 
proceso de blastulación, con la diferenciación cada vez 
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más clara de trofoblasto y” macizo celular interno, es 
cuando se realizan rutinariamente las colecciones no Qui- 
rúrgicas por lavado de la cavidad uterina. De modo que 
este es el elemento celular que corresponde evaluar, el 
blastocisto bovino en sus diferentes grados de desarro- 
llo, aún circunscripto dentro de su membrana pelúcida. 

METODOLOGIA DE EVALUACION 
Diferentes metodologías han sido seguidas, y dentro 

de ellas las que más han prosperado han sido las morfo- 
lógicas, en las cuales toda la gama de parámetros posi- 
bles han sido tomados en cuenta, tales como la presencia 
O ausencia de zona pelúcida, la diferenciación grosera 
del botón embrionario, tamaño del embrión, etc. No 
obstante ello también se han desarrollado técnicas más 
refinadas como por.ejemplo, las bioquímicas o fluores- 
centes, sobre las cuales volveremos más tarde. 

De modo que, por considerarlas más próximas a 
nuestras posibilidades inmediatas, hemos de tratar con 
más detalle las «técnicas morfológicas, sobre todo aque- 
llas cuya necesidad de instrumental es mínima. 

Muchos han sido los trabajos publicados respecto a la 
morfología de los blastocistos bovinos post colección 
(1, 2, 3, 4) y a partir de ellos puede clasificarlo al blasto- 
cisto de 7 días como normales, anormales o degenerados 
y estadios intermedios o en proceso de degeneración (5), 
a través de su evaluación bajo estereomicroscopio o mi- 
croscopio de contraste de fase. Los blastocistos recono- 
cidos como normales, son aquellos que muestran una 
clara diferenciación de las células trofoblásticas, del ma- 
cizo celular interno y un blastocele expandido distingui- 
ble claramente. También se incluyen en este grupo aque- 
llos blastocistos que no tienen un claro blastocele pero 
muestran una superficie regular de células trofoblásticas 
y que en el espacio perivitelino contienen únicamente 2 
cuerpos polares (o 3) pero no. otras células o detritus. 

Aquellos blastocistos intermedios o en proceso de 
degeneración corresponden a los que muestran una mor- E fología sin una clara diferenciación de las células trofo- 
blásticas, el macizo celular interno y/o el blastocele. 
Aquellos blastocistos en los cuales la superficie del em- 
brión presenta irregularidades y donde las células más



  

  

periféricas no mostraban buenas interrelaciones topográ- 

ficas, o células o detritus celulares en el espacio perivite- 
lino, se incluyen en este tipo. 

Por último, en cuanto a los blastocistos que mues- 

tran cambios degenerativos francos, se cuentan aquellos 

que presentan una zona pelúcida rota o con claros signos 

de degeneración celular, o incluso los que presentan 

blastómeros separados o de diferente tamaño o un bajo 
número de blastómeros. 

Esta metodología fue testada (5) con excelentes re- 
sultados, escaso margen de error cuando el operador está 

entrenado y entre los tests realizados para verificar 
como coherente el criterio de calificación se realizaron 

mediciones diametrales varias, análisis morfológicos 

ultraestructurales (6, 7) y cromosómicos (8), etc; al cabo 

de los cuales se encontró como muy significativo, la 
diferencia entre número de células presentes en blasto- 

cistas normales y blastocistas degeneradas de 99 a 58, 

contra la no significancia del espesor de zona pelúcida 

o el diámetro blastocitario. Se deduce pues, que en base 

a la simple observación de los blastocistos de días 7, 

tomando como criterio clasificatorio la apariencia mor- 

fológica, especialmente dirigida al número de células 
y al grado de su organización histoarquitectural. 

De cualquier manera, este criterio de clasificación 

permite predecir la posibilidad de desarrollo in vitro 

pero no ofrecen una estimación cierta sobre posterior 

desarrollo in vivo. La aplicación de criterios bioquími- 

cos tales como la captación de Glucosa, desarrollada en 

blastocistos de 10-11 días in vitro, permite una clasifi- 
cación de éstos en distintos grupos, presentando dife- 
rentes posibilidades de desarrollo in vivo. 

Siguiendo estos parámetros bioquímicos, la selección 

de embriones pretransferencia ha considerado otras ma- 

nifestaciones de la actividad metabólica embrionaria 
tales como la producción del activador del plasminógéno 
y la actividad de las hidrolasas (9). 

Por otra parte, la viabilidad de embriones bovinos 

congelados y descongelados puede ser evaluada con un 

período de incubación de 3 a 5 minutos con colorantes 
fluorescentes, tales como el Fluorescein-diacetilo (FDA) 

y el dianudino-2-fenil-indol (DAPI). Los embriones que 

CONGELACION DE EMBRIONES 
BOVINOS 

En general, las técnicas han comprendido el uso de 

mórulas tardías y blastocistos, con la obtención de tasas 

de 30 a 44 % de embriones congelados que han desarro- 

lo gestaciones eriores. 

ca ARA usados el Buffer Fosfato Dulbecco 

conteniendo ya sea 1.5M DimetilSulfóxido (DMSO) O 

1.0M glicerol, han demostrado ser los mejores como 

medios de almacenamiento. La cristalización en el 

medio se induce automáticamente (Planner Ommnifreezer 

R202/200R) a alrededor de —50C con una velocidad pro- 

medio de 30C/min, seguido por di a iS 

de congelación y enfriamiento. Se sigue p: 

lento enfriamiento hasta — 30 a — 400€ y luego se hace 

mueren durante el proceso de congelación no muestran 

fluorescencia cuando se tratan con DAPI. Por el contra- 

rio, los embriones vivos muestran una fluorescencia po- 

sitiva después del tratamiento con FDA, pero son negati- 

vos después de incubación con DAPI. Usando estos mé- 

todos, es viable la rápida y exacta determinación del 

número de blastómeras vivas y muertas. Estos embrio- 

nes con reacciones parciales a estos colorantes muestran 

un desarrollo no muy avanzado. El tratamiento corto 

con los colorantes fluorescentes no influye en el desarro- 

llo posterior.de los embriones normales (10). 
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la transferencia inmediata y directa a Na líquido. Em- 
briones enfriados y congelados de este modo (evitando 

formación de hielo intracelular) deben ser descongelados 
rápidamente para prevenir daño debido a crecimiento de 
hielo intracelular (1, 2). Siguiendo esta metodología se 
obtuvo el 44 % de sobrevida y éxito in vivo (21 gesta- 
ciones de 48 embriones congelados). 

Rutinariamente, los embriones se congelan ya sea en 

ampollas de vidrio (1) o en pajuelas (Ministraws 3, 4) 
siendo las últimas una metodología más rápida y econó- 

mica en muchos casos. En el momento, existen dos mé- 

todos standard (3), el método lento y el rápido (ver 
tabla |). . 

En ambos métodos, el DMSO, o el uso de glicerol 

al 10% es indistinto y ha dado muy buenos resultados. 

Aunque los resultados obtenidos son tanto mejores 

cuanto mejores los blastocistos a congelar (morfológica- 

mente, por ej.), las menores irregularidades en morfolo- 

gía, como la reducción en número de células de la masa 
embrionaria, o falla de algunas células para participar en 

la compactación no han sido problema grave en la manu- 
tención de la viabilidad post congelación/reviviscencia, 

pero sólo en casos de mórulas tardías. En la medida que 

nos adelantamos más en el desarrollo (blastocistos y 
blastocistos elongados) la supervivencia es cada vez me- 

nor, probablemente debido a la mayor masa líquida en 

la cavidad blastular y a la mayor especialización celular 

embrionaria. 
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