Cuadro VIII. Efecto de No. de
calidad del embrién CALIDAD Embriones No. de
£nia.tem,do prefiez DEL EMBRION Transferidos  Prefieces Porcentaje
Buena 1809 1272 70
Regular, pobre 694 380 55
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
0 comercial— correspondiente a los 7 dfas postovulacién
€5 un proceso ciertamente critico. Para sobrellevar un
desarrollo posterior es necesario que la diferenciacion
celular del macizo celular interno Y la capa trofoblastica,
asi’ como la formacién del blastocele, ocurran. Ello es
bien ostensible cuando tenemos datos numeéricos de
transferencias y nimero de gestaciones logradas correla-
cionados en forma positiva con una clasificacidn 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 disertacién hacer un sumario
—breve— de las principales técnicas y metodologias uti-
lizadas para la evaluacién 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 congelacién.

BREVE RECORDATORIO MORFO—
FISIOLOGICO

Tomando el dia 0 como el dia del estro eh bovinos, .
el clivaje del cigoto comienza en el dia 2 y desde alli se
Produce la segmentacion hasta la aparicion de una moru-
la en el dfa 6 al final del cual el embrion hace su entrada
en la cavidad uterina. En el dia 7, cuando ya comenzo el
proceso de blastulacién, con la diferenciacién cada vez
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més clara de trofoblasto y~macizo celular interno, es
cuando se realizan rutinariamente las colecciones no qui-
rurgicas 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, atin circunscripto dentro de su membrana peldcida.

METODOLOGIA DE EVALUACION

Diferentes metodologras han sido seguidas, y dentro
de ellas las que mads han prosperado han sido las morfo-
légicas, en las cuales toda la gama de parametros posi-
bles han sido tomados en cuenta, tales como [a presencia
o ausencia de zona pelucida, la diferenciacion grosera
del botdn embrionario, tamario del embrién, etc. No
obstante ello también se han desarrollado técnicas mas
refinadas como por.ejemplo, las bioquimicas o fluores-
centes, sobre [as cuales volveremos mads tarde.

De modo que, por considerarlas mas proximas a
nNuestras posibilidades inmediatas, hemos de tratar con
mas detalle las-técnicas morfoldgicas, sobre todo aque-
llas cuya necesidad de instrumental es minima.

Muchos han sido los trabajos publicados respecto a la
morfologia de los blastocistos bovinos post coleccidn
(1, 2,3, 4) y a partir de ellos puede clasificarlo al blasto-
cisto de 7 dias como normales, anormales o degenerados
y estadios intermedios o en procesa de degeneracion (5),
a través de su evaluacidn bajo estereomicroscopio o mi-
croscopio de contraste de fase. Los blastocistos recono-
cidos como normales, son aquellos que muestran una
clara diferenciacion de las células trofoblasticas, 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 trofoblasticas
Y que en el espacio perivitelino contienen Gnicamente 2
cuerpos polares (o 3) pero no. otras células o detritus.

Aquellos blastocistos intermedios o en proceso de
degeneracion corresponden a los que muestran una mor- :
fologia sin una clara diferenciacion de las células trofo-
‘bla'sticas, el macizo celular interno y/o el blastocele.
Aquellos blastocistos en los cuales la superficie del em-
brién presenta irregularidades y donde las células més



perifdricas no mostraban buenas interrelaciones topogré-
ficas, o células o detritus celulares en el espacio perivite-
lino, se incluyen en este tipo.

Por ultimo, en cuanto a los blastocistos que mues-
tran cambios degenerativos francos, se cuentan aquellos
que presentan una zona pellcida rota o con claros signos
de degeneracién celular, o incluso los que presentan
blastdmeros separados o de diferente tamafio o un bajo
nimero de blastémeros.

Esta metodologfa fue testada (5) con excelentes re-
sultados, escaso margen de error cuando el operador est4
entrenado y entre los tests realizados para verificar
como coherente el criterio de calificacidn se realizaron
mediciones diametrales varias, andlisis morfoldgicos
ultraestructurales (6, 7) y cromosémicos (8), etc; al cabo
de los cuales se encontré como muy significativo, la
diferencia entre nimero de células presentes en blasto-
cistas normales y blastocistas degeneradas de 99 a 58,
contra la no significancia del espesor de zona pelicida
o el didmetro blastocitario. Se deduce pues, que en base
a la simple observacién de los blastocistos de dias 7,
tomando como criterio clasificatorio la apariencia mor-
folbgica, especialmente dirigida al nimero de células
v al grado de su organizacion histoarquitectural,

De cualquier manera, este criterio de clasificacion
permite predecir la posibilidad de desarrollo in vitro
pero no ofrecen una estimacién cierta sobre posterior
desarrollo in vivo. La aplicacién de criterios bioquimi-
cos tales como la captacion de Glucosa, desarrollada en
blastocistos de 10-11 dias in vitro, permite una clasifi-
cacién de éstos en distintos grupos, presentando dife-
rentes posibilidades de desarrollo in vivo.

Siguiendo estos parametros bioquimicos, la seleccion
de embriones pretransferencia ha considerado otras ma-
nifestaciones de la actividad metabélica embrionaria
tales como la produccion del activador del plasmingéeno
y la actividad de las hidrolasas (9).

Por otra parte, la viabilidad de embriones bovinos
congelados y descongelados puede ser evaluada con un
periodo de incubacién de 3 a 5 minutos con colorantes
fluorescentes, tales como el Fluorescein-diacetilo (FDA)
y el dianudino-2-fenil-indol (DAPI). Los embriones que

mueren durante el proceso de congelacién 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 incubacién con DAPI. Usando estos mé-
todos, es viable la répida y exacta determinacién del
numero de blastémeras 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).

REFERENCIAS

1. BOLAND, M. et al. (1978) Morphological normality
of cattle embryos following superovulation using
PMSG. Therlogenology, 10: 175—80,

2. ELSDEN, R. et al. (1978) Superovulating cows with
FSH and PMSG. Theriogenology, 9: 17—26.

3. GREVE, T. et al. (1979) Moarphological evaluation
of bovine embryos recovered non—surgically from
superovulated dairy cows on days 61/2 to 71/2.
A fleld study. A. Biol. Anlm. Bioch. Biphys. 19:
1599—1611.

4. HAMILTON, W.and LAING, J.(1946) Development
of the egg of the cow up to the stage of blastocyst
formation. J. Anat. 80: 194—204,

S. LINARES, T. and KING, A. (1980) Morphological
study of the bovine blastocyst with phase contrast
microscopy. Therlogenolagl, In Press.

6, LINARES, T. et al. (1980) The ultrastructure of
blastocysts collected from virgin and repeat breeder:
heifers. 9thl. Int. Cong, Anim. Reprod, A.l. (Madrid)
111:446,

7. LINARES, T. et al. (1980) Evaluation of morpho-
logy in 7 day old blastocyst. 9th. Int. Cong. Anim,
Reprod. A. 1. (Madrid) 111: 448,

8. KING, W. A, etal. (1979) A method for preparation
of chromosomes from bovine zygotes and blasto-
cysts. Vet, Scl. Commun. 3: 51—56.

9. PHILLIPPON, A, et al. (1980) Check up of bovine
embryo before transfer. 9th. Int. Congr. Anim.
Reprod. A. I. 111: 449,

10.SCHILLING, E, et al, (1980) Evaluation of deep fro-
zen cattle embryos. 9th. Int. Congr. Anim. Reprod.
A.l. (Madrid) 111:463,

CONGELACION DE EMBR!ONES
BOVINOS

En general, las técnicas han comprendido el uso de
mérulas tardias y blastocistos, con la obtencién de tasas
de 30 a 44 % de embriones congelados que han desarro-

iones eriores.

“adg::us;a:r:wdiosprr‘:;ts usados el Buffer Fosfato Dulbecco
conteniendo ya sea 1.5M Dirneti!Squbxido'(DMSO) o
1.0M glicerol, han demostrado ser los mejores como
medios de almacenamiento. La crimlizacuén_ en el
medio se induce automdaticamente (Planner Om!'ufreezer
R202/200R) a alrededor de —50C conuna velocidad pro-
medio de 30C/min, seguido por \éario_s pasos dl\::wmn:?
de congelacién v enfriamiento. Se sjgue por

lento s?:friarnlento hasta — 30 a — 400C y luego se hace

la transferencia inmediata y directa a Ny liquido. Em-
briones enfriados y congelados de este modo (evitando
formacion de hielo intracelular) deben ser descongelados
répidamente para prevenir dafio debido a crecimiento de
hielo intracelular (1, 2). Siguiendo esta metodologia 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 Gltimas una metodologia més rapida y econd-
mica en muchos casos. En el momento, existen dos mé-
todos standard (3), el método lento y el ripido (ver
tabla I). :

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 mejares los blastocistos a congelar (morfolégica-
mente, por ej.), las menores irregularidades en morfolo-
gfa, como la reduccién en nimero de células de la masa
embrionaria, o falla de algunas células para participar en
la compactacién no han sido problema grave en la manu-
tencién de la viabilidad post congelaci6n/reviviscencia,
pero sélo en casos de mérulas tardias. En la medida que
nos adelantamos més en el desarrollo (blastocistos y
blastocistos elongados) la supervivencia es cada vez me-
nor, probablemente debido a la mayor masa l{quica en
la cavidad blastular y a la mayor especializacién celular
embrionaria.
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