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RESUMEN 

NORIEGA SORIANO RA YMUNDO. "Manual de proced im1entos de 
laboratorio en transterencia de embriones" (baJo la dirección 
de: MVZ.Arturo Sanches Aldana .. MVZ. Javier Valencia Mendez y 
MVZ. Ricardo Flores Castro.). 

La transferencia embrionaria es una herramienta para el 

Mejoramiento Genet1co y reproducción del ganado bovino, 

requiere de una gran cantidad de pasos que por su importancia 

no deben de ser pasados por alto. Este manual de Transferencia 

Embrionaria es una guia para realizar las siguientes tecn1cas 

que se describen a continuación, se inicia con la descripción 

de las instalaciones, equipo y material en el area de 

laboratorio. 

En la técnica de lavado y esterilizac1on de material. s1 se 

efectúa en una forma adecuada y correcta, se podrá reciclar 

sin afectar al embrión y as1 disminuir los costos de 

produccion. 

En la técnica de colección embrionaria. se explica la 

metodología de como extraer el mayor número de embriones de la 

donadora.· una vez que se halla palpado la respuesta de 

superovulación. 

La técnica de búsqueda y evaluación es una metodologia en 

donde se describe el lavado de los filtros recolectores, la 

b°l1squeda · de embriones en la caJa . Petri ·y la eva·1uación 

morfológica de los embriones. 

En las técnicas de congelación y descongelación se describe la 
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metodología adecuada para conservar 'la v1abi lidad embrionaria 

al cambiarlos de su mediO a!llbI~nl::-~ ;;aturai; 
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INTRODUCCION 

._ , _.. - __ , ,_, . 

La trasferencia de embriones es una .. teci~i-~~-que ·~ontribuye 

solucionar uno de los ~Jobl~rn~~ '."·~as·· i:{mpJ~¿ntes de 

a 

la 
-~ -:; 

ganaderia Nacional (1.3.J, que 'eS:&inc;:fe_¡n'~~E~r'.·a corto plazo un 

hato bovino con al ta calidad geneti2a;i;;··P~fa .d:esarrol lar esta 

tecnica se emplean donadoras con ~lta ~alidad genética en la 

producc1ón de leche o de carne. 

Estos animales son som'etidos a tratamientos hormonales de 

superovulación y después son inseminados artific1almente 

con semen congelado de toros, también con excelente calidad 

genetica y 7 d1as después se recolectan los embriones 

producidos mediante un lavado uterino transervical estos 

embriones se evalúan y procesan con tacn1cas de laboratorio 

para ser transferidos finalmente a un grupo de hembras 

receptoras .. Este proceso puede ser repet ldO 3 veces al afto con 

las donadoras, obten1endo as1 un mayor numero de cr1as de 

estos animales: siendo entonces esta tecn1ca un lnstrumento 

que coadyuvará a detener la caída en la produccion nacional de 

leche y carne, as1 como a disminuir las lmportaciones. 

La elaboración del siguiente manual de ·laboratorio en la 

transferencia embrionaria tiene el objeto de presentar un 

trabajo en espaftol que reúna y describa las técnicas 

necesarias para la coleccion. manipulación. evaluación, 

congelación y ·descongelación de embr1ones, apoyado en los 

procedimientos que se aplican en el Centro de Mejoramiento 
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Genetico· y Tránsferencía de Embriones (CEMEGEN). y en 

literatura public;ada:s¿bré el· tema, 
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INSTALACIONES - EQUIPO - MATERIAL 

Para desarrollar la t'ecnica ,de .lab~ratoro·en la transferencia 

embrionaria. ae debe contar con l~sjnstal~ciones, equipo y 

materiales neces·arios 

INSTALACIONES 

Las instalaciones idispensables que se pueden utilizar en 

el campo o bien para montar un laboratorio equipado; debe de 

contar con los siguientes requisitos: 

l.- La temperatura ideal para trabajar los embriones en el 

laboratorio debe de ser templada 22 a 25 ·e. evitando los 

cambios bruscos de temperatura. por lo tanto las 

tnstalac1ones deben de estar bién orientadas o bien contar con 

un clima artiticial. 

2.- Las mesas de trabajo para: busqueda. evaluacion. 

congelación, descongelación y preparación de medios se colocan 

alejadas de las ventanas donde llegue la luz directa del sol 

porque es perjudicial para los embriones. 

3.- Una de las instalaciones primordiales dentro de un 

Laboratorio es la ut1lizacion de una trampa que da el acceso 

al medio externo y con ello evitamos las corrientes de aire 

directas que causan contam_inacion. Las instalaciones 

requ•r1aas en el campo para evitar las corrientes d~ aire solo 

se pueden controlar. co.n una habitación bien cerrada y con una 

buena ventilac1on. 
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Las instalaciones se·desinfectan con sustancias que no sean 

toxicas para los embriones, pol" ejemp!6 .la: desinfección de las 

mesas de trabaJo. se efectua utiifz'~ndo ·a.rcohol al 70%. 

Los un sitio 

adecuado. cuyas características (8~~;d~ta:úan en la tecnica de 

elaboracion de medios. 

):.:~~:L.: /§~:-. :.'t< 

MATERrkf y :EÓGrPO 

Se describira por areas el materiai<,:}'.;equipo que se recomienda 
_:e'="- '-Oc c.~1,?,:.:_ "'-·-~~-= 

utilizar para un laboratorio bien ~qu1.pado y también el que se 

utiliza en el campo (23.27J. 

Area de elaboracion .. d€;médios 

1.- Flujo laminar. 

2.- Bascula anal1tica o granataria de precisión. 

3.- Bal'\o Marla. 

4.- Filtros Millipore de 0.22 o 0.45 micras. 

5.- Frascos de 500 y 1000 mi. estériles. 

6.- Probetas de vidrio Pyrex de 500 y 1000 mi esteriles. 

7.- Matraces de vidrio Pyrex de 500 y 1000 mi estériles. 

Sustancias 

1.- Agua bidestilada o tridestilada estéril. 

2··.- Suero Feta·l Bovino o Albumina Ser·1ca Bovina. 

3.- Sobres de solucion Buferada Fosfatada IPBS). 

4.- Sacarosa. 
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5.- Glicerol. 

6.- Sulfato de Estreptomicina. 

7.- Penicilina G·Sodica. 

Area de Colección embriÓnaria. 

l.- Donadora gestante de 6.5 a 7.5 d1as. 

2.- Agua para lavar el tren posterior dé la donadora. 

3.- Jaula con sombra. 

4.- Manguera Tygón. 

5.- Filtro Emm-Com. 

6.- Sonda Foley Adex con calibre FR 16, 18. 20, 22. 

7.- Medio Dulbbeco Fosfatado Modificado (PBSJ de GYBCO, 

adicionado con .4% de Albumina Serica bovina ó 1% de suero 

fetal inactivado. 

8.- Prostaglandinas o analogos, Lutalyse, ovalise, etc. 

9.- Estilete para sondas Foley. 

10.- Dilatador metalico servical. 

11.- Lidocaína al 3% (Anestesia epiduralJ. 

12.- Adaptadores para jeringas de 20 ml para poder inflar los 

globos de las sondas Foley. 
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Area de Busqueda y Evaluación 

1.- Medios de PBS sin Albúmina o suero-fetal-bovino para lavar 

los filtros Emm-Com. 

2.- Jeringas de 20 ml automaticas' .. o''ctesechables con aguja de 

22 x 32 para el lavado de los ,·filtros Errun-Com. 

3.- Cajas petri de plásti\c6. cuadriculadas. desechables y 

estériles de 100 x 15 que son utilizadas para la busqueda de 

embriones. 

4.- Cajas petri de plástico desechables de 35 x 10 que son 

utilizada para la recoleccion embrionaria. 

5.- Cajas petri de plástico desechables esteriles de 100 x 15 

no ralladas para lavar a los embriones. 

6.- Microscopio Estereoscopico con capacidad de 12 x para 

realizar la búsqueda embrionaria y 50 x para realizar la 

evaluacion de los embriones. 

A rea de congelación embrionaria 

1.- Embriones viables evaluados. 

2.- Microscopio Estereoscopico. 

3.- Microscopio Invertido con una capacidad de 300x que se 

utiliza para la reevaluacion morfologica de embriones, con una 

dudosa evaluación obtenida en el microscopio estereoscópico a 

50x. Se pueden utilizar microscopios con una menor potencia, 

dependiendo 

evaluador. 

de la experiencia y habilidad del tecnico 

4.- Congeladora manual de embriones o congeladora· automatica. 
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5.- Medio para congelar 

6.- Pajillas franc~sas de 

7.- Termo con nitrogeno l 

8.- Sellador 

9.- Bastones y Gobelet's. 

10.- Nitrogeno llquido, 

Area de descongelación embrionaria 

1.- Embriones congelados. 

2.- Microscopio Estereoscópico. 

3.- Aplicador de embriones. 

4.- Medios para descongelar embriones. 

5.- Fundas para transferencia o para inseminación. 

6.- Camisas sanitarias. 

7.- CaJa Multi-Weldish de 4 pozos con capacidad de 2.5 ml.C/U~ 

8.- Estiletes para paJillas. 

9.- Pajillas francesa estériles de 0.25 ml. 

10.- Receptora que tenga 7 dias post-calor. 

Nota: Todo el material que esta directamente en contacto con 

los embriones, debe estar completamente estéril. 

Material utilizado en general. 

1.- TiJeras de cirujano. 

2.- Pinzas Kelly. 

3.- Pinzas de disección. 

4.- Jeringas de 5 y 20 ml. 
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5.- Jeringas insul1n1cas. 

6.- Agujas hjpod8rmicas de 2o·x 32 . 
.. 

7.- Ter·mometro de laboratorío.C!e·;_4Q• C a 150" C. 

8. - Cronometro. 

9.- Bulbos de latex para las pipetas Pasteur. 

10.- Pipetas Pasteur con punta redondeada con una abertura de 

250 a 300 m1cras. 

11. - Clamp. 

12.- Termo cafetero de 1 litro. 

13.- Picetas con alcohol al 70%. agua b:idestilada y cloruro de 

benzalconio. 

14. - GaS•:t. 

15. - Paraf:im. 

16.- Papel absorbente. 

17.- Mask1n-Tape. 

18.- Marcador indeleble punto fino. 

Tecnica de Lavado y Esterilizado del Material 

de Laboratorio 

Si se efectUa en una forma responsable y eficiente el lavado y 

la esterilización del material. al eliminar sustancias toxicas 

o agentes b1ologicos que dartan a los embriones. se obtendran 

~uen6s resultados al reciclar el material. co'nsiderando 

tamb1en una dism1nuc1on e·n los costos de produccion. pues la 

mayor1a del material es de importación (7,21,23,30,31). 
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Para obtener resultados satisfactorios en esta are~ se divide 

en tres pasos importantes: 

1.- Lavado de material 

2.- Empaquetado del material 

3.- Esterilización 

l.- Lavado de material 

El material sucio sigue un procedimiento para poder ser lavado 

y ser reciclado adecuadamente. 

1.1.- EnJuague del material sucio. 

Para eliminar de la superficie los residuos tanto de materia 

organica como inorganica, se utiliza agua corriente a presión 

y se ejerce un cepillado energice para que al momento de 

utilizar el detergente de.elección como es el " Extran " en el 

material de cristaleria. metalice y de plástico no se vea 

disminuido su efecto bactericida. 

Nota: La malla de los filtros Emm-Com no se talla, sólo se 

enjuaga energicamente. 

1.2.- Imersion del material de laboratorio. 

Previamente enjuagado el material de: 

Cristalerla: Provetas, vasos precipitados, matraces, frascos 

utilizados para los medios. 

Metálico: Aplicadores de transferencia e in!;3eminación, 

tijeras, pinzas de Kelly. 

Plástico: Filtros Millipore, filtros Em-con, sondas Tygón, 

sondas Foley, jeringa~. tapón de h~le .. 
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Se sumergen en agua corriente o. en agua-:.: d.esionizada que 

contenga un detergente, el mas reccimen~ad.S_ ~~ra el material de 

laboratorio es el. Extran alcalinoó.a6icr6:;,~JF6t. l). por la 

baja 
. :«:·< .. _·.';·". ··-'' .. ' _·,.".,_ 

toxicidad de sus residuos y. por::l~-::f~ci1:el1minación de 

ellos con agua corriente a presión. se hace un cepillado 

energico al mismo tiempo. La concentracion de extrán varia de 

acuerdo a la suciedad y al volumen del material que va del 1% 

a un 20%, el material debe de permanecer durante dos horas 

como minimo y de 24 a 36 horas como maximo en extrán, para que 

eJerza su accion primordial. que es la destruccion de los 

agentes patogenos. 

Para aumentar la acción del detergente se emplea la ebullición 

que se alcanza a una temperatura de 90-lOO"C (Fot. 2). 

1.3.- Enjuague del material. 

Se realiza con agua corriente a presion, al mismo tiempo que 

se talla energicamente para eliminar en su totalidad los 

residuos del detergente. Para el enJuague de las sondas Foley 

y Tygón se conectan directamente a la llave del agua durante 

30 a 60 minutos, para eliminar los residuos del detergente. En 

el caso de los filtros Emm-Com estos se enJuagan con agua a 

pres.íón agitándolos energicamente, recordando que la mal la del 

filtro es sumamente delicada y no se puede tallar porque se 

rompe. El enjuague se r~aliza 'de~ a 10 veces para todo el 

material. 

1.4.- El segundo en'Juague se efectúa con agua desionizada 
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(bidestilada o '.tridéstilada) ·¡:iara eliminar· los minerales- del 
'•'=-': -~ '':·~.. _. '-·. . ~:;:·'':~. 

agua éor~ie!:lte~ · ·_;_ . .; _.:;'> ,-:• · : .• ,, ;:·:;:, "-"'· 
·-. ;: ~ ~ ·,,'.. ·- : . ::/· r i: -,-,,~i;' . ; '.:• 

El. material· t;n~'-ve'z eriJuagadO '.:~~~i:i9~~'.¡a,(~s~l1rrir 
evitando con e 11 o J.~·· p~~ef~~'C:io&,cl~}-.p~f\/~"'.' 

J•. .>~;.·{::. 'k'' 

boca abajo, 

1. 5 . - Secado de i · materia 

Se utiliza una estufa bacter:i~}~~fba;· el horno Pauster o un ' . . . . . . - -

secador para material qué ni~nt~nef~ ~na temperatura de 35·c a 

40 ·e durante una o dos horas.·. procurando que no permanezca mas 

tiempo. ya que se provoca la· desnaturalización del material 

(Fot. 3J. 

?..- Empaquetado del material. 

El material una vez seco se empaqueta y varia de acuerdo al 

metodo de esterilizacion a utilizar. 

a) Bolsa universal de papel Kraff. 

bJ Bolsa de plastico. 

aJ Cuando se esteriliza por calor humecto. se utiliza una bolsa 

universal de papel Kraff para empaquetar: cubrebocas, sondas 

Fo ley. jeringas desechables, tapones de hule, material 

metalico, filtros millipore. con su membrana o tamiz dé 0.22 ó 

0.45 micras, que al momento de cerrar el filtro se deja una 

media vuelta abierto para que circule el vapor de agua y no se 

quemen las membranas. El material de cristaleria con tapón de 

rose~. se deja tarilbien media vuelta abierto para que circule 

e-1 aire caliente dentro del material y al momento de sacarlos 

del autoclave se cierran inmediatamente. El material que se 
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esteriliza bajo este sistema debe presentar' una cir1ta testigo 

que indique la variac1on de tiolor blancc"'ª negro. indicando 

con ello su ester1lizacion. i~ ;:ii <:( ( .•. •. .· 

El material empaquetado finalmente s~ intr~du~e a un secador 

para eliminar por completo la humedad restante lFot. 3J. 

bJ Cuando se envia el material a esterilizar por rayos gama se 

emplean tiras o bolsas de plástico adecuadas al tamailo del 

material. sellando las bolsas previamente con un sellador 

eléctrico y depositando el material en caJas de carton con 30 

cm de ancho por 40 cm de largo y con 90 cm de profundidad, que 

son las medidas requeridas para los bastidores utilizados en 

el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (I.N.I.NJ. 

3.- Ester1lizacion 

Es la destrucc1on de todo tipo de vida existentes en los 

materiales o sustancias, la cual se realiza por métodos 

t1sicos o qu1m1cos. 

Esta area del laboratorio es importante, pues se ciebe tener 

cuidado en la esterilizado del material ya que de no 

.real izarse debidamente puede ser perjudicial para los 

embriones (26, 27J. 
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A continuacion se d~scribe una tabla de los metodos mas 

utilizados para la esterilizacion de material de Laboratorio. 

Método Fisico 

3.1.- Calor 

al Calor HUmed'o 

Vapor a presion. 

bJ Calor Seco 

Aire caliente 

3.2.- Filtración 

aJ Filtros de membrana, 

um de diámetro. 

3. 3. - R.:idiacion 

min. J. 

1 

·. 0.45 

aJ Radiacion Ionizante. (Rayos gama cr, de 1.75 a 2 megarats/1 

hr. l. 

3.1.- Calor 

Este tipo de esterilización provoca una desnaturalización de 

las prote1nas, coagulandolas. 

El factor que mas influye cuando se esteriliza por este método 

es la ~resencia o ausencia de DL1medad, ya que ésta es la que 

rletermina la temperatura exacta a la que mueren los 

microorganismos. 

En terminas generales. la esterilizacion por calor humecto es 

mas eficaz. 
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a) Calor Húmedo 

Vapor a Presión, - Esté sistema: es ·cle·.uti lidad para destruir 

tanto formas vegetativas como, esportlladas .. se ··real iza en un 

rec1p1ente hermeticamente cerrado l~utcfi:1ilve¡. en la que se 

produce una presion por el va'poi:; d'e agúa, lo cual permite 

lograr temperaturas mayores a ras 'que se obtienen en la 

ebullición. Durante este procedimiento es importante la 

completa evacuación del aire del recipiente, ya que la 

temperatura de la mezcla de aire-vapor es más baja que la del 

aire puro. Al proceso de eliminacion del aire trio se le 

denomina purga del autoclave y se realiza a través de una 

valvula de escape que puede variar de acuerdo con las 

especificaciones del modelo de autoclave que se utilice. Las 

autoclaves deben tener un manómetro que indique . la presion 

interna. La presión que debe alcanzar es de 15 libras (1.1 

Kg./ cm J y a esta presion la temperatura alcanzada es de 

12l"C y debe mantenerse la presion y temperatura mencionadas 

de 15 a 30 minutos, dependiendo del volumen del material a 

esterilizar. En el caso de liqu1dos se mantiene la temperatura 

durante 30 minutos. El agua desionizada, bidestilada o 

tridestilada que se utiliza para la elaboración de medios, es 

embotellada en frascos de 500 ó 1000 mi. dependiendo de las 

nºecesidades de 1 laboratorio y en los frascos se coloca una 

aguja hipodérmica a través del tapon de hule. para que la· 

presión interna del frasco escape y evitar con ello que el 

frasco explote (Fot. 4). 
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Para esterilizar instrumental cie cirugJa. ropa; material de 

cristalería, jeringas de plae.;tic_o, ·:cub?°ebocas, guantes latex. 

filtros mill1pore, sondas foley._.e1:"i". ~e,;etj~iere mantener 

pres 1on y t.emperatura mencJon~-~as:',.dB~a.rit~ 15 minutos. Una 

la 

vez 

transcurrido el tiempo se apag~· ¡1·:'.ut:clave y se espera a que 

descienda la temperatura para que se pueda abrir el autoclave 

y asl poder sacar el material y los frascos con el agua 

esteri 1. utilizando guantes de asbesto. evitando con ello 

quemaduras y quitando inmediatamente las agujas hipodérmicas 

para conservar su esterilidad. Bajo este sistema no se debe 

esteri l 1zar sondas Tygon y filtros Em-Com, ya que se 

desnaturaliza gradualmente el material con el que están 

compuestos. 

Calor Seco 

Aire Caliente.- Se realiza en una camara hermética llamada 

Horno Pasteur, que se puede comparar con un horno domestico, 

en él debe alcanzarse una temperatura de 250ºC a 3oo·c durante 

dos horas, un requisito indispensable es que el aire caliente 

circule por cada objeto a esterilizar. destruyendo totalmente 

a los microorganismos esporulados como los no esporulados del 

material que va estar en con.tacto directo con los embriones. 

El Horno Pasteur es ampliamente utilizado en la esterilización 

del material de cristaler1a y metal1co (frascos. vasos 

precipi tactos, ma.traces. pipetas Pasteur. material de cirugía). 

No es reco~endable üt.i l izarlo para sustancias l 1quidas y 

sólidas como el algodon, telas, plásticos. papel. Estos 
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materiales tienden a deteriorarse por ·fa:l ta de humedad (se 

deshidratan¡, e inclusive se 

permanece en un estado 

esterilización como sucede 

3.2.- Filtr~ción. 

Es la remoción mecanica 

no 

de 

en 

una sustancia liquida, para esto tamlz con poros 

de un diametro de menor tamano al de los microorganismos que 

se desea remover, por ejemplo de : 0.22 y 0.45 micras de 

diametro, dando buenos resultados de resistencia y 

esterilidad. Los de 0.22 micras se utilizan para la filtración 

de los medios utilizados para los embriones. Hay filtros 

desechables y 

cambiando su 

hay otros que se vuelven a 

membrana que puede ser de 

utilizar, sólo 

teflón o de 

nitrocelulo.sa. La membrana o tamiz se coloca de la siguiente 

manera: la cara brillosa y lisa hacia arriba y la cara aspera 

hacia abaJo ya que de colocarse en una forma contraria se 

saturan los poros. Los filtros que se pueden reciclar se deben 

esterilizar en autoclave. 

3.3;- Radiación 

La radiación es energia que viaja a través del espacio o bien 

es el fenómeno natural y que consiste en la facultad que tiene 

algunos atemos de desintegrarse al azar. dando origen .a un 

atomo de otro elemento 

Ionización. 
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Es consecuencia de una_colisióg t>i'itr)i fa radiacfÓn. ionizante y 

la materia. Por ejemplo! u~a pa~hcüla'golpea af; ~iecÍ:~ón de 
-~·- -,-. _,,. 'e;"' ':~~~º' \~~~' ,'':~·. _-

otro a tomo y puede -expulsar·· cte sü orbita>'t'érii9.iíct8 -uii ~lectrón 
1 i bre . La i~omza:di o~ é~- irllpol-f'a~~e:?:-paf a -· e 1 

humano. porque los iones pu~cten ·iri:Í.Ci'ar)r~-~'céi6ne'~ quimicas en 

pro ton género o 

los tejidos vivos. 

Existen dos grupos: 

Ionizantes (Alta Energ1al. 

No Ionizantes !BaJa Energ1aJ. 

Solo se mencionara los rayos de tipo Ionizante. 

Este tipo de radiaciones son de corta longitud de onda y 

actuan ionizando moléculas a su paso. Son altamente letales 

debido a su efecto en el DNA. Ejemplo de es.te tipo de 

radiaciones son los rayos Alfa laJ, Gama la). Beta IB) ~Equis 

(X). 

Los rayos que se emplean para la esterilizacion del material 

utilizado en la transferencia embrionaria y con los cuales se 

han obtenido buenos resultados son con los rayos gama.· 

Rayos Gama la) 

Son part1culas mas pequeftas que las ondas electromagneticas, 

con mayor energla que los rayos X y que atr·aviezan el cuerpo 

humano. Ademas no ~ienen cargas eléctricas, por lo que estas 

·radi~ciones no se desvian y se emplean en la esterilización de 

medicamentos. Jeringas. sondas,' guantes de ciruJano. 11quidos. 
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alimentos. La emisión de .estos rayos solo es ~ete~ida por una 

barda de concreto de ··L 5 m·ts. . de ancho. o bien con .. una 

barrera 

gama son 

de plomo d.e. 22. cm como Íniriim¿ d~ eí:Jpee¡.;;'. 'L~s,- rayos 

los. ~'ctÜie~·p~ra la< esterilfaaci¿¡, de1i material 
·:, . .'!." 

utilizado embrionaria. 
,.,_ :' :. ·~ 

por\· ~Jení'~1Ó: 

Jeringas de _ pl.'l.st{'c::.;; sondas Fo ley. sondas Tygon. filtros 
_.<,·,·:-··:-.. '.··', 

millipore. fitr'Ós Em'-Com. fundas de inseminación, tapones de 

plastico, etc. --La radiacion optima y necesaria para el 

material es de 1.75 a 2 megarats, con esta intensidad tenemos 

buenos resultados en la esterilización del material. Se debe 

de tomar en consideracion que el material puede cambiar, de 

acuerdo a su: 

1. - Color 

Dependiendo de la intensidad de los megarats, con el cual es 

irradiado el material. Cambiando el color de amarillo a negro 

2.- Resistencia 

Con un numero repetido de radiaciones y con un bombardeo mayor 

de megarats. el material sufre cambios en su estructura· 

quebrandose finalmente. 

Con el !Co 40J, se obtienen los siguientes resultados: 

1.- El noder de penetracion de l~ ractiacion hacia el material 

es t~ta1. 

2:- El poder residual de la radiacion en el material plastico 

y de vidrio es nulo. lo que no sucede con el material metalico. 
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ya que este se compprta como un hisopo._ rad1act1vo. que es 

perjudicial para 

Por consiguiente 

de mater1al a 

transferencia 

inoxidable. 

Métodos 

tecnico. 

este tipo 

de 

de acero 

al 

Cloruro de Benzalconio.- Tiene efecto antiseptico, es un 

detergente cationico 

sultactante. provoca 

\inverso con cargas 

que exploten las 

negativas). agente 

bacterias porque el 

detergente actua a nivel de la tension superficial. 

la permeabilidad de las membranas. 

cambiando 

Mejora su acción en medio alcalino, pero disminuye en 

presencia de jabones normales. sangre, prote1nas. materia 

organica y pus. Actua sobre Gram (-J y (+J. tiene poco efecto 

sobre los virus. Se utiliza principalmente para la 

desinfección tópica de tejidos organices. 

Alcohol.- Empleado como antiseptico des1nfectante y como 

solvente de otros antisépticos. Actua desnaturalizando las 

¡jrote1na.s bacterianas. potencializand.o su accion. si se diluye 

con agua de cualquier tipo en un~ concentracion del 60% al 

70%. Las bacterias sensibles son las Gram (+J y (-J como 
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ácidos resistentes, las esporas bacteríanas son las que 

resisten a la accion del ~lcohol.; 

Detergentes. - Son agentes\<Í~ baja .tension supérfic1al, los 

cual es aumentan- la ?pe~·me~~fÚct~~ '.;_Sé;- la membrana celular 
,., · .. ~>.·; .· ·' .,. .. ,~ <':··~'·: 

interior de 

las bacterias hasta que:~,~~~'1;~n,;'.Todos··1os agentes catiónicos 

inhiben la résplraCiori' ;~( fa> 'pr~b.uccion ácida de los 
- . : . . ;, 

m1croorgan1 sinos-_ ( Fot. -.:•7 J :-

Técnica de Preparacion de Medios 

En la tecnica de transferencia embrionaria es fundamental un 

buena elaborac1on de los medios que se van a utilizar para la 

recoleccion . man1pulacion. congelacion y descongelación de 

embriones. Hay una gran variedad de soluciones salinas 

f1siologicas que se han utilizado obteniendo buenos resultados 

con el medio modificado de Dulbecco lPBSi que contiene las 

caracter1sticas mas apropiadas para mantener la calidad y 

estadio o bien favorecer el desarrollo embrionario (2.4,5,21, 

30,31). Las siguientes caracter1sticas son las más importantes 

que deben contar los medios para su uso: 

Temperatura: La temperatura ideal es de 37.5ºC ya que la 

temperatura corporal de la donadora es la misma. El embr1on 

puede ·soportar ,temperaturas de 25ºC a 37"C sin que estos 

sufran cambio.s brusco_s·o.shock térmico 12.5,14). 

pH: Es el indicativo de acidez o alcalinidad de la.s 
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soluciones, 

aunque los 

sustanciales 

Osmolaridad: 

soluc1ón. La 

el 'pH Optimo para los e~;Sriones es de 7. 2 a 7. ó 

embriones ·· de·' ~o\/:{n¿'.L ~;tcifer~~ :;·desviaciones 

de pH duranté CJ~r~b~~~,d~:b.i"gd~i",>Z±0·~i;jl~f-~OJ . 
es 1 a concef{r·~~.(~t1\~~~~tii·1~f~:;~~' ;~~fes en una 

osmo 1 aridad r.eq~er;idajf¡póJ:?"' ';,tgs,~;i'.e.~briones .esta 
'".;_,·, ·;(\''·,;· ,,., :.::·:.i; 

entre 270 a 310 mi 1 iosmóles · pór-'Kg>'{Lai3: yqrfociones mlnimas 
. \'! ·'-'.~~:: ~·--~~·; . ..:_ . • ·~ 

causa daflo irreversible para los {;'.e~·~~i~nes- (12,30,31). 
,· .. · , 

Toxicidad. La presencia de compúestos•qú1micos u organices en 

los medios dallan o destruyen:·-incluso_ cantidades muy pequeñas 

de ciertos metales. como ·el plomo o mercurio perjudican 

irreversiblemente la viabilidad de los embriones. por lo 

consiguiente se recomienda que el laboratorio que provee el 

agua bidestilada o tridestilada cuente con un buen control de 

ca 1 idad. 

Esterilidad: La soluciones deben estar libres de cualquier 

microorganismo, los embriones ~oleran e incluso pueden 

desarrollarse en presencia de bacterias. sin embargo el 

porcentaje de gestacion se vera drasticamente afectado. Por lo 

tanto es de suma importancia poner mucha atencion en el 

material utilizado parq la preparación de los medios. 

(2,5,30,31). 

Nutrientes: A los medios se les adiciona proteinas que pueden 

provenir del Suero Fetal Bovino o de ta Albumina Sérica Bovina. 

La primera fuente es el suero del becerro recién nacidQ. de 

ternera o novillo. El suero tiene un complemento que dafta al 

embrión y este se debe desinactivar a una tef!lperatura 
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Penicilina G 

.antimÍcótico. Se 

antibióticos estan 

compuestos por sales. que pue.den.modificar la.osmolaridad de 

las soluciones y por lo tanto. se deben de adicionar 

cuidadosamente (2.5.7,30,31¡. 

Para la preparación de los medios se requiere de un local que 

tenga las caracterlsticas adecuadas de seguridad. 

funcionalidad e higiene que son las siguientes: 

1. El cuarto que tenga de preferencia pisos y paredes lisas, 

sin esquinas para que no guarde polvo o suciedad. 

2. La puerta debe de cerrar hermeticamente. de tal modo que al 

preparar los medios no haya corrientes de aire. 

3. Debe de contarse con una mesa en su interior forrada de 

formaica blanca o acero inoxidable para fC~(~i l it<H li!t !li•JitYlt• 'Y 

desinfección. 

4. Tendran que contar las instalaciones con tomas de corriente 

eiectrica para el úso del microscopio, bascula o algún qtro 

implemento de'! laboratorio, tambien contara con instalaciones 
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de 

~. 

El 

y 

Suero Fetal Bovino 

Glicerol y Sacarosa. 

(SFBJ. Albúmina Serica Bovina 

Existen diversas presentaci.ones del PBS en el mercado: 

1. Solucion liquida~ 

el 

!BSAJ. 

:2. En sobre. el cual contiene las sales en polvo y es tacil 

de diluir. 

3. En un principio es posible y quiza mas barato preparar el 

PBS que se utiliza para los ebriones a partir de sustancias 

qu1micas bdsicas. Para su elavoracion se requiere pesar estas 

sustancias en una balanza anal1tica y utilizar agua 

bidestilada o tridestilada estéril. 

Cualquier error en la preparación de ·los medios afecta la 

viabilidad de los embriones, por lo consiguiente es mas 

conf1ah 1 e adquirir soluciones comerciales listas para su uso. 

A. O~ra ventaJa de utilizar el PBS es que no requi~re de una 

atmosfera de CO p~ra mantener estable su pH en el medio 

ambiente, debido a que no esta amortiguado con carbonatos. 
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del 

5. Al PBS se le adiciona Rojo de Fenal~ qué,es el indicador 
~ .... · . . ;·:-:._ :---... ;;· )ff :<>·'' ,·.::::~. 

pH del medio. Cuando el pH variá de un color violeta o a 

un color naranja es

0 

ind1c~~~'Bo de ,alc;alinidad o acidez del 

medio respectivamente., 
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Fórmula para la preparacion de 10 lts. de PBS 

--------------------------------------------------------------

CaCl . 2H O 
2 2 

MgSO . 7H O 
4 2 

NaCl 

K Cl 

Na HPO 
2 4 

KH PO 
2 4 

Glucosa 

Sulfato de 
Estrep. 

Piruvato de Na. 

Penicilina G 
Sodica. 

Rojo de Penol. 

' ··;_~'.> :·/:;'·.· :.~,", 

·é~n·t:.i(Í"B::d · ·--

80 ~gr." 

11.5 gr. 

2 gr. 

10 gr. 

. 5 gr . 

. 36 gr. 

1 mill/10 lts. 

50 mg /10 lts. 

-------------------------------------------------------~------
*Seglln (21,23). 
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_Metodologia ·- - ,· -

para la el'abori6i.on 'de: medio 

Si se utiliza PBS en polvo,••,(~~'.;i;~'s:~~t~~i6~ comercial de las 

sustancias se encuentran separadásen dós'sobres. uno contiene 
':. _:-·:/· ·,i,__.· • 

CaCl y MgCl y el otro sobre _contiene·' el- ref!to de las sales. , 
Se mezclan por separado, debido-al. - que el CaCl es muy 

inestable y provoca que las demás sales se precipiten. Si 

se decide pesar las diferentes sales, se emplearán de la misma 

forma. 

1.- Desinfectar las superficies de las mesas de trabajo, 

equipo y material con alcohol al 70% . 

2.- Encender el Mechero Bunzen o el flujo laminar, este último 

dos horas antes como mlnimo antes de iniciar la elaboración de 

los medios. 

3.- El sobre que contiene al CaCl y MgCl se mezclan en un 20% 

del total del volumen a preparar agitando vigorosamente, el 

sobre que contiene las demás sales se diluyen en el 80% 

restante del volumen total mezclandolo vigorosamente. 

4.- Una vez que se han obtenido estas dos diluciones, se 

procede a mezclarlas en ~na forma energica, 

Teniendo el PBS reconstituido se empleará para: 

aJ - El lavado 4terino, se emplean f_rascos de 500 ml para 

yaqqillas y de 1000 ml para vacas. 

b·J Lavados de f i 1 tras Emm-Com. 

cJ Para la elaboración de 'medios de mantenimiento y lavado de 
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embriones. 

dl Medios para la congelacion de embriones. 

eJ Medios para la descongelacion embrionaria. 

al El medio empleado para el lavado uterino se le adiciona 

.4% de Albumina Sér1ca Bovina o 1% o 2% de Suero Fetal Bovino. 

bJ Para el lavado de los filtros solo se utilizara la 

Soluc1on Salina Fosfatada (PBSJ. sin la adición de BSA o SFB. 

pues s1 se utiliza para tal fin produce una gran cantidad de 

espuma que dificulta la busqueda de los embriones. 

cJ El medio de mantenimiento es el mismo que se utiliza para 

lavar las estructuras embrionarias que se van a congelar. A 

este medio se Je adiciona .4% de BSA o 10% de SFB. 

di El medio que se ut]liza para la congelación de embriones 

esta compuesto por PBS + .4% de BSA o 10% de SFB + 10% de 

gl 1 cero!. 

La ~dicion de antibiótico es de 100 000 U.I. de Penicilina 

G Sódica Procainica mas 50 mg. Sulfato de Estreptomicina por 

cada mililitro de med]o preparado. Los medjos una vez 

elaborados se mantienen a una temperatura de 37"C. 

eJ Los.medios utilizados para la descongelacion embrionaria 

se pueden elaborar por medio de dos tecnicas: 
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Formula empleada en el laborator~o para la elaboracion de · 
medios que se utilizan en la d,e,scongelación embrionaria 

______________________ .:_ ________ _;·.:;. _____________________________ _ 
Medio: Gl1cero1 + PBS 

,·:·, ~ ,~:-:~~> .· ·:' 
,'e 1.4% BSA o 10% SFBJ ______________________ ..:;.· ____ _;...:__...;.:.,._~·.:.....--...:..--:----------------------

l 

2 

3 

4 

•Segun l21.23,27,51) .' 
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Fórmula empleada. ~11 ei campo; Pªl:"ª · 1.a elab<?r,acion ae 
soluciones. madre q\l~ ¡:~~e ub lizán para 

·•·· eÚ!brfon~riá 

las 
.la .:.ctescongelacion 

________ _;: __ ~_.....;_·;__....;,:.;. __ ...;_;__ __ ;,;__-__ ,_!----------~--------...;_--------------
,~~ l·Jc i~~ Macti~ ~. . ........ ·.·. > ~u~·a~cia ___________ ::.:....·.::......::.::_....:.~--~.:.....;....:..:...: __ ;.:.;_ ____ :.;:, ____ _:_:__~ __ ...;.:· _ _:. ______________ _ 

90 níi de P:BS + 10% de SFB 

o 

100 ml d_; PBS + . 4% de BSA 

B Con una~jeringa de 30ml se 

toman'' '28 ml de 1 a so 1 . A + 

2 ml de glicerol. 

e En una jeringa de 30ml se 

agrega la sacarosa en polvo 

hasta la marca de 10 cm y se 

afora a 25 ml. 

•Segun {21.23J. 
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~ :--;'-", :~:~;;.'-'. '· 

___ _: __ ..::~--~~:-~..:..-~~~-~-_;.::..~:...--~...:.-~_,.:_ _ _::':.::...:...:..:...:'.:::.-:..:.:;:.;;::..:..~/i-~:.;;.'.:.:'-·.:::.:.;.::.:..:.;:.::; _ _:_;__:.:__:_ __ _ 
.,::· .. ·.··' .· ... :· .·{> . ". ·' <~:.::,: ' -:/~,::;~,- _..{\(' ::< 

:301. ~~-.A • so ru~ié;~efirMacirEi _? ·• 

A 

1 2 ml 

'·» ' 

2 8 mi 20 ml 

3 14_mL- -

4 · 20 ml ..., ~ 20 ml 

•segun l2l,23l. 

Técnica de Colección Embrionaria 

Los resultados obtenidos en investigaciones demuestran que el 

momento mas indicado para realizar la recolección es entre el 

dia 6.5 a 8 de iniciado el calor. debido al tipo de estructura 

encontrados en estos dlas, de otra manera se encontrarlan 

embriones muy jóvenes o embriones eclosionados sin zona 

pelúcida. Además de que los embriones baJan del oviducto hacia 

el útero en el 4Q y 5Q dia, por lo tanto si lavamos la vaca 

antes de este tiempo serla dificil de recuperar los embriones 

(3.7,30,31J. 

El método d!3· recoleccion de embriones por la tecnica· no 

quirurgica es actualmente l::i. mas empleada, ya que ofrece más 
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seguridad a 1 a ·donadora y puede ser r.ec6 lectada. en repet1das 

ocas iones{' 
,:··;:.·, o-,-"i~·~ 
_:" ~ ~ 

\;Y,•' decipués · de la coleccion 

~:': ' . -.'::': . : '.-· .. <-:· . . :-· ,:: ; -'.; _;, . -.' -
1. - La donadora:.permariecera ~en una· trampa especial. en 1 a cual 

se le brinda comodidad y segur1dad al trabajarla. 

2.- El piso debe ser antirrapante y con una elevac1on 

anterior de 15·. con la final1dad de que las visceras se 

retraigan hacia atras y con ello facilitar la manipulación de 

los órganos genitales. 

3.- La donadora una vez en la trampa, se sujeta del cuello con 

el fin de que este quieta y tambien se le pondra un tubo en el 

tren posterior a la altura de la tibia para evitar que tire de 

patadas al xecnico que realize la coleccion embr1onaria. 

Durante colección embrionaria. 

1.- La donadora una vez dentro de la trampa, se lava el tren 

posteri~r con agua y jabón, eliminando por completo los 

residuos de estiercol. 

2.-·se rasura el pelo a nivel de la última vertebra sacra y 

primera cocc1gea. 

3.-·Esta region se lava y se desinfe6ta con benzal o alcohol 

al 70% y se aplica. localmente 5 cm de lidoca1na al 2% ó 3% 

epiduralmente. 
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4.- Una vez que haya~quedado insensible esta region, se 

obtendra uriá··;Ús~1J2cid~ de Aa~'.c°:.~tr-~c~·~on~s .• i-ecta lés{y··. 

introctucii;·;:•'ma~·º pará é~t.iaei;ertexCremefi'to .y a~1< 
, \ '... ,; .f·" i:.:;': .- ,u '';"-:'-]; ):s-::~ ~0.?. '·>·",' ; ~··· ;-; '·. '~~' >"<' •• •• 

se 

podrá se 

facilita la mánipulaciori de Í'().s;6rga;nó~ '9',~ni~ii~'.~.!;;·'.~:f{'31:?. '.f\> 
5. - Una vez evacuado .e 1 ~~cf'e~irit6'.ct~f1 ~~·c·~á; sé\cín'trodÚce . la 

mano en busca del cervix y .se d~~Í'i~~:)~ ~~'nci:O'~.:ff él útero 

llegando a la bifurcación 
;:~~'.r::·-;r~:::~; .::'~~:?,~:.>. -·-· , -' -'· -

de· los··•· cue_rnos · ···_uterinos y se 
.,,_,,_ º':''> - ;~ ~--. -

hasta.•". d'egar.·~· los·. ovarios. deslizan finalmente los dedos 

<:i.- Una vez localizados los cuerpos 

superovulacion. 

7.- Los cuerpos luteos palpados. es un número aproximado de 

cuantos embriones se van a encontrar. 

8.- Se prepara el sistema de colección embr.ionaria que 

consiste en una manguera Tygon y en un filtro Emm-Coh, que 

antes de su uso. se enJuaga con PBS para evitar burbujas de 

aire en el sistema. 

9. - E 1 f i 1 tro Emm-Com se col oca en un 1 ugar seguro,. sombreado 

y protegido con una bolsa de plastico para evitar .que se 

ensucie de estiercol. 

10.- Se lava la región vulvar y se introduce la sonda Foley 

con un estilete de acero inoxidable. para darle rigidez y que 

facilite. el paso por el cervix, primero se dirige la sonda 

hacia el cuerno "donde hay una mayor respuesta a la 

superovulacioh. despues se dirigira hacia el ovario con una 
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menor respuesta ¡:¡_up.er·oyül_ai:,oria. 

11.- El;globo·'ctel·:catet7r Foley; se colo'ca en el.tercio medio 
: ' .; . '·:.~ . ·t ~ : ,·' - : 

del cüel-r;J ~fehYn~;i:Y,;~.i~f;b:.: con 5/ó 8 cm; .d~ PBS o aire. 

te ni ende;' .• ~t1ict~c1ci? ·d.~.··¡¡~ ;i;~r·n¡:. ~á·.,;~1~s{i:tdí:J ef g 101~oya· .·que se 

l. esiona la ni.¿c~~~ ;.Kct~;~,;,Tut.·~i~;Ro~~ "~le1:inos y se· producen 
. ·<· :'::.. ... ~'<12º ·-',,,<(·•' ·;\: _;:.:;~;:(~-- .'.- ~\:;._-; ~s~~:·~· ':~-r~->-

~~ ~e~~~~'~fT~f~¿sición del globo si 
: :,~/~··: . 

hemorragias. 

J.2.- También ha quedado 

fije• en el c·uer'nó';\.11:.~'r{Ho'.,'para que en el momento de la 
' .·,·:·:--_-' .- ·; 

manipulación no_permita .. la salida del medio existente en el 

organo. 

13.- Se saca el estilete y se conecta el extremo posterior de 

la sonda Foley ai sistema de recoleccion. 

14.- Los dos extremos restantes de la sonda Tygon se 

conectan: uno al frasco de PBS para efectuar el la.vado uterino 

y el otro e:<t.n;imo al filtro Emm-Com. 

15.- Para la coleccion embrionaria se necesita de 1 a 2 litros 

de PBS. La entrada del medio al cuerno uterino se regula por 

medio de un clamp y se introduce aproximadamente de 50 a 100 

ml. de PBS por gravedad, la cantidad de medio tamb1en varia de 

acuerdo a la edad del animal, la raza y el tamat'lo de los 

cuernos uterinos tFot. 9J. 

16 .- El fluJo de medio ocasiona _que los embriones se 

$iesp_renaan del endometrio y también se real iza un masaje 

gentil con las yem_as _de los dedos en la unión Utero tubarica 

hasta el lugar donde se encuentra el globo de la sonda Foley .. 
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18.- El 

evitar 

embri6nes. 

19.- La operacion 

dependiendo del criterio 

20.- Una vez terminada 

cuerno se desinfla en 

previamente desinfectado 

éste 

nuevo el 

Foley que se estilete. 

dirigira ahora al cuerno donde se encuentra una menor 

respuesta de superovulacion repitiendo la misma operación. 

21.- Una vez terminada la colección embrionaria se saca el 

cateter Foley y junto con la manguera Tygon, se enjuagan con 

PBS hasta el Filtro Emm-Com. 

Pasos a seguir después de Ja coleccion embrionaria: 

l.- Una vez terminada la coleccion embrionaria se saca el 

cateter Foley y junto con la manguera Tygon, se enjuagan con 

PBS para que los embriones que se hallan quedado adheridos a 

sus superficies se desprendan. 

2.- Una vez colectada la donadora, se le aplicará 

P._rostagl~ndina o algun analogo por v1a intramuscµlar. para 

evitar que la donadora quede gestante. 

3.-.El filtro se desconecta de la sonda Tygón y se lleva al 
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DESARROLLo:.x ~oifroL:íGrA EMBRIONARIA 

fecun~acipn:;1faJí1t: y? pen~;L~~ip~ ~tl : \espefmatozoide 
\,.'.·',~ 

La al 

ovulo y .· .• · •. ~l :'.i~tefbunbio genetlcoqu~· oburr:e•:en'fr~ 'eúós y 

despues~qu~.se ~~mpieta la singamia se inicia;'l~;·g~~.¡\c;'iori del 

ovulo 
,_:. ·">"::. _;·:. -· ::. 
fecundado, las 

,,, 

divisiones son sin'c;.;:Ón"i~~~T en los 
.. : -·,,. ,··: -.-__ ,.·· 

primer,os •\ct:i:as y conforme avanza su desarioi·l.c.:. !pi'tilrd.'~ . esta 

característica. (7,14,24,31). 

Desarrol'lo EmbrioharfO •C· 

Tiempo 

.36 - 48 horas de iniciado. elest,r-o .. · 

4Q - 5Q d1a 

5Q - tiQ dla 

6Q - 7Q d1a 

7Q - 8Q d1a 

9Q d1a 

•Segun <19. 23, 39). 

No.de celulas 

4 8 Celulas 

8 16 Células 

Morula temprana lmayor a 

lti ce lulas). 

Mórula compacta (32 a 64 

células). 

Blastoc1to temprano <160 

celulasJ. 

Blastocíto temprano y 
blastoc1to expana1do 
(aproximadamente 200 
celulasJ. 

Blastocíto en eclosion 

(mayor de 200 celulasJ. 



Morula 

que 

ind1viduár de 

de las del 

espacio 

Morula madura: La este estadio es 
, \• '. ' 

la cornpactac1on de.la masa cé!Ular y su torma esférica. La 

observac1on individual de los blastómeros es impos1ble, la 

masa celular ocupa el 60% o el 70% del espacio perivitelino. 

lFot. lll .. lti.7,8). 

Blastocito temprano:· Es un ernbr1on que del estad10 de morula 

compacta emp1eza a formar una cavidad lnterna ocupada por 

f 1 u1do conocido como "Blastocele". El embrion a la observac1on 

tiene una apar1encia de anillo y ocupa del 70% al 80% del 

espac10 perivitel1no. La diferencia visual entre troroblasto y 

la masa celular es apreciable. 

Blastocito: Se caracteriza por una pronunciada diterenciacion 

entre el trofoblasto tque se alarga y extiende en toda la 

periferia dei embrionl y el disco embrionario que es una masa 

muy pe quena de co 1 or mucho muy obscuro y mas compacta. El 

blastocele anarca mas del 50% de la totalidad del embrion que 

o.cupa el 90% del espacio perivitelino tFot. 12J,. l6.21,23J. 
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Fot. 11. Mórula madura. 

1'''.~~'J.: .. ·: .. ',:::t:"!~.~' -'.'~ .. 
·-.¿_~_··~··\:./L:i :- :·, , .. 

r.:·:.7·· '{::r?f~.::;- -----· 
. .. _ .. _r:-:~·:. ;'·~·,_.; ·:r 

Fot. 12. 2lastoc1to ten1orano. 



Blastocito expandido: La principal caracter;sii.ca observada• en· 

este estadio es e.l a.um~nto consider.able ·~~{ :ctíá.fu~tr6 del 
.. ',~_;, ,,_:·.;' ; .. 

embrion. as1 coma; ei acte1gazamienc6 ciecra., zóna;ü'i_e)u2fi;ia;,¡11ásta 

un terció de''.s¿ ;g~tJs:~r ~or~~Uy )1a oc~~a~\óff*d_·.·.:····.~a·.·····:···.:.•.'_-.•.·.·.·.ll'·.·.;.•g·.· .•. ~_.u','..'.·.•.:.·.:.•n1.'.·.·00·····;.·.~;>-.,;·i%:;:.····cé·'.·'.ª·;·.:ds;.•.·0e····sl•.'..•·· ~mbnón ~n'.e l:·.~sp~~ci~ 'p~ri~úeli¡'.¡o tFót. '·13/.<E:n .. _ . 
,,,;_~? - ;,_o:_-~-. ' - • . " ~'. ';:':t:" 

se puedén colec!.cl:r bl a~i:oc:i tos. ~xpandídos qÜe ·~·~ ~~9'.l~J~'n .féon 
.-..... ;_.;,,_.; ':·~~¿:-.:. . ":''-'¡.'-. .'j:·;·. 

pel".dlda tdta]>,Otpái:i::ia'{ delblastocele. sió emba!:'.gó''' SÚ· zona 

pe lu.c1.da:··q~eci~-'5,\n ;~1\.fiCarse ·\_adelgazada) ·c6,7,~7)+ 
Blastocito· en' ei::T~sfon:'.En'este estadiO de desarrollo. el 

embrion tiene fisur:ada. la zona pe lucida por donde eclosiona 
' ~ '¡ , ' -· 'I 

paulatinamente .lia'sta·· salir totalmente de ella. El embrion 

puede tener yaC ~¿'~C' la torma esferica de un blastocito 

expandido o bien estar colapsado tFot. 14J •. (6,21,23!. 

Mortologia del Embrion 

en el estadio de blastocit6 temprano 

al El embrión de bovino tiene un diametro promedio de 150 a 

190 micras (6,30,31). 

b) La zona pelucida esta compuesta de mucoproteinas y tiene un 

grosor de 12 a 15 micras. Su función es proteger y 

aislar para proporc,onar un microambiente especial a ia masa 

celular embrionaria (30,31J. 

CJ Espac10 perivi~e)i~o. Es el espacio que hay entre la zona 

pelociaa y la masa celular y es aqui donde se crea el· 

microamb1ente especial pa·ra el embrion \3,ti,30,31). 

l\O ___ ,_. ___ -----



Fot .. 

~ot~ 14. ~lastoc:to 0n cclocidn 



Cl) 

f) 

bl 

g¡ 

el 

parece 

La evaluac1on embrionaria 

resultados de gestacion 

de embr1onef:'. 

la viabilidad del embr1on. 

en los 

indican 

exclusión ele 

colorantt3S. med1c1on de actividad enzimatica y tinc1ones 

vitales. pero se necesita equipo especializado y cultivos 

prolongados para los embriones. Jo que 11m1t.a demasiado el 

trabajo de campo. Actualmente la evaluacion rnorfol1)g1ca es la 

forma mas practica para determinar la calidad del 

basados en los 

porcentaJes de obtenidos por 

(3.7.9,11.30,31,37.39). 

embr1on 

embrión 

Una vez que entre el filtro al laboratorio. tambien debe 
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y 

con 

3.- Se debe 

no producir 

no agitarlo y 

es ocasionada por 

la desnaturalizacion de la Albumina Serica Bovina (BSAJ o 

Suero Fetal Bovino y que.nos produce problemas para la 

búsqueda de los embriones. 

4.- Para un meJor seguimiento del filtro dentro del 

laboratorio como de las cajas de Petri. se recomienda poner 

algunos datos importantes en una tira de maskin-tape, que se 

empleara en algunos pasos del proceso embrionario: 

Numero de la donadora. raza y color del arete, abreviados. 

Numero o nombre del toro con el que fue inseminada. 

Registro de la donadora y equivalente maduro. 

Ho_ra de llegada del filtro al laboratorio. 

Identificacion del filtro. 

El· maskin-tape se coloca en la'tapadera de la caja petri .de 

búsqueda de 100 x 15 para evitar contusiones entre una y otra 

caJa. 

5.- Se 1dentifican previamente las cajas petri de 100 x 15 y 



35 X 

color 

·tapaderas 

ocasionando 

Para llevar 

contar con el siguiente 

1.- Se emplea Solucion 

contenga (BSAI o Suero Fetal 

mayor cantidad de 

embriones. 

2.- Se efectua el lavado 

y 

automática o 

desechable. la primera taci lita·· el lavado y el manejo del 

filtro y con una aguja hipodermica de calibre 22 X 3·; 
"· con la 

cual se eJerce la pres ion necesaria para el lavado del filtro 

sin daftar a los embriones. 

El lavado del filtro Em-Con, se debe realizar de una manera 

rapida y eficaz asegurando con ello la integridad y 

supervivencia de los embriones. 

1.- Se enjuaga la tapadera del filtro Emrn-Con. 

2.- Se destapa el filtro con cuidado. 

3.- La parte interior de la tapadera se lava y se escurre con 

unos cuantos golp.es dentro de la orilla del filtro. 

4.- Se ~eposita la tapadera en un recipiente con agua para 

e"1itar que las sales y materia orgánÍca se sequen y sea 

dif1ci l al lavarla. 
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5.- Se inclina el ~iltro~y se abre el clamp dejando escapar el 
. . 

medio a la m:Ít.ad de!~ maU.a del·mismo filtro. 

ó. - Se· lavan l~~.P~r'ect7s':y>ia ;~~j{e libre .efe .fa· mal Ía ·doride ·no 
··:.:>·· '·-~· ~ ' .··~:··. 

cc:•ntiene' l'ic¡ÜidÓ~· ffaj,::f"1ei';ct¿.:t;.iC:iai··a. •J;a..j6';.¡~~/~~t.fiffr~,P!'hi68o .:Y 
c º ª gu l as ci'~ ~~~"·;;~tl¿~e.;:~j·¡k ~~~~ci~~;J'a<i~' i·6'~~-~ri:i'i'id~~~·~·'f'f;i¿ c;á15:i . ·· .. .. . . 

.. ,. --- - . . .. --~~; \:,:::.-.;_···":"/_-::;T ... :~<:~~-~ ,_._ ··~-····"·--"-~-- -

7 .. -:- .. una• ~~~-··ciu~"·~~urne'1¡~'.[;2~1~·~G/~veVi d~.Li dieCifo<e;n. ~i'<{J•i {!t_;¿ ·se 
abr.e<e1 •. e l~m~. de . nuevo. rí3t31.~1!fr1ct2fr1:~· o~eraciél~ ~¿~~~~§·.·•veces 
sea necesario hasta obtenertináliii~.nfe. un medÚ~· i::r':J.st.~lino. el 

cua r racilita la búsqueda de los ~irib~ion~~-· Los embriones 

siempre deben permanecer con PBS en el filtro, para evitar 

cambins en la osmoralidad de los embriones. 

8.- El medio se deposita en una caja Petri con los siguientes 

requ1s1t.os: 

Ester1 l. 

La caJa debe ser previamente cuadriculada con cuadros de l 

cm de area que al momento de enfocar al microscopio 

estereoscopico a un aumento de l2x. abarque precisamente el 

area del cuadro. Recomendaciones y medidas de seguridad al 

depositar el medio en la caja Petri: 

l.- No debe llenarse demasiado la caJa para evitar que se 

derrame el medio y se conplique su maneJo~ Con una cantidad 

adecuada de medio en la caja de Petri. se facilita la búsqueda 

embrionar1a y los' embriones descienden en menor tiempo .. al. 

tondo de la c'aJa. 

S.e debe tapar la ca Ja. Pe tri. una vez depositado el medio 



para evitar contaminación. 

2.- No se deben tapar las 

cantidad de medio, 

adhiera a la 

l·a perdida de embriones·. 

3.- Al poner las caJas 

platina del microscopio o 

otro. no se deben arrastrar so~re no 

tirar el medio de la caja Petri. 

4.- El transporte de la caja se efectua l~vantando la tapadera 

en la parte superior de los dedos y la base de la caja que 

contiene el medio se toma con la parte inferior de los mismos 

dedos. 

5.- Al .transportar las cajas se deben poner toda la atencion 

necesaria y no se deben manipular en una torma rapida. 

La busqueda embrionaria se etectua de La siguiente manera: 

1.- En una forma rapida y ordenada de arriba a abaJO y de 

izquierda a derecha. Se utiliza una Jeringa insullnica con una 

aguja hipodermica de calibre 22 x 32 o 20 x 32 para mover los 

detritus y encontrar embriones ocultos en ellos. como tambien 

a la orillad~ las caJas . 

. 2. - En "'l momento de local izar una estructura emnrronaria se 

introduce una pipe~a Pauster con un diametro de 250 a 500 um 

con sus puntas previamente redondeadas para extraer a los. 
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embriones y depositarlos en la caja '.de. Petri de 35 x 10 que 

contiene medi'o -de mant.eniriliento. 
'' ' ' > ' - ·-· , •• ••• ·:·;.- '. 

3. - Una vez concluida la ;r:im€{~:á '.:J.uel ta'/en 'la caja de búsqueda 

se real izara después. una seg\.líici~' ;~ú~~~~da pero antes de 
-~,-¿,:· 

iniciarla se agita el mecúo ,c;nfla')pipet~ Pasteur en una 
: ·.: .. :_ '~ "- ':~·.'. 

forma energica. sin tirar el corii::.e·n:ra() \r se espera durante 2 6 
"· :-· 

3 minutos. para que sedimente~ lci's .~mb;iones. Al concluir la 

segunda vuelta se sigue e 1 mis111C),_ prgcedimiento para que se 

realice una tercera búsqueda realizada por otro técnico. 

4.- Los embriones una vez recolectados-en la caja de 35 x 10 

que es la caJa de mantenimiento se mánipulan de la siguiente 

manera: 

4.1.- Los embriones se reµnen al centro de la caja de Petri, 

teniendo cuidado de no dejar embriones a la orilla de la caja. 

4.2.- Los embriones transferibles se separan por su estadio y 

calidad. de los no aptos para la congelación y la 

transferencia en fresco. 

4.3.- Todas las estructuras encontradas en la caja de búsqueda 

se deben registrar en la hoja de recolección diaria. 

4.4.- La evaluacion se efectua en el microscopio estereoscópi-

co a un aumento de 50x. 

Para uniformar la evaluación de. los einbriones ·podemos 

apoyarnos en los siguientes parámetros. 

1) Estado de desarro~lo de acuerdo ~ la edad: El embrión 
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,,·.,,':. 

recolectad.() .. debe_ tenÉfr U:ri iiscad10 i~Jacionádo con. el .. día en 

:~:6.1 ::~.:::~r.~:~i,~~~º~f i'.f %t~~~ri:w:~~;~¡;~tj~3~.r~·bi~~~~: .;:or:: :: 

::::~::·t~~~if_.·_._·~l2~~?j;·!~i:~~~it:f ~{:t1:~rt;~~::~: ··~~::~':: 
·-· :.-'/::·'<. 

embrion ~E;tras,ád.o{n:::i.5 dlas) y esto <Íimita 

de gestaci{;!1'rb;;;r~~~e tipo de embriones .. 

·1os· 

2J Aparie·ncia general: Cuando es de color ambar, 

p6;centajes 

está bien 

compactado con su zona pelúcida circular e intacta y con un 

des.:.rrol lo. de los blastomeros uniformes y esfericos, por 

consiguiente es un embrión apto para transferirse. 

3J Número de células: Es importante contar, si es posible el 

numero de celulas. es decir que si un embrion tiene menos de 

20 celulas al recolectarse al 7Q dia es un embrión no 

transferible y cuando no se puede contar el numero de 

blastómeros. sin tomar en cuenta otras caracter1sticas 

mortologicas. es un embrion bueno para la transterencia. 

4J Compactación de células: Las celulas del embrión (blastóme-

ros) cuando están compactos. se notan apretados entre ellos. 

corno en forma de mora y se notan los bordes de los blastomerqs 

en fa orilla. A diferencia de los embriones descompactados en 

los que se nota gran parte de cada blastomero y la separación 

entre ·el los. Es importante la compactacion porque va a 

permitir la n_útrición_ entre los blastomeros y contribuira a la 

formación de la cavidad del blastocele. 

47 



5) Los blastomeros de rorma y. tama1~0 s.ímetrlco.' .cuando _estan bien 

compactados, sus ce l ulás toman Lina -'.forma -po(fg()~ai,'{ 
ti) Color: Los embriones d~ben ,~e1}'~r::~n'.;col~i uniforme. La 

presencia de manchas claras y.obscuras indican la presencia de 

ves1culas, que se asÓc~-~~-)ú1~!Pf§'á~mci~.friitaboÍicos, de i
0

gual 

manera cuando el embtiCln(~eis:!riúy' ;:j~~o. La presencia de 
,_ . -·· ,_:-;._~ .'.:-~,·-,· 

ves1culas es normal siempre y ·cuarni() no sean muy grandes y se 

-localicen en embriones de-estadios-como blastocitos tempranos 

y bl~stocitos maduros. 

7> Blastomeros extru1dos: Los blastomeros extru1dos son célu -

las que se quedaron en una etapa temprana de desarrollo y se 

notan como celulas grandes tuera de lo que es la masa del 

embr1on, entre la masa y la zona pe lúcida (espacio 

perivitelinol. mientras mas blastomeros extru1dos tenga un 

embrión menor sera su calidad. 

81 Irregularidades de la zona peluc1da: Esto no causa ningún 

problema siempre y cuando esta irregularidad no sea la ruptura 

de la zona peluc1da, ya que un embrion que tiene la zona 

pelúcidas rota no es aconsejable congelarlo, debido a·que no 

soporta muy bien la congelac1on, pero esta condición en el 

embrión no le dara una menor calificacion, pero la primera 

opción para este tipo de embriones seria transferirlos en 

·rres.co. 

9·) Presencia de restos celulares en el espacio perivitélino: 

La presencia de restos cel~lares nos indica el rompimiento de 
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membranas y de la­

la 

del embr1on. 

Los embriones 

siguientes: 

de 

de degeneración 

que son los 

Excelente o calidad 1: Embrión compacto. esferico, desarrollo 

adecuado a su edad. pocas ves1culas, sin desechos celulares, 

sin blastómeros extruidos (tal vez uno pequefto) y color ambar 

unitorme !20.36). 

Bueno o ealidad 2: Embrion compactado o con leve 

descompactacion. poco irregular. desarrollo adecuado a su 

edad. presencia de vesículas pero no abundantes. con algunos 

OlastomBros extr111dos cuno grande o algunos pequenosJ. con 

pocos desechos celulares. color uniiorme ita! vez poco obscuro 

n zonas claras u obscuras. pero no muy marcadas! 120,361. 

Regular o calidad 3: Descompactac1on marcada. desechos 

celulares. blastomeros extruidos. color obscuro o con zonas 

claras y obscuras ¡presencia de ves1culas1: masa pequefta pero 

menor. al 50% de lo normal. Estos embriones de preferencia se 

t~ansf~r1ran en tresco, ya que no soportan 

-la congelación (20.361. 

No transferibles o calida~ 4: Son 
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transferibles con marc~da ;cteg~n~r:adon:\!Jl~S~. ¡:iii;c¡uena menor al 

5ú% de lo norma f.} d.esc'.~~mp~cfa_c:i,i:'n :xr~}(~:~o;·,~fl : el',• desarrol lo 

(mas de dos' d1ii.sJ'~, d~1J~tdBséU'.l'-~':' i~ri~~i'~ia.'f~~;:.)' obscuras e 

i rregu 1 ar idade¿ ~·~ .f'65c.))1dk'tg~e~~~~Jf·~&~:;;~á;,;'¿. 
Nota: ovulo~ ,;~~fri~f1~;~l d~~'i.(t~' fif :~~,1~Qr~;{~/~orulas tempranas 

seran c l as~ÚcacloEI e:º~º nó• tt~n~,f~~·~Ji·~s'' c2ó·, 36 i . 
·.»~;<,_· ·'·- ·"- .~:,~~~: 

·. ·i;Y>;? .W . 
1::6di f i cación'· 

embr1on. se utilizan numeras de manera que podemos tener con 3 

numeros la cantidad, la etapa de desarrollo y la calificación 

del embrion. 

Codificación de las estructuras embrionarias 

Estadio 

Número 
Ovulo 1 

Embrion de 2 a 16 celulas 2 

Morula temprana 3 

Morula compacta 4 

Blastocito temprano 

Blastoc•-o maduro 

Blastc1to expandido 

Blastocito en eclosiori 

•segun C22,39¡. 

5 

7 

8 
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Calidad 

Numero 
Excelente 1 

Bueno 2 

Regular 3 

No transferible 4 



Ejemplo: 

Cantidad de embriones Estad Jo Calidad 

·¡ 

la 

s 

lavar los 

embriones. 

2.- Se utiliza PBS con.0.4%cd.ecAlbúmiha- Sérica Bovina 

10% de Suero Fetal Bovino (53J. 

o con 

3.- De la d1luc1on anterior. se toma con una pipeta Pasteur el 

medio necesario para formar 10 o mas gotas en la base de la 

caja Petri de 100 x 15. 

4. - Una vez de pos 1 ca dos los embriones en una gota. se procede 

a subir y baJar de 7 a 10 veces las estructuras embrionarias 

por medio de la pipeta para realizar el lavado de los 

embriones l53J. 

5.- Para pasarlos a la gota inmediata. es necesario comar un 

poco de medio de esta y se extraen los embriones 

depositandolos en esta misma gota. 

6.- Se repite la operación cuantas veces sea necesario, para 

el1m1nar en su total1dad a los detritus aderidos p la zona 

pelucida (Fot. 18J. 

7.-.una vez lavados los embriones se van a colocar 

independientes, utili.zando el mismo. PBS esteril 

identificacion embrionaria correspond~ente. 
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con la 



8.- La identificacion_se realiza, en una ~apqdera de una caja 

Petri escribiendo. los .datOs .abreviados, de 1a donadora. raza y 

color del arete. También'se ide-~ti'üd~ el estád:ío' y calidad 

del ernbr'i o.n Y: e 1 nu~er2: de 1 ~ paj a qu;' {'~ corpesponde ( Fot . 
. ·,:" 

19). <}~\· . 
9. - Una vez colocados 1 os embriones 'i'f1ctiv:h:lucii:m.i.hte'- · en cada 

gota se debe de tomar en cons iderac ion i~Vs;1J'i:e,~te: 
.~;: ~·i:< '"_-.,-· .-~·: 

Se verifica que los embriones se encue-~t~e·il.<en· -el medio 
·-···~¿.;-

correspondiente. 

- Solo se debe encontrar un embrion en cada gota y en el caso 

de que halla dos o mas embriones se debe especificar 

previamente. 

- Terminando la operacion, se cubre la caJa Petri para evitar 

que los embriones se contaminen. En todo el proceso 

embrionario las cajas Petri solo se deben abrir lo necesario. 

- Al transportar la caja Petri se debe hacer con cuidado para 

evitar tirar o juntar las gotas que tienen a los embriones. 

10.- La identificacion de pajillas se realiza de la siguiente 

manera: 

Se toman las pajillas necesárias de 0.25 ml. 

Las pajillas nunca se deben de tomar de la punta ya que se 

contaminan y se ordenan.colocando un trozo de maskin-tape 

sobre ·de ellas para evitar que se muevan al momento de 

identificarla.s. 

- Se colocan las pajillas sobre la superficie de la mesa en 4n . 

papel absorvente y limpio, que no suelte pelusa. 
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- Las puntas de las paJillas nunca deben· tocar la superficie 

de la mesa de trabaJo. 

- La 1dentit1cac1on de 

indeleble punto tino. en un~ y 

lejible. 

El orden de los datos en de 

acuerdo a las normas establecidas por asociaciones 

Internacionales en Transterencia Embrionaria. 

Por ejemplo: 

[~1_c_6_~_1~~~'~~N_H_u_·1_2_1_9~~~~9-2~N_o_v~2_s~~~-E_o~12_7~~~~~~~~~º 
( 1 J \2) (3) (4) 

(lJ. Numero de embriones (Estadio-CalidadJ. 

(2). Datos de la donadora: Color del arete, Raza y Numero del 

anima 1 . 

131. Fecha de congelacion: Afta. Mes (abreviados en InglesJ y 

d1a de congelac1on. 

(4). Registro internacional del Centro de Transterencia 

Embrionaria 

r ~. 1. CLEITUS o 
( l) (.2J 

(1). Numero de la paj1lla 

121. Nombre del toro o numero del toro. 
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Los embriones una vez evaluados. lc1v_ad.:1s y. con su paJ1lla 

correspondiente, se 

20). 

Se deben de tomar en 

facilitar el desarrollo 

El acondicionamiento 

respecto a la 

tenperatura. 

- En cada caja 

embriones con su gota 

- Que el numero de pajillas corresponda con el 

emnr1ones que se van a congelar. 

y 

numero de 

- Revisar que los datos de las pajillas estén en orden y que 

correspondan con los datos de la donadora, el estadio y 

cal1dad del embr1on y con el numero correspondiente de la 

paJ i l la. 

- Antes de la congelacion embrionar1a, se debe de confirmar 

que los embriones se encuentren en su gota correspondiente de 

PBS. 

- Los embriones deben de tener la zona peluc1da perfectamente 

limpia. 

- Se debe de contar con el material y equrpo necesario para 

ej pro~eso ae congelacion. 
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en la 

ll Por 

2) 

Si el embrjon no se ~eshidrata al congelarse, se forman 

grandes cristales y estos a su vez romperan las membranas 

celulares. y por lo tanto producirán la muerte del embriones 

l 5ú. 51J. 

Factores q1.1e determinan la salida de agua del embrion: 

lJ Formac1on del hielo. 

2) Tempera t.ura . 

3¡ Concentración de sales y prote1nas. 

41 Propiedades osmoticas. 

5J Caracter1sticas individuales de las celulas. 

Formación del hielo: El embrión contiene 85% H O. el medio 90% 

H o. In1cialm~nte e1 agua es la primera en formarse en 

cris~ales deJando sales extras en las soluciones · restantes 

entre los cr1staies.d~ hi~lo. por lo tanto la solución es más 

concentrada. 
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Cristalizacion: Nor~~l~ente 
._ .·'-- >::::.·;_:,:,-

ª una temperatura de -3~C/ 

cristales se formaran 

produciran dano irreversible 

membranas celulares. 

Para evitar Jo antes mencionado. la 

cristalizacion a temperatura de -ó a -7"C, continuandose el 

enfriamiento. dejando sin congelar a la solucion salada, la 

cual se vuelve mas concentrada, por lo tanto el agua sigue 

saliendo y el embrion se deshidrata. Para evitar el dafto que 

ocasiona la solucion concentrada en sales al embrión, es 

introducida la pajilla inmediata de los -30"C a nitrógeno 

llquido, produciendo as1 una cristalización rapida de liquidas 

y solidos restantes (variosJ. 

Presion üsmotica: El movimiento del agua. entre las membranas 

de las celuias es producido tambien por la presion osmotica de 

las soluciones. El agua atravieza mas facilmente la membrana 

celular que las sales. El medio del embr1on debera contener de 

270 a 320 mosm por kilogramo de NaCl. 

Rangos de temperatura: Deben de ser lentos para permitir el 

tiempo necesario para que el embrion se deshidrate. 

Crioprotectores: 

G'1iceroi..·- Intracelular o permeable (.3ó,511 

DMSO.- Intracelular o permeable (36.51). 

Sacarosa y Proteinas.- Extracelular o impermeable (36.511. 

Funciones del crioprotector: 

ll Disminuye el tiempo de congelación para permitir al embrión 
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que se deshidrate (26,35.51J. 

2J Di luye la concentracion saiada que queda de la deshidrata -

ción, evit.anao B~ daño~a/;1a~·rilej1ibr~~~s celulares (26,35.51J. 

.3J Inter<>ccion en la:s rriémbi~f'l~s~·.~~1>iirareior y proteccion de las 
:·";.X ·;:·:¡;\,; >;:~;\~· ,:,·;·.-· . . .. 

mismas en las etapas de;;%i9}I~.~/i?:'a~fon en la expansion y 

colapso del embr:ion (cor¡gel~d~orl~·y-·.~~SC•)ngelacionJ l26,35,51J. 

Una vez que se hayan· los puntos mencionados 

anteriormente. se procede a la~o~gelac1on manual o se emplea 

una congeladora autom4tica, con los siguientes lineamientos y 

cr1't:.erios. 

1.- Al emplear una congeladora manual o automatica, se sigue 

el m1smo procedimiento en el proceso y manejo de los embriones 

para la congelacion, solamente varia. en que el tecnico 

especializado. lleva Ja congelación manualmente y ~i se efetua 

la congelacion con una congeladora automatica es ~arque ya 

tiene un programa de congelación integrado l26,27,37.38J. 

2.- Es importante tomar en consideracion el tiempo ya transcu-

rrido desde que los embriones llegan al laboratorio hasta el 

momento de iniciar la congelac1on. 

2.1.- Se debe iniciar la congelación de los embriones dos 

horas antes. despues de haber llegado el filtro 

laboratorio, pues el tiempo optimo para que los embriones 

conserven. su viabi 1 idad; esto· se rer leja en los porcentajes 

de gestacion. 

3.- Antes de la con~ela~ión· embrionaria se evalUan por una 

segunda ocasión para confirmar la evaluación morfológica de 

los embriones. 
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laboratorió con las medidas de segúr1dad e higiene que se 

describen a 
:S+, 

: < ~;; :· 

- Manejar el filtro ;;;'n cu:fdadó' p~i~ evitar que se ·nos caiga o 

se derrame e 1 médio; j~~tb c~n los< embriorie~. 
' .·' : ; ·:,=;~ . -: 

- Proteger los ·fi ltrós de los rayos solares al momento de 

transportarlo al Laboratorio. 

El exterior del filtro debe estar completamente limpio. 

por Jo que se debe proteger con una bolsa de plastico evitando 

con ello que se ensucie y caiga materia organica (excremento) 

dentro del filtro. 

El filtro debe estar previamente identificado ya sea con 

nümeros o le tras y que corresponct.a con el nümero de la 

donadora. raza y color del arete para evitar confusiones entre 

las razas de los embriones. 

Se hacen notaciones en la hoja de coleccion diaria del 

laboratorio, al encontrar alteraciones durante la palpación 

del aparato reproductor de la donadora. como son: 

Malformaciones geneticas o congénitas. 

Piometra. salpingitis. costras, sangre fresca. 

Perforaciones en útero o cuernos uterinos. 

Adherencias en cervix, utero. cuernos uterinos. ovarios. 

3.1.- Es conveniente realizar esta segunda evaluación, ya que 

el t-iempo transcurrido en que se realizo la primera evaluació.n 

a· la congelación en algunas ocdciones. es el tiempo suficiente 

para que algunos embriones ·cambien su estadio y calidad. 

SR 



3.2.- Cuando hay: :dudas en él· aspeci:.o morfologico de los 
'·" ···-· """ 

embriones ... cuando 'f u~~orr obsefvado~ a 50x aumentos, es 

conveniente bonfi~~~uJ {d: ';~va·~~1~J1on 
invertido de 2b'oJ;·~ :4()(.'~ ~~Lliit~:~·tos. 

en e 1 microscop10 
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1 ··r--.:::. donde· 

• J 
Je ooserv~ l~ ~orma .J2 tomat· la GaJilla ~r·ancesa ~e 
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1.1.- ·s~ toma un poco de medio de congelación de 

antes 

en la 

pondra 

medio 

esta gota 

con la pipeta Pasteur y posteriormente se introduce a la gota 

donde se encuentra el embrión extrayendolo y se deposita 

tinalmente en la gota de PBS con glicerol. De esta manera se 

procura no cambiar la concentracion de glicerol del medio de 

congelacion. 

1. 2.- El embr ion debe permanecer como mi nimo 10 m1 n. en el 

medio con glicerol. Que es el tiempo necesar10 para que el 

glicerol penetre dentro de las celulas del embrión. 

1.3.- No debe permanecer por mas de 60 min. ya que en este 

caso el glicerol resulta tóxico para el embrión. 

LLenado de pajillas de 0.25 ml. 

1.- Se toma la jeringa insulinica y se adapta a ella la 

paji!lc•' 1e 0.25 ml (Fot. 22). 

2.- Se introducen las pajillas al medio de congelación y se 

aucciona por medib ~e una Jeringa insullnica, el medio 

para formar una serie de columnas, como se observa en la 
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siguiente figura. 

o 

Aire Medio Aire 
+ 

Embrion. 

Aire Algodon 

Sellado de pajillas de 0.25 ml. 

1.- Se realiza una presion mecanica en la punta de las 

pajillas con una piza Kelly o una pinza de disección, 

posteriormente se sellan con calor por medio de un sellador 

electrice. 

2.- Antes de que se enfr1en las puntas de las pajillas se 

deben de redondear con los dedos, las orillas de las pajillas, 

para que al momento d~ introduc1rlas al barrí 1 de la 

congeladora manual no se atoren. 

La preparacion de la congeladora manual o automatica se debe 

de realizar con ant1cipac1on para evitar que los embriones, 

permanezcan un mayor tiempo en el medio con glicerol. 

Una vez que llegue a la temperatura inicial de O"C, en este 

momento es cuando se introducen las paJillas. con el algodón 

de alcohol polivil1nico hacia arriba. 

Congelación Manual. 

~-- Al ~ntroducir y manipular las pa~illas en la ~ongeladora 

manual o automática se debe realizar con cuidado para no 

agitarlas y provocar burbuJas de aire. 
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2.- El barril se baja hasta el riiv.el numero 7 ó 8 dependiendo 

del clima donde se l 1E)ve. a cabo la congelación, y la 

temperatura desce..ndera 'un ~~adopor minuto hasta alcanzar la 
"v ,~ ~'' • --

3. - Una vez a 1 carizada ra: temperatura de -7' e se saca el 

barril hasta el nivel 1, para mantener esta temperatura y se 

procede a la cristalización de las pajillas, se cristaliza la 

parte superior de la columna de medio donde se encuentra el 

embrion. Presionando con unas pinzas de disección la sección 

de la pajilla mencionada, hasta observar que se forma una 

pequena porcion de hielo !221. 

4.- Una vez inducida la cristalización se dejara el barril con 

los embriones en el nivel l durante 10 min. Esto es con el fin 

de que la formacion de hielo se efectue . lentamente. 

produciendo la deshidratación del embrion y de este modo no 

sufra cambios osmóticos bruscos. n1 roptura de membranas 

celulares. 

5.- Cinco minutos después de la cristalizac1on, se revisan 

las pajillas, para observar la formación de hielo en toda la 

columna donde se encuentra el embrión. 

6.- Cuando sea necesario extraer las pajillas al medio 

ambiente, se debe realizar rápidamente sin exponer a las 

paJillas por mas de 3 segundos. 

7.- Transcurr~dos los 10 min. se baja el barril al nivel 5.ó 6 

dependiendo del clima". donde·se lleve a cabo la congelación y 
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paulatinamente se va a dismin~lr l"C por cada 2 minutos hasta 

alcanzar la temperatura de - 30ºC (22J. 

8.- Previamente los 

nitrógeno 11qu1do. 

sumergidos 

donde se depojit~;~ .las pajillas 

bastonés.·deberan ·.:estar· 

con 

en 

los 
. . .. ·.·: . /.~. 

embriones. una vez terminada la ccingelac.ión a una tempera.tura 

de -30ºC. Al pasar las pajillas de la congeladora a los 

bastones, no deben de exponerse las pajillas al medio amb1ente 

por mas de 3 segundos. para evitar un choque térmico que 

ocasiona la muerte de los embriones. 

9.- Los bastones junto con las pajillas, se sumergen en 

nitrógeno l1quido. alcanzando una temperatura de -196"C (22). 

10.- El almacenamiento de los bastones se efectúa en 

canastillas y termos previamente identificados para evitar 

confusiones. 

Congelacion. Automatica. 

l.- La congeladora automatica tiene una caja o compartimiento 

que se llena con nitrógeno liquido. 

2.- Se prende la congeladora y se revisa el programa 

establecido de congelación (Fot. 24). 

3.- Una vez que la computadora indique la.temperatura de o·c 

se introducen las pajillas con el algodon hacia arriba, 

y ·se presiona eJ botón de arranque, para que se inicie la 

·conge 1 ac.i on. 

4:- A la congeladora automatica solo se le verificara. el 

desarrollo del programa establecido. 
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5.- Cuando indique la congeladora automatica, el término de 

la congelacion se ~ondra en practica, los puntos 8 al 10 

mencionados en la cohge_laci_on manual. 

6 . .:.. Una vez que los- embriones-- se encuentren debidamente 
- -

almacenados en los termos __ hay: que revi_sar periódicamente los 

niveles Optimos de nitrógeno liquido y también que estén 

aleJados de la luz directa del sol.Cualquier temperatura 

inferior a -12o·c no afecta la viabilidad de los embriones 

durante largos periodos. debido a que no ocurren reacciones 

termicas a esta temperatura. El nitrógeno l 1quido es 

mundialmente utilizado para este erecto por su baja 

temperatura (-196"CJ ademas de ser practico y barato (45). 
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Antes 

de 

la 

descongelar 

Técnica deDescongelacion Embrionaria 

Cuando se hace una 

cristales aumentaran de 

los 

una 

recristal1zacion. rlebido a la rehidratacion de células. al 

descongelar rapido no hay tiempo para que ocurra este proceso, 

evitando asi Jos efectos nocivos como son desorgan1zacion y 

muerte ·celular (40, 441. 

2.- La selecc1on del embrion a descongElar debe de 

corresponder con los dlas postcalor de la receptora. 

3.- Una vez que se localiza el baston en el termo se 

verifica la informacion del bastan y las pajillas. 

4.- Las pajillas expuestas al nlvel de la boca del termo no 

deben de permanecer por mas de 3 segundos en este nivel. 

5.- Los gobellets de los bastones deben estar llenos con 

nitr~g··~ liquido para la manip~lacion de las pajillas. 
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Tdcnica de descongelacion 

Existen varios sistema;s para' la' d~sc~rig:e'lac-ión de embriones. 

Heyman l 1984 J recomienda d~sconge l~Ff~ aigua a 37 • C durante 15 
· .• - ~· ;;-: -., -. ' - - ., j,~'"f .• ~ 

minutos 

s_egundos 

mientras que Mapletófr...,~(19~7}Ji:c~5a a: 35"C durante 40 

en el aire. Sin emBargcifi'schneider y Mazur (1984) · ..... ·_-;:,; 

sugieren descongelar en un .bario de' agua a 2o·c por algunos 

segundos. Massip et al. (198'7 i~dic~n la descongelación a 

37'C en agua hasta que el hielo desaparezca. 

Otro método de descongelación utilizado recientemente en 

Brasil y México. es el de descongelar a temperatura ambiente 

hasta que desaparezca el hielo, obteniendose resultados desde 

un 30 a 40% de gestaciones. 

El siguiente método de de~congelación que reporta Peter Elsden 

es el mas utilizado en Estados Unidos y que actualmente se 

utiliza en México obteniendo un '70 ~ 80% de gestacion. 

Metodolog1a. 

1.- Se extrae la pajilla del baston correspondiente y se 

expone la pajilla al medio ambiente durante seis segundos con 

movimientos giratorios. 

2.- Se sumerge la pajilla al termo cafetero con agua a una 

temperatura de 37•c y aqu1 debe permanecer durante 20 

s_egundos. 

3.- Una vez transcurrido -e 1 tiempo indicado se extrae la 

pajilla del agua y se seca perfectamente con papel absorbente. 

4.- Se verifican por s~gunda ocasion Jos datos de las paJ1llas 

66 



para evitar errores y: para ·conf.irmar que es· realmente .el 

embrion necesario para la t::r.ansferenc:iá'. . . . • , 

5. -- En la platina .deLmicroscogi6 ,/~terediile:6•pid'6 ~e cio1oca la 

paJi l la y con ~6~;i~f~~~-º~·~:~1r·g~~;~;f~~}~e'ttit1€~~;l#r¡.~·e~#~i~n .. a 

l2x: La búsqueda previi;i d~liimb~fÓn :~·g t·a.. ~~Xi'i.i~o~'~·i eón 1 a 

:::::::::,.:· y:bi ::: y p:iíl:~~~~h~:lt~~¡¡g~ p:~::""::"":'. 
pajilla al momento de cortarla. 

ti.- Una vez que se halla localizado e-1 embrión se corta la 

paJ1lla al nivel de la mitad del algodón y después se corta la 

punta de la pajilla sugetandola de manera que no vibre y se 

pueda perder el embrión. 

7.- Para retirar el crioprotector de las estructuras 

embrionarias se utiliza un metodo estandar. que es. el remover 

el crioprotector gradualmente en diversos pasos. sumergiendo a 

los embriones en soluciones mas baJas de glicerol en cada 

paso. Si se sumerge un embrion directamente a una solución de 

PBS mas 10% de SFB. es afectado seriamente por el rapido 

intlujo del liquido. cuando este fue congelado en una solución 

de 1 a 2 molar de glicerol. Se utiliza para remover el 

glicerol un soluto no permeable (sacarosa). el cual es aftadido 

al medio para que el embrion se nutra progresivamente mientras 

el crioprotector deja al embriori. El uso de concentraciones.de 

sacarosa, ent,re 
0

0.25 y 1.08 molar ha siqo probado con exito. 

Dentro de los.métodos' de remocion del crioprotector el mas 
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comúnmente utilizado es el convencional de cuatro pasos, 

que consiste en colocar los medios .. para descongelar en una 

caja mult1weldish en orden coÍl~e¿ut1vo': 
el erribt1onf~: la .pajilla 

-··· . - q·,-· .• 
al medio de Para que dec1enda 

descongelación, se coloca ·1a :·p~t'Ata de la pajilla en la 

superf1c1e del medio numero 1 y s·e introduce el estilete por 

la parte superior de la pajilla para que corra junto con el 

algodon restante y se vac1e el medio de la pajilla. 

Se remueve el glicerol de la siguiente manera: en un medio de 

PBS + 10% SFB con 6.0% de glicerol y 0.3 molar de sacarosa 

durante 5 minutos como primer paso: enseguida se sumerge en 

medio de PBS + 10% SFB con .3.0% de glicerol y 0.3 molar de 

sacarosa por cinco minutos: posteriormente en medio de PBS + 

10% SFB y 0.3 molar de sacarosa y permanece otros cinco 

minitos y finalmente cinco minutos eri el medio de PBS + 10% 

SFB. 

8.- Una vez que el embrión se encuentre en el medio numero 1 

se puede evaluar, pero esta evaluación no es definitiva hasta 

que haya pasado por cada uno de los 4 medios y de haber 

transcurrido el tiempo necesario. se procede a la evaluación 

final y se empajilla el embrión con medio de PBS y 10% de SFB. 

Para la evaluación embrionaria, a la descongelación existen 

~arias técnicas que acontinuación se mencionan: 

lJ Midiendo el promedio de nutrientes. 

2) Por tinción. 
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3) Por fluorescencia. 

4) Evaluación morfológica a traves del microscopio. 

5J Por transferencia y esperar ,áL Dx d.e,gesta~:lón . 
. -... · -:'· 

Tiempo optimo para la eval uación;cie .. embi1C:ne·~: 
lJ Inmediatamente después de la d~sc6rig;Y~bióh. 
2 l Despues de remover e 1 crioprotector~~;é .. 

31 Despues de algunas horas de cul ti.vade)'. 
"' .,~. ; . 

• ·-·:oe~. ;- -· 

pract: 1 ca y se basa en ( Fot. 25 y .~Ó):.:cr~i·z ;: 
lJ Color: mas obscuro que el de/uri""eil{bri"(¿;¡{iTfresco 

~~ . . --~~"= ---=·~"-~º~ ~,!~T ,_;_:'.~., 
. - _,;,;:;{»~~·., ,:.:. de ce lulas muertas). 

. ·- .. _-,-, 

(incremento 

2J Tamarto: mas pequel'io sobre tod.a:· en la cavidad del 

blastocele. 

3) V1abilidad: material extruido mayor que . la masa del 

embrion. mayor inclusion vesicular, mayor dafto al citoplasma, 

por lo tanto hay dest.ruccion de organelos. 

4J Compactacion: Si se observa que las celulas permanecen 

sueltas y de forma redonda las membranas celulares· rueron 

destruidas. por lo tanto el porcentaje de fertilidad sera 

menor. 

5) Apariencia: Se compara a la apar1enc1a, antes de 

congelarse. 

6J Zona pelucida: No significa dal'io del embrion necesaria~en-

te. 
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Causas de 

1) 

2J 

inapropiados 

3.J Intervalo 

lno menor de 2 

4J Permanencia 

no mas de una horaÍ. a temperat~ra 

5J Cristalizacion ineficiente. 

6J Sellado de pajillas inadecuado~ 

7) Seleccion de 

macromoleculas mas 

bovino. 

moleculas 

y 

son 

fetal 

8J Mala programación en los rangos de temperatura en las 

maquinas cogeladoras. 

9J Mal funcionamiento de las maquinas congeladoras. 

10) Posicion inadecuada del embrion dentro de las paJillas. 

Causas desconocidas. 

ll Los embriones de ciertas donadoras. sobreviven mejor a la 

congelación que otros de diferentes donadoras. 

2) Embriones de calidad l y 2. algunas veces no sobreviven a 

la c<;>n~,' iacion. 

Una vez concluida )a evaluacion, se empaJilla el embrion en 

una pajilla de 0.25 mi. Montando la paJilla en una jeringa· 
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insullnica para pode~ introducir el medio y formar una serie 

de columnas. 

Medio Aire Medio Aire Medio Aire Medio Algodon 
+ 

Embrión 

Una vez empajillado el embrion, se revisa la pajilla en el 

microscopio estereoscopico a 12x y se busca el embrión, en la 

columna correspondiente. 

Una vez Ja pajilla con el embrión, se introduce en un 

aplicador para transferencia embrionaria, después se coloca 

una funda para transferencia y finalmente se protege con una 

camisa sanitaria. 

AJ transportar el aplicador de transferencia con el embrión, 

no se debe de agitar y se coloca debajo del brazo para 

conservar. Ja temperatura de 37"C. 

Lesiones causadas por la congelación y descongelación. 

Por ejemplo: Todos los blastocistos bovinos, congelados 

muestran algun dat;o al descongelarse, lesiones como 

vacualizacion de celulas. espacios extracelulares dilatados, 

restos celulares en el espacio perivitelino y aumento en el 

n~mero deº mitocondrias. asl como rupt~ra o pérdida de l~ zona 

pelúcida. Todas estas lesiones afectan significativamente la 

fertilidad <Esper. 1986). Estudios realizados por Elsden et 
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al .. (198:2J concluyen, que los,, embriones de mayor supervivencia 

son las mórulas. blai3t~'61~'1:6s jóvenes y maduros, por lo que es 
~·._:_ ·.· -

conveniente conge l,ar,. e11lhrJones de 6. 5 a 7. 5 •il as de edad. 
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betwei;n 

41:7. - U:sos 

:le : a -:?n 

:So vine 

!nv:;;-.st lqac ión 

SG.- Schneider,U . ..?.nd Mia::ar,F'.: Osmotic ccns~cuncGs 

cur~2ntrecommend~ti~ns ~~r ~ree:ing bovin8 embr~cs. !.n: 

F~oezing ~ammaliin c!mbr\1'c::s. Sho:··-:: 

:52. Sol ...;nr.J, R ~ Haly.!__.: 

Desarrollo ae embriones bovinos congelados v desconqelados. 
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