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Resumen

El Laboratorio de reproduccién, en la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad
Técnica de Cotopaxi consta de equipos con los cuales los alumnos realizan précticas bajo
la direccidn de un docente, siguiendo las normas establecidas dentro del laboratorio y
usando los equipos adecuadamente, transformando de esta manera la parte teoria

recibida en las aulas de clases en una aceptada realidad.

En el presente trabajo, el objetivo primordial es la elaboracién de un manual de
Crioconservacion de Embriones para animales domésticos , para el laboratorio antes

mencionado, para con esto tener un manejo confiable de los equipos.

El Primer Capitulo consta de la Introduccion, revisién literaria acerca de todo lo que

abarca la elaboracién de un manual para laboratorio

El Segundo Capitulo explica la metodologia usada para la elaboracién de los manuales el
sitio donde se usara el manual los recursos necesarios y las preguntas directrices

practica de laboratorio y anexos.

El tercer capitulo el manuales desarrollado para el buen uso de los equipos, de acuerdo
al esquema proporcionado por la direccién administrativa de la Universidad, las técnicas

para la crioconservacion de embriones.
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Abstract

The reproduction Laboratory in the Veterinary Medicine career at the Technical University
of Cotopaxi has equipment for practice under a teacher control and in accordance with the
established standards for proper use. The goal of this paper is to develop a manual for

embryo cryopreservation pets to be used within the lab in a trust full way.

The first chapter contains the introduction literature review about manual for lab
development. The second chapter explains the methodology used for the production of
manuals, their use places, the necessary resource and the main questions for the lab
practices and its annexes. The third chapter covers the manual itself with tips for using the

equipment properly according to the university regulations.
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INTRODUCCION

El manual presenta técnicas especificas, sefiala el procedimiento a seguir para lograr
el trabajo eficaz del estudiante dentro del laboratorio y tener las pautas necesarias
para desarrollarse adecuadamente y aplicar las normas necesarias para el
mantenimiento del laboratorio y para los resultados de las practicas sean eficaces y

de gran ayuda para el estudiante el docente y la Universidad.

El empleo de embriones congelados posibilita utilizar eficientemente donantes y receptoras;
incorporar progreso genético a bajo costo, comparando los valores del embrién y el de su
transporte frente a los animales en pie; transferir algunos embriones y conservar el resto
hasta poder analizar los registros de produccion de la descendencia; controlar
enfermedades exdticas, reemplazando la importacion de animales en pie por la de
embriones congelados libres de ellas; crear bancos de embriones de valor pecuario, entre
otras. Los registros de la Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones revelan que
mas del 50% de 500.000 embriones de bovino transferidos en los ultimos afios han sido

usados después de ser congelados y descongelados.

En la Universidad Técnica de Cotopaxi en el laboratorio de biotecnologia de la carrera de
Medicina Veterinaria no existen manuales de crioconservacion de embriones, el cual

permita aportar conocimientos a los estudiantes al momento de utilizar el laboratorio.

Los laboratorios no cuentan con investigacion bibliografica que requiere el alumno para

poder desarrollar sus destrezas y habilidades de acuerdo al tema de estudio.

El propdsito al realizar este manual es el de aportar a la universidad un manual adecuado
para el laboratorio de biotecnologia para la crioconservacion de embriones y al mismo
tiempo el obtener el titulo de médico veterinario realizando el manual con la ayuda del

docente tutor para que podamos alcanzar todos los objetivos planteados.
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LOS OBJETIVOS FUERON.

General
Se pretende Elaborar un manual de crioconservacion de embriones de mamiferos
domésticos que aporte como una guia de estudio para el laboratorio de biotecnologia de la

universidad Técnica de Cotopaxi.
Especificos

e Estructurar el contenido del manual de laboratorio para la crioconservacion de
embriones especificando el manejo del equipo, una técnica adecuada con los
materiales al alcance del estudiante y de la Universidad. Determinar caracteristica,

funcionamiento y técnicas del equipo.

e Observar mediante el manual el uso correcto del equipo y el comportamiento en el
laboratorio para el desarrollo de las practicas dictadas de parte de los docentes a
los estudiantes.

e Elaborar un plan de renovacién que permita determinar con criterio econémico la

vida éptima de un equipo.
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CAPITULO 1

1. REVISION DE LITERATURA

1.1. MANUALES
1.1.1. MANUAL DE FUNCION

Segun la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA (2012) especifica al

manual de funciones que:

Es un instrumento de trabajo que contiene el conjunto de normas y tareas que
desarrolla cada funcionario en sus actividades cotidianas y serd elaborado
técnicamente basados en los respectivos procedimientos, sistemas, normas y que
resumen el establecimiento de guias y orientaciones para desarrollar las rutinas o
labores cotidianas, sin interferir en las capacidades intelectuales, ni en la autonomia

propia e independencia mental o profesional. (p.1)(Alvarez,1996).
Segun ALPIZAR VILLEGAS 2008, albornoz (2011):

“Un manual de funcionamiento es el documento que contiene la descripcion y
operacion de actividades que deben seguirse paso a paso para la utilizacion de las
funciones, ya sea maquinas, equipos, implementos, que incluye ademas los factores
ambientales o unidades que intervienen precisando su proceso de operacion para
evitar accidentes dentro del entorno de trabajo para asi tener un correcto

funcionamiento de los equipos”. (p.5)

De acuerdo con VILLAROEL (2009) manifiesta que: el objetivo principal de Manual

de Procedimiento, Funcionamiento es:



“Proporcionar informacion que sirva de base para evaluar la eficiencia del
sistema en el cumplimiento de sus funciones especificas, una vez finalizada la

identificacion y desarrollo de cada uno de los procesos y procedimientos”. (p. 1)

1.1.2. LOS PRINCIPIOS GENERALES

ORGANIZACION DE LA NORMA ISO 17025.

La aplicacion de la norma ISO/IEC 17025:2000 titulada “Requisitos generales para la
competencia de laboratorio de calibracion y ensayo”, tiene como proposito indicar la
direccion que asegure la calidad del trabajo; en ella se establecen los criterios
generales para el funcionamiento de los laboratorios de ensayo, incluyendo identidad
legal, imparcialidad, independencia e integridad, competencia técnica, cooperacion y
obligaciones del laboratorio con sus usuarios. Esta norma facilita la cooperacion entre
laboratorios, asi como entre organismos, y apoya el intercambio de informacién y
experiencia (Moya, 2005)

Norma Internacional vigente ISO/IEC 17025:2000 "Requisitos generales para la
competencia de laboratorios de calibracion y ensayo", la cual asegura que se trabaje
en conformidad con las normas ISO.

Los aspectos a tener en cuenta fueron los planteados en la norma, tales como:

Los requisitos de gestidn, que abarcan: organizacion, sistema de gestion de la
calidad, control de la documentacion, revision de solicitudes, licitaciones y contratos,
subcontratacion de ensayos, adquisicion deservicios, reclamos, control de trabajos no
conformes, acciones preventivas y correctivas, control de registro, auditorias internas
y revisiones por la Direccion.

Los requisitos técnicos, que tienen en cuenta personal, instalaciones y condiciones
ambientales, métodos de calibracion y ensayo, validacion de métodos, equipos,
trazabilidad de las mediciones, manejo de muestras, manejo de los objetos de ensayo,

aseguramiento de la calidad de los resultados e informe de los resultados.



Todo esto permiti6 la elaboracion del manual de calidad, los manuales de
procedimientos y las instructivas correspondientes a utilizar en el trabajo diario.

a) Alcance

b) Referencia de Normas.

c) Términos y Definiciones.

d) Requisitos Administrativos.

e) Requisitos Técnicos.
Haciendo referencia a esta organizacion el alcance esta dado por el cumplimento de
los requerimientos solicitados en la norma, las referencia de las normas que se
utilizan en la realizacion de cada ensayo para que certifiquen un procedimiento del
mismo, los términos y definiciones usados deben estar completamente claros para el
usuario, los requisitos administrativos como el sistema de calidad, el control de
documentos entre otros estan enteramente ligados a los auditores que realicen la
certificacion.
Los puntos bases para obtener una acreditacion al momento de realizar la verificacion
por parte de los auditores siempre seran los Requisitos Administrativos dan enfoque
mas interdisciplinario referido a la parte econdmica, reparticion de cargos, manejo de

documentacion y los Requisitos Técnicos solicitados en la 17025:

1.2. TIPOS DE MANUALES

Los manuales son textos utilizados como medio para coordinar, registrar datos e
informaciéon en forma sistémica y organizada. También es el conjunto de
orientaciones o instrucciones con el fin de guiar o mejorar la eficacidad de las tareas a
realizar.

Pueden distinguirse los manuales de:



1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.

1.2.7.

1.2.8.

1.2.9.

1.2.10.

Organizacién: este tipo de manual resume el manejo de una empresa en
forma general. Indican la estructura, las funciones y roles que se cumplen
en cada area.

Departamental: dichos manuales, en cierta forma, legislan el modo en
que deben ser llevadas a cabo las actividades realizadas por el personal.
Las normas estan dirigidas al personal en forma diferencial segun el
departamento al que se pertenece y el rol que cumple

Politica: sin ser formalmente reglas en este manual se determinan y
regulan la actuacion y direccion de una empresa en particular.
Procedimientos: este manual determina cada uno de los pasos que deben
realizarse para emprender alguna actividad de manera correcta.

Técnicas: estos manuales explican minuciosamente como deben
realizarse tareas particulares, tal como lo indica su nombre, da cuenta de
las técnicas.

Bienvenida: su funcion es introducir brevemente la historia de la
empresa, desde su origen, hasta la actualidad. Incluyen sus objetivos y la
vision particular de la empresa. Es costumbre adjuntar en estos manuales
un duplicado del reglamento interno para poder acceder a los derechos y
obligaciones en el &mbito laboral.

Puesto: determinan especificamente cuales son las caracteristicas y
responsabilidades a las que se acceden en un puesto preciso

Multiple: estos manuales estan disefados para exponer distintas
cuestiones, como por ejemplo normas de la empresa, mas bien generales
o explicar la organizacion de la empresa, siempre expresandose en forma
clara.

Finanzas: tiene como finalidad verificar la administracion de todos los
bienes que pertenecen a la empresa. Esta responsabilidad esta a cargo del
tesorero y el controlador.

Sistema: debe ser producido en el momento que se va desarrollando el

sistema. Esta conformado por otro grupo de manuales



1.3.

a)

b)

c)

d)

1.2.11. Calidad: es entendido como una clase de manual que presenta las
politicas de la empresa en cuanto a la calidad del sistema. Puede estar
ligado a las actividades en forma sectorial o total de la organizacion

(Bruce Silver, 2004).

PASOS PARA ELABORAR UN MANUAL

Los pasos para hacer o elaborar un manual, de manera muy generalizada, para que los adaptes
a tus necesidades particulares:

Definir el tema: debes acotar el alcance o profundidad del manual, en el fondo lo que vas a
cubrir, para no extralimitarte o hacerlo demasiado breve

Relacionado con el punto 1, debes visualizar al lector objetivo al cual esta dirigido el manual,
para adaptar el lenguaje utilizado en el mismo y lo "técnico" de sus parrafos, a este lector o
usuario.

Define la estructura, en el fondo los temas a tratar, desde la introduccion hasta los tltimos
consejos (es comun una seccion de FAQs o troublesshooting como anexo).Directamente
relacionado a esto se encuentra la necesidad de definir el medio de difusion: en las versiones
impresas, en general se permiten pamafos mas extensos y detallados que en las guias o
manuales en linea, donde deberas ser mas conciso y al grano, para evitar esos largos scrolls para
bajar la pantalla.

Toma manuales de temas similares, para tomar ideas y afinar la estructura, antes de comenzar.
Redacta el manual, tomando en cuenta todo lo anterior, y luego pésalo a diferente personas que
se ajusten a tu publico objetivo, a ver si entienden bien el contenido, y toma sus

recomendaciones, para elaborar asi una version final (Villegas,2006)

1.4. CONTENIDOS DE UN MANUAL

1.4.1. Partes componentes de un manual
a) Los elementos que mas interesan dentro de los integrantes de un manual son

aquellos que seran objeto de consulta y que se encontraran ubicados en lo que

se denomina ‘“cuerpo Principal” funciones, normas, instrucciones,



procedimientos, lineamientos. Dependiendo estos temas del tipo de manual de
que se trate.

b) En primer lugar comenzara el texto con una seccion denominada “contenido”,
donde se enunciaran las partes o secciones integrantes del manual.
Esta seccion sera seguida de un “indice” en el que, al igual que todo texto, se
indicara el nimero de pagina en que se localiza cada titulo y subtitulo. Es un
indice numérico, cuyo ordenamiento respeta la secuencia con que se presentan
los temas en el manual.

c) Pero también puede existir un indice tematico, en el que los temas se
presentan ordenados alfabéticamente para facilitar su localizacion por este
medio. Por lo general, el indice tematico se ubica como ultima seccion del
manual.

d) La tercera seccion sera la “introduccion” en la que se explicara el proposito
del manual y se incluirdn aquellos comentarios que sirvan para proponer al
lector y clarificar contenidos en los capitulos siguientes.

e) La cuarta seccion contendra la “instrucciones para el uso del manual”. Esto
es, explicard de qué manera se logra ubicar un tema en el cuerpo principal a
efectos de una consulta, o bien en qué forma se actualizaran las piezas del
manual, dada la necesidad de revisiones y reemplazos de normas y medidas
que pierden vigencia o surgen nuevas necesidades a cubrir.

f) La quinta seccion es el “cuerpo principal”; es la parte mas importante y la verdadera

razon del manual(Cardenas,2001).

1.5. DESCRIPCION DE LOS COMPONENTES DEL MANUAL DE
PROCEDIMIENTOS

A continuacion se describen cada uno de los componentes del Manual de

Procedimientos.

1.5.1. PORTADA
a) Denominada también pasta o caratula.



b) Esta deberd contemplar:

c) Logotipo de la Secretaria representativo de la Institucion.

d) En la parte central superior anotar la denominacion del area mayor de la cual
depende la unidad administrativa que elabora el Manual.

e) En laparte central de la hoja se sefalara el titulo del documento y;

f) En el dngulo inferior derecho se incluira la fecha de elaboracion (mes y afio).

g) La portada no deberd llevar ningun adorno que sobresalga como son: lineas de

colores, fondo de color, etc., que rompa con la originalidad del documento.

1.5.2. INDICE

En éste rubro se debera describir la relacion que especifique de manera sintética y
ordenada, los capitulos o apartados que constituyen la estructura del manual, asi

como el nimero de hoja en que se encuentra ubicado cada uno de estos.

1.5.3. INTRODUCCION

Se refiere a la explicacion que se dirige al lector sobre el contenido del manual, de su
utilidad y de los fines y propositos que se pretenden cumplir a través de él.

En este apartado se sefialard en forma clara y concisa, los antecedentes principales de
la unidad responsable del manual, sus caracteristicas, ambito de accion y adscripcion,
sin profundizar en ellos. Asimismo, se debe mencionar con que estructura organica
(vigencia) se esta elaborando el manual. También se definirdn las técnicas de
difusion, implantacion y actualizacion del instrumento y los responsables de estas
actividades, asi mismo se describira la forma en que se encuentra estructurado el

documento con el proposito de lograr una mejor y mayor comprension del mismo.

1.5.4. OBJETIVO DEL MANUAL

Aqui se debe definir el proposito final que se persigue con la implantacion del

instrumento. La formulacion del objetivo debe ser breve, clara y precisa, atendiendo a



las siguientes indicaciones: iniciar con un verbo en infinitivo; sefalar el qué y para
qué servird el manual; evitar el uso de adjetivos calificativos, asi como subrayar

conceptos.

1.5.5. MARCO JURIDICO

Constituye el fundamento, legal que faculta a una determinada unidad administrativa
para establecer y operar mecanismos, procedimientos y sistemas administrativos con
la normatividad vigente, congruente con la naturaleza propia del manual en el 4mbito

de su competencia.

1.5.6. PROPOSITO

Es la condicion o resultado cuantificable que debe ser alcanzado y mantenido con la
aplicacion del procedimiento, y que refleja el valor o beneficio que obtiene el usuario.
El proposito debe redactarse en forma breve y concisa; se especificara los resultados
o condiciones que desean lograr, e iniciara con un verbo en infinitivo y, en lo posible,

se evitara utilizar gerundios y adjetivos calificativos.

1.5.7. DOCUMENTO DE REFERENCIA

Son aquellos documentos que son requeridos para poder llevar a cabo el
procedimiento, y que sirven para tener un mejor entendimiento del mismo o

completar su ejecucion.

1.5.8. REGISTROS

Documentos o elementos que serviran de evidencia de la relacion de nuestras
actividades. Se deben relacionar los formatos que sirven de evidencia, describiendo
brevemente su aplicacion, interpretacion y uso:

a) Registro: Se anotara el documento utilizado y generado en las actividades del

procedimiento.



b) Tiempo de conservacion: El lapso en que permanece vigente el registro.

c) Responsable de conservarlo: Persona o area sefialada en la descripcion del
procedimiento.

d) Codigo registro o identificacion unica: Es el codigo asignado al documento

utilizado o general en las actividades del procedimiento.

1.5.9. GLOSARIO

Consiste en la definicion de la terminologia técnica utilizada en el texto del
documento. El glosario, presentado por orden alfabético, proporciona elementos para
una adecuada comprension del mismo, facilitando su consulta, debera presentarse en

cada procedimiento.

1.5.10. ANEXOS

Documentos que nos sirven como complemento para la aplicacion del procedimiento,

y que se utilizan o generan durante las actividades del procedimiento (UNAM, 2004)



CAPITULO 11

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Introduccion

El Laboratorio de Control y Andlisis de Alimentos, perteneciente a la Carrera de
Ingenieria Agroindustrial de la Universidad Técnica De Cotopaxi, realiza pruebas
valorativas a los productos alimenticios, para realizar esto es necesario el uso de
equipos optimos y funcionales por lo que cada uno de los equipos mencionados en el
contexto del presente trabajo fueron sometidos a pruebas de funcionamiento mediante
la aplicacion de los mismos en practicas de laboratorio, las cuales sirvieron para

demostrar que estos equipos estan en perfectas condiciones.

2.2. Universidad Técnica de Cotopaxi
En Cotopaxi el anhelado suefio de tener una institucion de Educacion Superior se

alcanza el 24 de enero de 1995.

Grafico N° 1

[5] Mo sepsde most s mogen n et momeno

IMAGEN N° 3. UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
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2.2.1. Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
(U.A.CAREN)

La Universidad Técnica de Cotopaxi, en su afan de responder a las exigencias de una
eficiente formacion profesional en este caso concreto en el campo de las Ciencias
Agricolas, Veterinaria, Ambientales y de Ecoturismo, mediante la vinculacion del
proceso enseflanza aprendizaje al proceso productivo, se adquirieron dos haciendas,

donde funcionan los predios universitarios.

2.2.2. Ubicacidn politica geografica

Division Politica

Pais: Ecuador
Provincia: Cotopaxi
Canton: Latacunga
Parroquia: Eloy Alfaro
Sector: Salache

Situacion Geografica

Longitud: 78°37719,16” E
Latitud: 00°59747,68” N
Altitud: 2703,04 msnm

Condiciones Climaticas
Humedad relativa promedio: 59%
Temperatura maxima: 28 °C
Temperatura minima: 10 °C

Fuente: http://www.guiarte.com/destinos/america-del-sur/poblacion_ecuador .html
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2.3. Caracteristicas del area (Laboratorio)

Grdfico N2

CROQUIS DEL LABORATORIO

[£] No se puede moster & magen en ete moment

2.4. RECURSOS NECESARIOS

2.4.1. INSTITUCIONALES
e Universidad Técnica de Cotopaxi

2.4.2, TALENTO HUMANO
e Postulante: Gabriela Zambonino

e Tutor: Dr. Cristian Arcos
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2.4.3. RECURSOS TECNOLOGICOS

Computadora
Impresora
Flash memory
Copiadora

Internet

2.4.4. MATERIALES

2.5.

Hojas
Libros de referencia para la investigacion
Fichas o libros de campo

Utiles de oficina

METODOS Y TECNICAS

2.5.1. METODO DEDUCTIVO

Este método parte o estd enfocado para obtener las conclusiones de casos particulares,

modelos tedricos, la explicacion y abstraccion, antes de recoger datos empiricos,

hacer observaciones o emplear experimentos.

En la presente investigacion se utilizard el método para establecer una observacion

detallada de cada uno de los procesos con el fin de lograr resultados verdaderos en la

elaboracion del proyecto.

2.5.2. METODO INDUCTIVO

Induccion.- Es un modo de razonar que nos lleva:

13



a) De lo particular a lo general.
b) De una parte a un todo.

Se aplicara en la presente investigacion en la esquematizacion del equipo y la técnica

especifica, es decir, de los pasos necesarios para la utilizacion del equipo.

2.5.3. METODO ANALITICO

Es aquel método de investigacion que consiste en la desmembracion de un todo,
descomponiéndolo en sus partes o elementos para observar las causas, la naturaleza y
los efectos. Este método nos permite conocer mas del objeto de estudio, con lo cual se
puede: explicar, hacer analogias, comprender mejor su comportamiento y establecer

nuevas teorias.

En esta investigacion serd uno de los métodos que mas utilizaremos, después de
obtener datos del laboratorio, con esto podremos manejar de mejor manera la

investigacion.

2.5.4. TECNICA DE FICHAJE

El fichaje es una técnica auxiliar de todas las demds técnicas empleada en
investigacion cientifica; consiste en registrar los datos que se van obteniendo en los
instrumentos llamados fichas, las cuales, debidamente elaboradas y ordenadas
contienen la mayor parte de la informacion que se recopila en una investigacion por
lo cual constituye un valioso auxiliar en esa tarea, al ahorra mucho tiempo, espacio y
dinero. En esta investigacion aplicara en fichas técnicas de los equipos del

laboratorio.

2.6. METODOLOGIA
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En esta metodologia se realizard la revision bibliografica y recopilacion de
informacion la misma que sera util para realizar los manuales, se puede definir como

la descripcion, y la valoracion critica de los métodos de investigacion.

La metodologia es el instrumento que enlaza el sujeto con el objeto de la
investigacion, Sin la metodologia es casi imposible llegar a la l6gica que conduce al

conocimiento cientifico.

2.7. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.7.1. PREGUNTAS DIRECTRICES

(Como ayudard el MANUAL DE CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES DE
MAMIFEROS DOMESTICOS EN EL LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
DE LA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI, en el aprendizaje de los

estudiantes de la carrera De Medicina Veterinaria ?

El manual ayudara proporcionando informacion referente al tema, para los
estudiantes permitiendo ser un manual de gran ayuda para las précticas en el

laboratorio ya que se recopilo informacion de diferentes autores.

(Como beneficiara el manual al ofrecer informacion de los equipos y la técnica en el
laboratorio para desarrollar de las practicas didacticas por los estudiantes de la

Carrera de Medicina Veterinaria?

Sera de gran beneficio ya que se proporciona informacion del funcionamiento, vida
util de los equipos para el uso correcto del mismo e informacion clara de técnicas

para la coleccion, seleccion y criconservacion de embriones.

(Coémo beneficiard el manual de funcionamiento, técnica y mantenimiento del

equipo?
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El manual se recopilo informacion relevante de los equipos al usar en el laboratorio y

las técnicas mas utilizadas para la criconservacion.

(Permitird ayudar mediante los manuales a realizar las practicas con los estudiantes

de la carrera de Medicina Veterinaria?

Si servida y de gran ayuda ya que se proporciona informacion especifica de las
técnicas para cada especie domestica haciendo de este manual una herramienta para

el estudiante en el laboratorio.

2.8. PRACTICA DE CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES

Tema: Criconservacion de Embriones Bovinos

Fecha: 21 de Octubre del 2013

En esta practica se realizara la técnica de criconservacion de embriones con
muestras de bovinos, obtenidos del camal de Saquisili los mismos que fueron
observados y congelados utilizando los equipos que se encuentran instalados en el
Laboratorio de la Biotecnologia de Reproduccion de la Universidad Técnica de

Cotopaxi.

2.8.1. Marco tedrico:
La criopreservacion de embriones se ha transformado en una practica importante
dentro de los métodos de reproduccion asistida en diversas especies animales
Objetivos:

2.8.2. Objetivo General:
e (Crio conservar embriones bovinos.
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2.8.3. Objetivos Especificos:

Conservar los embriones a temperaturas adecuada.
Preservar embriones bovinos aplicando la técnica de criconservacion para el

mejoramiento genético.

2.8.4. Materiales:

Jeringas de Sml

Tubos de ensayo

Cajas de petri

Pipetas

Pajuelas

Tapones (sealingplugs) for 0.25 cc

Embriones de bovinos frescos — liquido folicular

2.8.5. Equipos:

Centrifuga
Cryologic 5000

Tanque de nitrogeno liquido con sus canaletas

2.8.6. Reactivos- soluciones:

Etilenglicol

Nitrogeno liquido

2.8.7. Procedimiento:

1.

Primero se recolecta los embriones en el camal ya que deben estar frescos
hay que mantenerlos en una solucion (suero fisioldégico) a temperatura
corporal.

Después hay que transportarlos hacia el laboratorio.

Una vez en el laboratorio limpiar y retirar los tejidos que rodean al ovario para
facilitar el proceso de recoleccion de ovocitos.

Para recolectar el liquido folicular hay que hacerlo de los foliculos
secundarios y primarios mas no de los terciarios ya que aqui no
encontraremos ovocitos de buena calidad.; con el bisel hacia debajo de la

aguja introducir en el foliculo y extraer el liquido.
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5. Elliquido folicular extraido colocarlo en un tubo de ensayo por sus paredes.

6. Llevar el tubo de ensayo ya identificado hacia la centrifuga donde lo
programamos a 170 rpm durante 3 minutos.

7. Luego de la centrifugacion el sedimento (embriones) queda al fondo del tubo
de ensayo se pasa el contenido a una caja de petri se observa al microscopio

para poder seleccionar de acuerdo a la calificacion Tipo A, B, C, D.

2.9. ANEXOS

Grafico 3 Extraccion de embriones I

Grafico 4. extraccion de embriones 11
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Grafico 6 Observacion de la muestra

Grafico 7 Ubicacion de las muestras
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CAPITULO 111

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
RECURSOS NATURALES

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

“MANUAL DE CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES DE MAMIFEROS
DOMESTICOS EN EL LABORATORIO DE LA BIOTECNOLOGIA DE
REPRODUCCION DE LA UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXIL.”

ELABORADO POR:

GABRIELA ZAMBONINO
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3. MANUAL

3.1. INTRODUCCION

El presente manual contiene la informacion bdsica necesaria acerca de la
criconservacion de embriones, aplicable al proceso para practicas en el laboratorio de
Biotecnologia la cual se emite con la finalidad de servir de orientacion y guia a los

estudiantes el momento de utilizar los equipos del laboratorio.

El laboratorio debera estar dotado de todos los equipos requeridos para proveer las
practicas de biotecnologia ofrecidas incluyendo toma de muestras, preparacion y

procesamiento, almacenamiento.

Justo al final del siglo XX e inicios del siglo XXI, la reproduccion animal, la biologia
celular y el mejoramiento genético han entrado a una nueva era, en la cual se tienen
las herramientas necesarias para una multiplicaciéon rdpida de animales, por la
implementacion de nuevas técnicas reproductivas como son: la produccion in vitro
(PIV) de embriones, multiplicacion de embriones por biparticion y clonacion, asi
como también el sexado de embriones y espermatozoides, sin desmeritar a las

técnicas viejas de inseminacion artificial y transferencia de embriones.

La PIV de embriones se puede utilizar especies de fauna silvestre en peligro de
extincion, dentro de programas de conservacion, en las que la aplicacion de técnicas
reproductivas in vivo es dificil, como es el caso de los canidos y felinos, que son muy
susceptibles al estrés por manejo.

La PIV de embriones requiere del desarrollo tecnologico en tres areas: maduracion de

ovocitos, fertilizacion y cultivo de los embriones in vitro.
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3.2. ANTECEDENTES

La produccion de embriones es de gran importancia, ya que es la forma més segura
de exportar e importar germoplasma. Ademas, los embriones son menos propensos
que el semen o los animales mismos a abrigar patdgenos. De esta manera se pueden
preservar genotipos completos (Rios, 2001). Otra ventaja de la produccion de
embriones es su incorporacion en esquemas de evaluacion genética y seleccion para
el mejoramiento genético, mediante el MOET, en donde se puede disminuir el
intervalo generacional y aumentar la intensidad de seleccion, por lo que el cambio
genético se puede incrementar sustancialmente (Lohuisetr al., 1993). Pero también
puede tener sus desventajas, principalmente en la evaluacion de efectos maternos, ya
que la donadora no cria a su propio descendencia, y por lo tanto el comportamiento
de la progenie no contribuye directamente a la prediccion de la habilidad materna.
También es importante sefalar que la habilidad materna de las hembras receptoras
puede enmascarar los efectos genéticos de la progenie y de la donadora. Con la
utilizacion de la PIV de embriones se ha encontrado la aparicion de un sindrome,
denominado el sindrome del becerro pesado, el cual parece estar asociado a la
inclusion de suero en el medio de cultivo, aunque se desconoce el componente activo

que lo causa (Rios, 2001).

3.2.1. Cultivo de Embriones
Existen 2 sistemas de cultivo de embriones: el sistema de cultivo in vivo y el sistema
de cultivo in vitro.

a) Cultivo in vivo de embriones. La utilizaciéon de oviductos de conejas como
un sistema de cultivo in vivo se ha visto que es efectivo para el desarrollo de

las primeras etapas de los embriones (Gordon y Lu, 1990; Sirardet al., 1985b).

También se han utilizado borregas en lugar de conejas, en las que también se

ha visto favorecido el desarrollo de los embriones (Eyestoneet al. 1987). En la
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borrega usualmente se introducen cientos de cigotos de bovinos dentro de un
oviducto ligado unas cuantas horas después de la ovulacion, la cual es
generalmente controlada por progestagenos y gonadotropina sérica de yegua
prefiada (PMSG, por sus siglas en inglés). La cantidad de embriones
recuperados es muy variable, y depende de factores del animal y experiencia

del técnico (Gordon y Lu, 1990).

b) Cultivo in vitro de embriones. Para replicar las condiciones naturales del
microambiente del oviducto, se han desarrollado dos sistemas para el cultivo
invitro de embriones, que son: la utilizacion de medios definidos para cultivo
de embriones (KSOM, CR1laa, CR2, TCM-199, CZB, SOF, USU, Ham F-10,
MenezoB, etc) y la utilizacion de co-cultivos. En este ltimo caso existen
diferentes tipos celulares: células de la granulosa, células epiteliales de
oviducto de bovino (BOEC, por sus siglas en inglés), y lineas celulares

establecidas (células Vero), etc. (Marquant-Leguienne y Humblot, 1998).

3.3. PREPARACION DEL LABORATORIO PARA REPRODUCCION

3.3.1. NORMAS DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE REPRODUCCION
Esterilidad y Limpieza

a) Toda la cristaleria, articulos de plastico y medios utilizados deben estar
estériles.

b) Hay que utilizar técnicas estériles cuando se manejen los medios.

c) Siempre hay que limpiar todas las superficies con un trapo o limpiador
empapado con etanol al 70%. Otros consejos ( “tips” )

d) La punta de la pipeta puede contener toxinas u otras substancias que
pueden inhibir el desarrollo de los embriones. Como precaucion, siempre

hay que llenar y vaciar la punta de la pipeta por lo menos una vez antes de
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usarse, especialmente antes de adicionar un nuevo medio o suero a una
microgota que contiene embriones.

e) Cuando se transfieran ovocitos o embriones de un medio a otro, hay que
transferirlos en tan poco medio como sea posible.

f) Las aperturas repetidas de la puerta de la incubadora provocan que la
temperatura en el frente de la incubadora fluctiie. Se recomienda colocar
los platos en el fondo de la incubadora para reducir la exposicion a

cambios de temperatura.

3.4. CARACTERISTICAS DE EQUIPOS

3.4.1. CRYOLOGIC 5500

Cryologic es una compafiia australiana enfocada en disefiar, desarrollar y
manufacturar instrumentos que combinan alto rendimiento, alta calidad y destacada

confiabilidad combinados con sencillez.

Cryologic tiene una politica de continuar desarrollando y actualizando sus productos
para asegurar que estos mantengan excelente tecnologia, practicos para el uso y

apropiados en un mundo cambiante en ciencia y tecnologia.

La compaiia fue establecida en 1985 y en la actualidad es una de las lideres en
manufactura de sistemas de Criopreservacion con redes de distribucion en mas de 80
paises. El éxito de Cryologic proviene de una mente innovadora, un compromiso con

la calidad y la excelencia y con el servicio al cliente.

Los sistemas del CONTROLADOR DE CONGELAMIENTO poseen una
velocidad controlada, los congeladores a base de nitrogeno estan disefados
precisamente para la Criopreservacion de especimenes biologicos. El sistema del
CONTROLADOR DE CONGELAMIENTO provee un método patentado y

confiable para la regulacion de temperatura y transferencia de calor durante el
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congelamiento de material bioldgico para largos periodos de preservacion y una

recuperacion viable.

Los usuarios seleccionan del rango de temperaturas controladas y de la crio camara
para configurar al sistema de forma que puedan obtener sus especificos

requerimientos.

Los sistemas del Controlador de Congelamiento poseen un disefio modular y sus

partes son intercambiables.

- Cada sistema consiste en un Controlador de Temperatura, una Crio Camara y
una Crio Tina.

- La Crio Camara permanece en contacto directo con el nitrégeno liquido en la
Crio Tina.

- La Crio Camara esta conectada con el Controlador de Temperatura, el cual
regula la temperatura de especimenes biologicos.

- Ninguna instalacion especial es requerida: los sistemas pueden ser

configurados rapidamente y empaquetados por el usuario.
Precision

- Su Unico disefio, permite que la temperatura sea mas precisa y verazmente
mantenida en términos econémicos.

- Menos consumo de nitrogeno liquido y energia.

- Minimos requerimientos de mantenimiento. Asi que lo minimo mantiene el

costo.
Seguro y silencioso
- No posee componentes magnéticos, ventiladores o valvulas con partes méviles
Opciones de energia

- Fuente de poder universal.
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- El sistema puede también ser usado para un determinado paquete de energia.

Facil de usar

- Simple de operar.

- Posee una interfase para el usuario para controlar todas las temperaturas.
Portatil

- Compacto y de liviano peso, faciles de mover de un lugar a otro y facil de

transportar.
Protocolos de temperatura

- Los protocolos de temperatura pueden ser pre-instalados en una tarjeta de
memoria interna.

- Los protocolos de temperatura pueden ser también desarrollados usando el
programa de CryoGenesis.

- Los protocolos incluyen un rango de temperatura, frecuencia y duracion. El
programa final puede ser manejado manualmente o automatico.
Siembra Manual

- El Sistema de Controlador de Congelamiento permite un acceso manual.

- Los especimenes pueden ser facilmente accesados levantando el asa, sin
exponerlos a fluctuaciones de temperatura.

- El centro conductor de la crio cdmara y el acople hermético entre los
especimenes y el centro asegura que el calor latente sea eficientemente

removido durante el proceso de nucleacion.

GRAFICO 8 Siembra manual
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GRAFICO 9 Operador Simple de Criologyc (Guandiach, 2003)

1 SIMPLE TO OPERATE
2 Main Display
Control Warning Indicators Cholice of displaying

Indicates Cryochamber Cryochamber temperature
temperature is different from or the amount of time the
the protocol set temperature protocol has clapsed

Selection of Individual
Protocols

Preset in the internal
memory chip

Advance or reverse
through the selections

~
/ EI Status Indications

7 Run - Temperature
Audible/Flashing protocol executing
Alarm Hold - Temperature
A push button to protocol holding at a
enable/disable the set temperature
warning buzzer

Int/PC Switch Reset
Selection between Resets & temperature
internal and external protocol to the start

protocol mode

Control para Indicador de Peligro: Indica que la temperatura de la crio camara
es diferente al protocolo establecido.
Pantalla Principal: escoja la visualizacion de la temperatura de la crio camara
o del tiempo del protocolo que ha transcurrido.
Seleccion de protocolos individuales, posee una tarjeta interna. Pudiendo
adelantar o retrocederd través de las selecciones.
Indicacion de Estado:

a. Ejecutando, temperatura del protocolo en ese rato ejecutandose.

b. En Espera, la temperatura del protocolo se mantiene en una

temperatura fija.

Reiniciar: reinicia la temperatura del protocolo para poder comenzar.
Interruptor: seleccionar entre el modo de protocolo interno o externo.

Alarma: boton para habilitar o deshabilitar el timbre de alarma.
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3.4.2. FREEZE CONTROL

GRAFICO 10 CriocamaraCriologyc(Guandiach, 2003)

La Crio — Camara es Unica

- El disefio cilindrico asegura una transferencia simétrica del calor de los
especimenes hacia el nitrogeno liquido.

- La temperatura del espécimen esta medido por un preciso sensor de platino
para la temperatura, el cual se encuentra en el centro.

- La temperatura es constantemente monitoreada y regulada para mantener la
temperatura del espécimen.

- La gran conductividad de los materiales usados en la crio — cdmara aseguran
un alto grado de precision en la uniformidad de la temperatura de cada
espécimen.

A. MEDIOS DE CRIOCONSERVACION

Medios para el Cultivo de Embriones
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En esta seccion se describen algunos medios definidos (KSOM, CR1aa, CR2) para el

cultivo de embriones. La utilizacion de co-cultivos con células de la granulosa se

explica en el Apéndice A.
KSOM

Es un medio utilizado para el cultivo in vitro de los embriones.

1.

Compre KSOM de un proveedor (disponible en Cell and Molecular
Technologies) y almacénelo congelado. Uselo con cautela después de la fecha
de caducidad proveida por el fabricante. Una vez descongelado, mantenga a

4°C por 2 semanas.

Para preparar una solucioén stock KSOM de 5 ml, adicione:
Seroalbumina bovina (SAB), AGELF- 15 mg (3.00 mg/ml)
Gentamicina (Solucion Stock 8A) - 2.5 ul (0.5 pl/ml)
Aminoacidos No esenciales (100X) - 50 ul

Aminoacidos esenciales (50X) - 100 ul

Filtre estérilmente el medio a través de una jeringa con filtro de 0.22 pm

dentro de un vaso de precipitado estéril de 10 ml. Uselo inmediatamente.

CRlaa

Este es un medio de cultivo alternativo para cultivo de embriones de bovino. La

patente de este medio de cultivo pertenece al laboratorio Infigen de los Estados

Unidos de América (http://www.infingen.com).

1.

Elabore la solucion stock CR1 (prepare en un matraz volumétrico de 100):
NaCl0.670 g

KC10.023 g

NaHCO03 0.220 g

Piruvato de Na 0.004 g

Glutamina 0.015 g

Lactato Hemi-Ca 0.055 g
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Adicione los primeros 5 ingredientes a una matraz volumétrico. Afiada agua (solo 90
ml). Disuelva totalmente los constituyentes y agregue el Lactato Hemi-Calcio. Luego
adicione el agua restante. Almacene hasta por 2 dias a 4°C.

Nota: Los constituyentes de este medio se pueden precipitar en la solucion. Para
minimizar las posibilidades de que esto ocurra, hay que cerciorarse de que todos los
constituyentes estén disueltos antes de afadir el Lactato Hemi-Calcio y utilizar
inmediatamente después de elaborado. Si un medio tiene una apariencia blanca o

nublosa, hay que descartarlo y comenzar de nuevo.

2. Para preparar el CR1aa, hay que adicionar los siguientes ingredientes a los
5 ml de la solucion stock CRI:
- Seroalbumina bovina (SAB), AGELF- 15 mg (3.00 mg/ml)
- Gentamicina (Solucion Stock 8A) - 2.5 ul (0.5 pl/ml)
- Aminoéacidos No esenciales, 100X - 50 ul
- Aminoéacidos esenciales 50X - 100 pl
Filtre estérilmente el medio a través de un filtro de jeringa de 0.22 pum dentro de un

vaso de precipitado estéril de 10 ml. Fresco usese inmediatamente o refrigérese.

Uso del medio CR1aa

1. El CRlaa debe ser hecho nuevo de una solucion stock CRI sacada del
refrigerador. No refrigere la porcion desrefrigerada sin utilizar.

2. Tipicamente, los embriones son cultivados en microgotas de 5 ml de CR1laa
cubiertas con aceite mineral (hay que utilizar aceite de Sigma probado con
embriones o aceite pre equilibrado con agua para permitir que los compuestos
embriotoxicos salgan del aceite). Para hacer las microgotas, pipetear 5 ml del
medio CR1aa dentro del fondo de una caja Petri (se pueden preparar mas de 9
gotas en una caja de petri de 150 mm).

Lentamente adicionar una capa del aceite mineral sobre las gotas y luego adicionar 45
ml de medio CR1aa a cada gota después de que el aceite ha sido adicionado. Pre

equilibrar las gotas por 2 h a 38.5 °C y 5% CO2 antes de adicionar los embriones.
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3. Adicionar cerca de 30 embriones a cada gota, comenzando de 8 al0 h después

de la fertilizacion. Los embriones deben ser lavados exhaustivamente en la

solucion HEPES-TALP antes de colocarlos en las gotas.

4. En el dia 5 después de la fertilizacion, adicionar 5 ml de suero fetal inactivado

con calor a cada gota. Los blastocistos se pueden encontrar después del dia 7

de fertilizacion.

CR2

Es un medio para cultivo de embriones mas sencillo, que

componentes a continuacion.

Receta para la preparacion de Medios TALP
Componentes Cantidades

NaCl 108.3 mM

KC12.9 mM

NaHCO3 24.9 mM

Lactato Hemi-Calcio 2.5 mM

Piruvato de Sodio 0.5 mM

Aminoécidos BME y Aminodacidos no esenciales MEM
Glicina 0.5 mM

Alanina 0.5 mM

Glutamina 1.0 mM

Glucosa 1.0 mM

Penicilina G 100 Ul/ml

Estreptomicina 100 pg/ml

Seroalbumina bovina o Suero fetal bovino 6 mg/

Tipo y concentracion de los compuestos crioprotectores.

s€ muestran sus
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Existen muchos alrededor del mundo, pero en general existen 2 categorias de
crioprotectores:
Tipos Caracteristicas Ejemplos
Intracelulares -Son de bajo peso molecular -Glicerol
- -DMSO
- -Son permeables al embrion -Etilenglicol
- -Propilenglicol
Extracelulares - Son de alto peso molecular
- Sucrosa(son azicares y proteinas)
- Seroalbumina bovina
- Acido hialurénico
- Polivinilpirrolidona(PVP)
- Son impermeables al embrion -Hidrosietilo de almidon (HES)
- Dextranos
- 1,2 propanadiol (PROH)

- Glucoproteinas de peces del antartico (congelan a -2.5°C)

Su efecto protector de los crioprotectores intracelulares se debe a factores como:

a) Reduccion del dafio por el efecto de la solucion y congelamiento intracelular;
b) disminucion de las temperaturas en las que ocurre el congelamiento
intracelular; y
c) estabilizacion del efecto sobre las membranas.
Se recomienda que un crioprotector intracelular tenga: alta solubilidad, baja toxicidad
en altas concentraciones y bajo peso molecular.
Crioprotector Peso molecular (gramos)
Etilenglicol (EG) 62.07
Propilenglicol (PG) 76.10
Dimetilsulfoxido (DMSO) 78.13
Glicerol 92.10
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(Adaptado de Gordon, 1994)

El mecanismo de accion de los crioprotectores extra celulares no se conoce, pero se
cree que protegen a las células en el poscongelamiento, estabilizando la membrana
celular.

Como regla, es mas factible que un embrion sobreviva a la criopreservacion cuando
se utiliza una combinacién de agentes crioprotectores que cuando se utiliza un solo

agente.

3.4..3.FLUJO DE VACiO CON PLACAS TERMICAS

El punto al vacio consistidé en realizar nosotros en el laboratorio un flujo de vacio
rudimentario ya que utilizando los siguientes materiales: un equipo de venoclisis,
equipo de venoclisis de latex bovino y la bomba de vacio, tubo de ensayo y una
jeringuilla 10 ml; nos permitié extraer el liquido folicular con presion de aire que
provoca el flujo de vacio de una manera rapida.

Permite extraer el liquido folicular de los ovarios de una manera rapida utilizando el
punto al vacio y aspirar los foliculos que tengan una dimensién de 2 a 8§ mm de
didmetro.

Este flujo de vacio aplicado para obtener la mayor cantidad de ovocitos constituidos

dentro del liquido folicular de los foliculos.

3.4.4.MICROSCOPIO CONTRASTE DE FASES

,Qué es el microscopio de contraste de fase?

El microscopio de contraste de fase (entre otros métodos mas modernos), permite
realizar examenes inmediatos y observar células vivas. La microscopia de contraste

de fase, fue desarrollada fundamentalmente por Zemike en 1932. Se basa
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fundamentalmente en el retraso que se produce en las ondas de luz al atravesar
objetos de distintos indices de refraccion, aprovechando y amplificando dichos

retrasos.

El microscopio de contraste de fase permite observar células sin colorear y resulta
especialmente util para células vivas. Este aprovecha las pequefias diferencias de los
indices de refraccion en las distintas partes de una célula y en distintas partes de una
muestra de tejido. La luz que pasa por regiones de mayor indice de refraccion
experimenta una deflexion y queda fuera de fase con respecto al haz principal de
ondas de luz que pasaron la muestra. Aparea otras longitudes de onda fuera de fase
por medio de una serie de anillos Opticos del objetivo y del condensador, anula la
amplitud de la porcion fuera de fase inicial del haz de luz y produce un contraste util
sobre la imagen. Las partes oscuras de la imagen corresponden a las porciones densas
del espécimen; las partes claras de la imagen corresponden a porciones menos densas.
Por lo tanto estos microscopios se utilizan para observar células vivas, tejidos vivos y

cortes semi-finos no coloreados.

Dos modificaciones del microscopio de fase son el microscopio de interferencia y el

microscopio de interferencia diferencial.

3.4.5. Constitucién del microscopio de contraste de fase
Fundamentalmente el microscopio de contraste de fase es un microscopio optico de

campo claro con algunas modificaciones, como objetivos y condensadores especiales.

GRAFICO 11 Microscopio con sus condensadores especiales (Guandiach, 2003)

[5] Mo sepusde most s imogen n et mormeno
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El condensador presenta un disco que proyecta un haz de luz con forma anular, y en
la lente de salida de los objetivos, se agregan unos “anillos de fase”, que son discos
transparentes con un disefio en relieve, cabe destacar que existen dos tipos diferentes
de anillos de fase, denominados positivo y negativo, los cuales tienen distintos

efectos sobre la luz y por lo tanto, las imagenes se ven diferentes en cada uno.

GRAFICO 12 Anillo de fase y condensador Disco de fase en un corte (Zernike F, 1966)

[] Mo e puede mostor i magen en e momento
[5] Mo sepusde moster s mogen n et momeno

En la figura superior se muestra la ubicacion del anillo de fase y el condensador
anular en el microscopio. Ademas en la de la derecha, se muestra un corte de un
objetivo, mostrando el disco de fase. Hay que considerar ademas que cada una de
estas parte no es unica, sino que existen varios juegos de condensadores y de

objetivos, dependiendo de la ocasion y el zoom que se necesite.
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GRAFICO 13 Fritz Zernike (1888-1966), 1a optica de microscopio de contraste de fase y un
microscopio moderno de contraste de fase. Se muestra una foto de Fritz Zernike (1888-1966) y el
disefio de un microscopio de contraste de fase (Gundlach, 2003); Locquin, M y Langeron, M.
1985).

[] Mo se puede mostor i magen en e momento

Ademas, existen distintas formas de discos de fase, positivos y negativos, los que
tienen distintos efectos sobre la luz difractada, haciendo que las imagenes se vean de

diferente manera dependiendo cual se use.

GRAFICO 14 Sistemas de contraste de fase positivo y negativo (Locquin, M y Langeron, M.
1985)
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Positive and Negative Phase Contrast Systems
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—

S
=P
- D
Phase
Plates

Negative

Aplicaciones

El microscopio de contraste de fase, debido a sus propiedades, se utiliza para
examenes inmediatos (o invivo), este tipo de microscopio ha desplazado en uso al de
campo claro. Cabe destacar como desventaja, el que los objetos se vean delimitados
por un halo o aura brillante alrededor en el caso del contraste de fase positivo, o por
una sombra en el caso del contraste negativo, defecto producido por la manera de que
se producen las imagenes. Aqui tenemos un ejemplo, varios paramecios

conjugandose.

GRAFICO 15 1magen de contraste positivo Gundlach, 2003y Imagen de contraste negativo Gundlach,

2003
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GRAFICO 16 Naegleriagrubert- trofozito visto con microscopio de contraste de fasesGundlach,
2003

3.4.6.ESTEREOMICROSCOPIO

El estéreo microscopio, o también conocido como lupa binocular, es un instrumento
optico que produce una imagen aumentada del objeto que se observa a través de ella.
La lupa binocular forma una imagen de un tamafio aproximado de entre 20 y 40 veces
mayor que el objeto que estamos observando. Este instrumento permite visualizar
muestras opacas, tridimensionales y sin ningun tipo de preparacion (minerales,
pequefios insectos, objetos pequefios, etc.) Este pequefio estéreo microscopio ha
estado disefiado para satisfacer todas las necesidades en ambito didactico o de

aficionado.

El estereomicroscopio debe manipularse siempre con cuidado evitando los
movimientos bruscos, golpes, caidas de objetos pesados o punzantes, evitar el

derrame de liquidos en su interior.

Para prevenir fuego o descargas eléctricas, evite los ambientes secos y polvorientos.

Si esto ocurre, desenchufar inmediatamente el equipo de la toma de corriente.
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Estos estereoscopios sirven para observar imagenes ampliadas de pequefios objetos
siendo la imagen creada estereoscopica, no invertida y conservando el color original

del objeto observado.

GRAFICO 17 Estereomicroscopio (Locquin M, 1985)

2. DESCRIPCION

. Oculares

. Mando de ajuste diéptrico

. Cabezal

. Mando de control de zoom

. Mando de control de enfoque

Base

. Pinzas

. Platina

. Interruptor de encendido y apagado

10. Interruptor de iluminacién incidente / ilu-
minacion transmitida / I[luminacién incidente
y transmitida

11. Iluminador incidente

O ONOU B WN =

e Base metalica muy estable

e Interruptor. Apagado/iluminacion incidente/ iluminacion reflejada.

¢ [luminacion: incidente y transmitida.
Incidente: haldgena 6V 15W con control de intensidad.
Transmitida: halogena 6V 12W con control de intensidad.

e Platina; de vidrio esmerilado de 95mm, de diametro para iluminacion
transmitida y de contraste blanco.

e Mandos de enfoque: bilaterales con sistema de enfoque por pifion y cremallera
con parada de seguridad al final del recorrido.

e Mandos del zoom: bilaterales
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e (Cabeza binocular: inclinado a 45°. Distancia interpupilar ajustable.

Especificaciones opticas
e Oculares
e Zoom: el zoom permite una adaptacion continua del aumento sin que
la imagen pierda nitidez. El mando del zoom modifica de forma
continua el factor de aumento de 1X a 4X. la distancia de trabajo
permanece invariable para todo el margen del zoom. Es operativo a

ambos lados, con total para focalidad y centrado.
Instalacion

e Coloque el estereomicroscopio sobre una mesa horizontal, plana y estable,
creando un espacio libre al menos de 30cm por cada lado. No coloque el
equipo e zonas proximas a fuentes de calor, ni lo exponga directamente a la
luz del sol.

e Evite en el lugar de trabajo productos inflamables o toxicos.
Eleccion de objetivos y oculares

La imagen observada pierde superficie y nitidez a medida que los aumentos son

superiores.

Este incremento de aumentos debe obtenerse mediante objetivos cada vez mas
potentes y no a partir de oculares de mayor aumento, ya que el ocular s6lo aumenta la
imagen dada por el objetivo (cuanto mas aumento tenga el ocular mayor es la pérdida

de nitidez, claridad y superficie que presenta la imagen).

Para las observaciones rutinarias utilice los oculares de menos aumentos con
objetivos mas potentes. Los oculares de gran aumento se reservaran para casos
particulares, teniendo presente el hecho de que disminuyen la definicion y no

incrementan la resolucion.
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3.5. INSTRUMENTOS PARA RECOLECTAR Y MANEJAR EMBRIONES

Uno de los aspectos claves para una PIV de embriones exitosa es la velocidad a la
cual se realiza cada paso. La exposicion de los ovocitos y embriones por periodos
prolongados al aire a temperatura ambiente es detrimental para el desarrollo del
embrion. La eficiencia en captar y manipular ovocitos y embriones es una actividad
importante a aprender. Antes de comenzar la PIV por primera vez, se debe practicar
con el instrumental hasta estar familiarizados con su uso.

Son varios los aparatos de diferentes laboratorios que se utilizan en la recoleccion y
manejo de embriones, pero son tres los que tienen un uso amplio: Un micro
dispensador y la micro pipeta “wiretrol”, producidos por Drummond, asi como la
micro pipeta capilar “unopette”, que es de Becton Dickinson. Se pueden obtener del
laboratorio Fisher. Ademas, se pueden utilizar articulos fabricados en el laboratorio a

partir de materiales como las pipetas Pasteur de vidrio estiradas.

GRAFICO 18

Algunos instrumentos usados para captar embriones y ovocitos. De izquierda a
derecha: 1) Una jeringa de 1 centimetro ctibico (cc) con una extension de tubo de hule
conectado a una micro pipeta capilar “unopette”, 2) Una micro pipeta “wiretrol” (de
Drummond Scientific), 3) Mismo articulo que en 1), pero sin la extension de tubo de
hule, y 4) Un micro dispensador Drummond de 5 pl.

Sugerencias en el uso de instrumentos para manipular ovocitos y embriones
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a. Mantenga las puntas estériles. Antes de comenzar, limpie el barril del
wiretrol o micro dispensador con etanol al 70%. Hay que asegurarse
de que el etanol se evapore antes de comenzar el procedimiento. Los
tubos capilares de la micro pipeta “wiretrol” y el micro dispensador
Drummond ya estan estériles cuando los surte el proveedor. Evite
contaminacion de la punta cuando la coloque en el micro dispensador.
No toque con los dedos o con otras cosas no estériles la porcion final
de trabajo de la punta. Si estd en duda su esterilidad, reemplace la
punta, ya que son baratas.

b. El aceite mineral puede ser un problema, ya que puede obscurecer el
campo, dificultando la habilidad para visualizar los embriones. Evite
regarlo alrededor de la gota de cultivo innecesariamente. Si el aceite es
transportado en la punta durante el movimiento de embriones dentro
de micro gotas, despeje el aceite agitdindolo gentilmente en un posillo
para medio vacio. Uno puede evitar succionar el aceite mineral dentro
del micro dispensador al asegurarse de que el embolo esta presionado
cuando se saca el micro dispensador de una micro gota después de que

un grupo de ovocitos o embriones ha sido colocado en ella.

c. Sies posible, trate de aprender a pipetear con una mano, para que la
otra mano pueda ser usada para controlar el plato. No es necesario para
todos mantener una mano libre, asi que se pueden utilizar las dos

manos si se trabaja mas comodo.

GRAFICO 19
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Uso de la micro pipeta “wiretrol” usando las dos manos (panel de la izquierda) o una

mano (panel de la derecha).

a) La micro pipeta capilar “unopette” estd disefiado para embonar sobre
una jeringa de 1 cc. Uno puede hacer una version mas sencilla de usar
de la micro pipeta capilar “unopette”, colocando una pequeiia pieza de
tubo de hule entre la jeringa y dicha micro pipeta. Este tubo puede
actuar como un bulbo para crear succiéon. Con la micro pipeta capilar
“unopette” modificada, mantenga el embolo en la marca de 0.1 cc,

para tener aire suficiente en el instrumento (Figura 6).

GRAFICO 20

Dos métodos para usar la punta de la micro pipeta capilar “unopette”.
El instrumento del panel izquierdo ha sido modificado para incluir una pieza de tubo
de hule entre la micro pipeta capilar “unopette” y la jeringa, para dar al técnico mayor

control sobre el volumen aspirado.
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b) Con la micro pipeta capilar “unopette”, hay que estar seguros de que
los embriones no han sido succionados mas alla de la porcion del tubo
capilar del instrumento, porque probablemente se perderan. Con la
micro pipeta “wiretrol”, hay que tener cuidado de no jalar el embolo
demasiado debido a que se puede salir mientras se recolectan ovocitos
o embriones (cuando se esta concentrado en recolectar embriones, es

facil olvidar cuanto volumen ha sido colectado).

¢) Cuando sea posible, no intente recolectar embriones bajo la influencia

del alcohol.

3.6. PRACTICA #1 COLECCION DE EMBRIONES

3.6.1. INTRODUCCION
La coleccion de embriones ofrece grandes ventajas para el mejoramiento genético de
los animales los cuales permitan el desarrollo tecnolégico en una produccion animal.

La implementacion de esta tecnologia permite acelerar la ganancia genética con la

contribucion de ambos sexos.
3.6.2. OBJETIVOS
- Conocer técnicas para la recoleccion de embriones.

- Determinar el momento adecuado para la coleccion.

- Desarrollar destrezas adecuadas para la coleccion de embriones
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GRAFICO 21

La superovulacion y transferencia de embriones permite incrementar
la tasa reproductiva de hembras de alto valor genético
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36.2.1. COLECCION DE EMBRIONES EN BOVINOS
3.6.2.1.1. Materiales:
¢ Dilatador de cervix de acero inoxidable
e Catéteres de diferentes grosores:
De 2 vias
De 3 vias
e Sondas de obtencion:
De caucho
De silicona
e Vainas sanitarias de [A
e Aislamiento de embriones:
Por decantacion
Por filtracion
e Posterior traslado a placas Petri de plastico
e Manipulacion embrionaria con diferentes utiles de plastico o de vidrio

¢ Introduccion en pajuelas de plastico para su congelacion o TE



Grifico 22 localizacion fisiologica de los embriones.
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Grafico 23 esquema de recoleccion

ESQUEMA DE LA RECOLECCION: INTRODUCCION DEL PBS CON JERING A

Bolsa con PBS
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LOCALIZACION FISIOLOGICA DE LOS EMBRIONES EN EL UTERO
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Grafico 24 Esquema de recoleccion.
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3.6.2.2.

MEDIO BASE (LAVADO)= PBS

ELABORACION DE MEDIOS

pH=7,3+0,4; OSMOLARIDAD = 285 - 300 miliosmoles/Kg.

COMPOSICION (D-PBS) para colectas:

1 L H20 (Bidestilada) 6 (Desionizada y Desmineralizada)

FCINA o, 8
FCIK oo 0,200
JCI12Ca(2H20) ..eeviiiiiiiin 0,1325
FPOAKH2 ... 0,200
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§CI2 Mg (6H20) ..o 0,100

FPO4ANa2H ........oooviiiiiiii 1,150
YPiruvatoNa ..o 0,36
FGIUCOSA. ..o e 1
yPenicilina / Estreptomicina......... 100ui/100mg
o Sulfato de Kanamicina............... 25mg/li.
YOTROS: *Suero Fetal.................. 1-2%
*OBSA 0,2%

3.6.3. COLECCION DE EMBRIONES EN OVINOS

La coleccion de embriones se realiza del dia 6 al 7 después de la aparicion del
servicio de monta en ovinos, por medio de lavados de los cuemos uterinos. En las
cebras se realiza el dia 7 u 8, ya que hay mayor porcentaje de blastocitos y el embrion

se encuentra dentro de la zona pelticida (baril, 1993).

La coleccion de embriones se puede ejecutar por distintos métodos: laparatomia,

laparoscopia y por via vaginal (Romano, 2002).

Laparotomia.- fue de las primeras técnicas utilizadas para la coleccion de embriones,
para llevar acabo es necesaria la anestesia del animal, después de tener la zona de
incision desinfectada se procede a hacer una incision de 8 a 10 cm sobre la linea alba
delante de la ubre y se exterioriza los cuernos uterinos y se evaltan los ovarios. Se
hace una puncioén en la base del cuerno uterino a nivel del ligamento intercornual
para introducir la sonsa folley (numero 8) en la luz uterina y se infla el globo para
evitar la salida del liquido, en el extremo opuesto cerca de la unidén utero-tubarica se

realiza otra puncion donde se coloca un catéter de 1-2 cm y se fija con un clamp
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vascular para obstruir la luz. Se inyecta el liquido de coleccion (40-50 ml de PBS a 37
°C ) en el extremo superior del cuerno y se colecta por el lado contrario, luego el
liquido se coloca en un tubo falcon y se introduce en bafio maria a 37°C . Después de
realizar el lavado de ambos cuernos se introduce una solucidon con antibidtico 81
millon de UI penicilina ) en la cavidad abdominal y se recomienda seguir con el

tratamiento por via sistémica por 3 dias .

TABLA 1

ESQUEMA 1.- SISTEMA DE SINCRONIZACION Y SUPEROVULACION CON FSH-P (280 mg -NIH-FSH-P (Folltropin-v)

Superovulacié Deteccién de
* 5 ml. de PGF2 « Estro.
Servicio
Dia de monta
1 |
0 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 2
v v v 1 2
am3ml 2ml iml 1ml ‘ ‘
pm3ml 2ml iml. 1ml Espera de 7 dias Cirugia
**x*( FSH) (Laparotomia)
Colocacién de Remocién
Esponjas. de

**(Sincronizacién) esponjas.
* Lutalyse
** 40 mg. de

Acetato de fluorogestona.

***  Folltropin V

3.6.4. COLECCION DE EMBRIONES EN CERDOS

El desarrollo de la tecnologia presente crece rapidamente. Actualmente se evaluan
diversos métodos quirirgicos, semi-quirirgicos y no quirdrgicos, a fin de definir el
método mas efectivo y practicable para la especie porcina. Que nos depara el futuro?
En la actualidad se obtienen, por lo general, tasas de concepcion de 60% y tasas de

sobre-vivencia de embriones de 60% en hembras gestantes.
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Eso significa, en resumen, que 35 a 40% de los embriones transferidos conducenal
nacimiento de lechones. Estos resultados dejan lugar a futuros perfeccionamientos y,
por de pronto, los criadores exigiran tasas de fertilidad superiores, para que la T.E. en
porcinos sea aplicada a escala mundial.

Seleccion de embriones para transferencia. Maduracién in vitro de ovocitos y
embriones. Sincronizacion del celo entre donadoras y receptoras. Transferencia de
embriones: Transferencia quirdrgica y no quirurgica, seleccion y preparacion de

receptores. Mantenimiento de la prefiez después de la transferencia embrionaria.

3.6.5. COLECCION DE EMBRIONES EN CAPRINOS

El objetivo del presente estudio fue el de evaluar que, si transfiriendo un embrion a
Cabras previamente servidas por monta natural, mostrarian mejores resultados de
fertilidad y prolificidad. Este trabajo se llevd a cabo en el Colegio Superior
Agropecuario del Estado de Guerrero, ubicado en el km 14.5 de la carretera Iguala-
Cocula, Gro. Se transfirieron embriones en estadio de morula y blastocisto, calidades
uno y dos, colectados el dia 6 post estro. Se utilizaron 5 donadoras y 38 receptoras.
Las receptoras fueron divididas en 3 grupos. Al grupo uno se asignaron 14 Cabras,
las cuales siguieron el protocolo rutinario de transferencia embrionaria, a las 24, 36,
48 y 60 horas después del retiro de la esponja, se les dio monta natural,
posteriormente, el dia 6 post estro les fue transferido un embrion por laparoscopia en
el cuerno uterino contrario al cuerno que mantenia el cuerpo luteo (monta mas un

embrion).

El grupo dos qued6 integrado por 8 hembras a las cuales se les transfirieron dos
embriones de acuerdo al protocolo de transferencia rutinario (dos embriones). El
tercer grupo fue integrado por 16 cabras, las cuales fueron sincronizadas solo para
monta natural (solo monta). La fertilidad fue de 71.4 %, 75.0 % y 81.2 % para los
grupos monta mas un embrion, dos embriones y solo monta, respectivamente, no

encontrandose diferencia estadisticamente significativa (P >0.05).
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3.6.6. COLECCION DE EMBRIONES EN CANINOS

Los embriones pueden extraerse de oviductos o uteros después de sacrificar a la
hembra o por la extraccion del aparato reproductor, o bien pueden recolectarse por

medios quirargicos o no quirurgicos del animal intacto.
Métodos quirurgicos.

Aunque hay diferencias menores en las técnicas aplicadas a cada especie, el método
basico para la recuperacion quirirgica de embriones es similar en todas las especies

(Bowen y Pineda 1991).

La recuperacion quirurgica de embriones se lleva a cabo mejor con la donadora bajo
anestesia general. Se hace una laparotomia y se exteriorizan ovarios y cuernos
uterinos para lavarlos a través de una incision en la linea media. Después de la
recuperacion de los embriones, el tracto reproductivo se vuelve a colocar en la
cavidad abdominal y la incision se cierra de manera estdndar (Bowen y Pineda

1991).

La mayor desventaja de los métodos quirtrgicos para la recuperacion de embriones es
la induccion casi inevitable de adherencias periovaricas, que pueden reducir la
fertilidad subsecuente. Ademas del riesgo que conlleva la anestesia general (Bowen y
Pineda 1991). Tsutsui y col (2000), utilizé perras donantes que fueron apareadas una
vez al dia, los dias 2 a 5 después de la ovulacion. Los dias 8 a 11 después de la
ovulacion (los dias 4-7 después de la copula), ambos oviductos y el cuerno uterino
fueron removidos quirtirgicamente bajo anestesia general. Los oviductos y los uteros
removidos fueron lavados para recobrar los embriones. Otros perros fueron
sometidos a laparotomia 10 o 11 dias después de la ovulacion (8 o 9 dias después de
la copula). Los cuernos uterinos fueron lavados hacia abajo. Con una aguja de 21G
conectada a una jeringa de 5 ml., fue introducida en la punta del cuerno uterino y 5

ml. de medio de lavados fueron inyectados hacia abajo (el método quirtrgico). El
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medio de lavado usado para la recuperacion de los embriones fue una solucion

Ringer suplementada con 20% de suero canino.
Métodos no quirurgicos.

Se ha utilizado una variedad de instrumentos para la recuperacion no quirurgica de
embriones; uno de los més exitosos es un catéter de Foley, que estd hecho de latex
flexible y tiene tres canales: uno para inflar el globo cerca de la punta del catéter y
dos para la afluencia y colecta del medio de lavado. Se maniobra con el catéter a
través del cérvix, el globo se infla 10 justo cerca de la bifurcacion uterina, y se
irrigan los cuernos uterinos por separado. Una vez que el cuerno estd irrigado, se

desinfla el globo y el catéter se coloca en el otro cuerno uterino.

El medio utilizado para irrigar alimenta a través del canal de afluencia del catéter por
flujo de gravedad de un recipiente suspendido, y el cuerno uterino se distiende hasta
que se vuelve turgente. Entonces se interrumpe la afluencia, se abre el canal de
desagiie y permite que el fluido acumulado drene hacia un cilindro de recoleccion. Se
han observado pocos efectos adversos en este tipo de recuperacion no quirurgica,
sobre la fertilidad de la donadora, después de varias recuperaciones no quirdrgicas

(Bowen y Pineda 1991).

Una desventaja importante de la recuperacion no quirurgica, es que los embriones que
se encuentran aun en el oviducto en el momento de la recoleccion no pueden ser

recolectados (Bowen y Pineda 1991).

3.6.7. COLECCION DE EMBRIONES EN CUYES

La criobiologia es el estudio de los procesos bioldgicos que ocurren durante la
exposicion a bajas temperaturas. Esta disciplina tiene sus fundamentos en principios
fisicos (temperatura y cambios de estado), quimicos (composicion de los
crioprotectores) y biologicos (diferencias entre células, tejidos o especies). El proceso

de criopreservacion de embriones, tejidos o células consiste en descender la
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temperatura fisiologica hasta temperaturas negativas (—196°C en el caso del nitrogeno
liquido). El descenso de la temperatura altera los procesos biologicos normales y hace
que el metabolismo sea mas lento y que las membranas celulares se contraigan,
poniendo en riesgo la integridad estructural de la célula. De esta forma, si la
congelacion no se produce en una forma controlada resultara en un deterioro
irreversible, e incompatible con la vida de la célula. En particular, existe una zona de
letalidad con temperaturas intermedias (—15 a —60°C) que la célula debe atravesar dos

veces (congelacion y descongelacion) durante el proceso.

La deshidratacion parcial de la célula es vital para evitar que el agua forme cristales
de hielo durante la congelacion. Por esta razén, se afiaden al medio de congelacion
soluciones crio protectoras.

La funcion de estos compuestos es desalojar el agua de la célula, evitando asi la
cristalizacion por el frio. Los crioprotectores son de variada estructura quimica y se
dividen en permeantes y no permeantes, dependiendo de su capacidad de atravesar la
membrana celular por difusion pasiva. Dentro del grupo de los permeantes se
encuentran el metanol, el glicerol, el dimetilsulféxido (DMSO) y el propilenglicol.
Como ejemplo de crioprotectores no permeantes tenemos a los azlicares (rafinosa y
sucrosa, en particular), la albumina bovina y distintos polimeros sintéticos como el
PVP, entre otros.

Los dafios de la congelaciéon se deben a dos tipos de procesos: (i) la formacion
intracelular de hielo y (ii) la concentracion elevada de solutos debido a la
precipitacion del agua en forma de hielo. El primer caso se da cuando la congelacion
se produce demasiado rapido, atrapando el agua dentro de la célula. El segundo tipo
de dafio se produce cuando la congelacion es demasiado lenta, 1o que expone a las
células a las altas concentraciones de soluto.

Cuando una soluciéon comienza su congelacion, se forman cristales de hielo y por lo
tanto la concentracion de la solucion (relacion entre moléculas de agua y moléculas

de soluto en solucidon) aumenta.
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3.6.8. COLECCION DE EMBRIONES EN CONE]JOS

El equipo de recoleccion de embriones es un grupo de técnicos capacitados para
proceder a operaciones de recoleccion, tratamiento y conservacion de
embriones/ovocitos. El equipo comprende por lo menos un profesional

experimentado.
Deberd reunir las siguientes condiciones:

a) Elequipo debe ser dirigido por un técnico profesional experimentado.

b) El técnico profesional es responsable de todas las actividades del equipo que
incluyen la inspeccion sanitaria de la colonia y del donante, la manipulacion y
cirugia de los donantes en condiciones sanitarias apropiadas y los
procedimientos de desinfeccion e higiene. El técnico profesional rendira
cuentas al veterinario de la institucion.

c) El veterinario de la institucion debera ser certificado o acreditado en el
cuidado de animales de laboratorio y contar con la autorizacidon expresa para
la recoleccion de embriones destinados a la exportacion. Es responsabilidad
del veterinario de la institucion asegurarse de que se apliquen los
procedimientos requeridos de tipificacion sanitaria del estado de la colonia. Es
responsable de certificar que los procedimientos de manipulacion de
embriones y las instalaciones de laboratorio son conformes a los requisitos
establecidos en el presente capitulo.

d) El personal del equipo debera estar debidamente adiestrado para aplicar las
técnicas y los principios de control de enfermedades y a utilizar técnicas
asépticas en la manipulacion de los embriones. El potencial zoondtico de los
agentes patdgenos especificos que afecten a las diversas especies de animales
de laboratorio debera identificarse y comprenderse a fin de evitar la

contaminacion de las colonias por medio de los vectores humanos y viceversa.
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¢)

2)
h)

3

k)

Se deberan respetar reglas de higiene estrictas para evitar la introduccion de
infecciones en los animales donantes, colonias, instalaciones y equipos.
Deberan tomarse disposiciones para impedir que el personal que entre en otras
instalaciones de cria de animales pueda tener libre acceso a las instalaciones
de recoleccion y manipulacion de embriones.

El equipo debera trabajar en instalaciones adecuadas y disponer del material
necesario para:

la recoleccion de embriones;

la manipulacion y tratamiento de embriones en un laboratorio fijo o moévil;

el almacenamiento de embriones.

El veterinario de la institucion debe velar por la conservacion de los registros
completos de los animales y embriones, incluidos los registros de recoleccion,
manipulaciéon y almacenamiento de embriones. De ser aplicable, se usaran
hojas de registro del tipo indicado en el Manual de la IETS2 para las especies
ganaderas, y se indicaran datos tales como la identificacion genotipica de los
donantes, la gradacion de la calidad embrionaria, el estadio morfologico. El
equipo de recoleccion de embriones debera llevar un registro de sus
actividades que conservara durante por lo menos los dos afios consecutivos a
la exportacion de los embriones para presentarlo a la Autoridad Veterinaria en
caso de inspeccion.

El equipo de recoleccion de embriones que participe en la exportacion de
embriones deberd estar autorizado por la Autoridad Competente y ser
inspeccionado periddicamente por un veterinario oficial para asegurarse de
que respeta las normas sanitarias durante la recoleccion, la manipulacion y la

conservacion de los embriones.
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3.7. PRACTICA #2 SELECCION DE EMBRIONES

3.7.1. INTRODUCCION

La produccién de embriones por las donantes y la transferencia a receptoras es el
trabajo basico de la transferencia de embriones. El manejo de las donantes para
maximizar la produccion de embriones y el de las receptoras para tenerlas
disponibles en el momento oportuno y para que tengan una buena fertilidad, forma
parte de las tareas mas importantes de la TE. La evolucion hacia un sistema de
manejo eficiente toma tiempo y paciencia y varia ligeramente de situacion en

situacion.
Donantes

El manejo de las donantes es uno de los puntos criticos. Si estas hembras no estan
reproductivamente bien y en un adecuado estado de balance nutricional el programa
puede fracasar antes de haber comenzado. Solo ocasionalmente se debera trabajar con
vacas que carezcan de una Optima historia reproductiva o que tengan algin problema
reproductivo determinado. Estos son casos especiales que no siempre se pueden
rechazar y en los cuales las probabilidades de éxito son menores. En tales casos se
debe prevenir al propietario sobre el mayor riesgo y el animal sera tratado en relacion

con el problema detectado.

3.7.2. OBJETIVOS

e Determinar los embriones viables .

e Seleccionar los embriones de acuerdo a sus caracteristicas.
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3.7.3. SELECCION DE EMBRIONES EN BOVINOS
Donantes

El manejo de las donantes es uno de los puntos criticos. Si estas hembras no estan
reproductivamente bien y en un adecuado estado de balance nutricional el programa
puede fracasar antes de haber comenzado. S6lo ocasionalmente se debera trabajar
con vacas que carezcan de una Optima historia reproductiva o que tengan algun
problema reproductivo determinado. Estos son casos especiales que no siempre se
pueden rechazar y en los cuales las probabilidades de éxito son menores. En tales
casos se debe prevenir al propietario sobre el mayor riesgo y el animal sera tratado

en relacion con el problema detectado.

El manejo de la donante debe comenzar bastante antes de entrar en el programa y en
esta etapa se debera cumplir con el propietario para que comprenda y aprecie coOmo
debe ser manejada la vaca y cual es su responsabilidad en ello. Por ejemplo, si la vaca
ira a un Centro de TE es importante sefalar al propietario la necesidad de establecer
un seguro para la misma como se hace con un toro cuando va a un Centro de IA. Si
la vaca tiene un ternero al pie, es conveniente que el mismo sea destetado o dejado
con una vaca ama. Esto es particularmente importante si la donante es trasladada a un
Centro de transferencia. No s6lo importa por la salud del ternero sino también para el
mejor rendimiento de la madre a quien, ademas del stress del cambio se suma el de la

lactancia y cuidados del ternero.

Muchas vacas ciclaran en forma irregular en los dos primeros meses posparto si estan
bien nutridas y luego comenzardn a ciclar mas regularmente. Otras no ciclaran
mientras tengan su ternero al pie aun estando bien nutridas y esto no constituye una

patologia sino que es una respuesta natural en los mamiferos.
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3.7.4. SELECCION DE EMBRIONES OVINOS

La clasificacion de los embriones se realiza en base a sus aspectos morfologicos y con 10a 40
aumentos. Una micro pipeta o una fina pipeta de vidrio permitird mover los embriones, para poder
observarlos desde distintos dngulos. Se debe observar la integridad de la membrana
peltcida y su esfericidad. El embrion debe tener un desarrollo acorde con el dia de colecta; se tolera
hasta un maximo de 24 horas de retraso (Figura2). Las células deben ser claras y de contorno
regular, siendo la opacidad signo de degeneracion. Se sugiere consultar la
Blastografia del desarrollo embrionario temprano enel bovino super ovulado
(Atlas Embrionario-IMV).En algunos embriones, se puede observar desprendimiento
parcial de células en el espacio perivitelino. Esta caracteristica es tolerable si el resto conforma
una masa celular uniforme y sin opacidad. Cuando los embriones son dudosos, se
recomienda realizar una segunda observacion a las dos horas. Este tipo de examen
morfologico no constitye un test absoluto de la viabilidad embrionaria. Sin embargo se
presentan diferencias significativas en la sobrevivencia embrionaria (Bari y col, 2003)
(Tabla 4) cuando se transfieren embriones de calidad regular respecto a la calidad
buena o excelente (Anexo 1). Esta diferencia es mayor cuando se procede a la

siembra de embriones que fueron congelados o vitrificados en nitrogeno liquido.

Tabla2

Tabla 4. Tasa de sobrevivencia de embriones de diferentes grados de calidad en ovinos de la
raza Scottish Blackface (Bari y col, 2003).

Grado Embriones Sobrevivencia

embrionario transferidos (n) embrionaria (%)
Grado 1 825 75.6a
Grado 2 550 73.8a
Grado 3 114 61.4b
Grado 4 24 37.5b

Valores con diferente letra son estadisticamente significativos (test X°; P< 0.05)

La tasa de sobrevivencia embrionaria no es afectada por el dia en que se realiza la
colecta embrionaria (dia 5 o 6 post estro). En los estadios embrionarios normales para
los dias correspondientes a su colecta (dia 5, moérula; dia 6, blastocisto) se presentan

valores similares de sobrevivencia embrionaria ovina (74%) (Bari y col, 2003). Sin
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embargo, blastocistos colectados en dia 5 tienen una alta sobrevivencia respecto a

morulas retardadas colectadas en dia 6

Tabla 3

3.7.5. SELECCION DE EMBRIONES PORCINOS

El proceso de seleccion comprende tres etapas, en cada una de ellas las cerditas que
no cumplan los requisitos son clasificadas como “No selectas” o de “oportunidad” y
no se destinan a re productoras. En la preseleccion las cerditas que tienen buena
morfologia, aceptable desarrollo, adecuado n° de tetinas funcionales, y estan libres de
faltas y anomalias al final de la etapa de lechoneras entraran a formar parte del lote

que pasa a recria como futuras reproductoras

La 2% preseleccion se debe hacer a los 140-150 dias de vida, deben ser pesadas para

determinar su GMD, que debe ser mayor de 600 gr/dia para que pasen a la siguiente
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fase. En la seleccion final el objetivo es obtener el n° preciso de nuliparas ciclicas
en los 40 dias siguientes, para lo que se necesitan que entren en esta fase de
estimulacion precoz el 125 % de nuliparas finalmente seleccionadas, ya que se
puede esperar que un 22% no ciclen en esta fase de estimulacion temprana y un 3%
de eliminaciones por otras causas Se recomienda que la induccion de la pubertad
comience cuando las cerdas tengan 160 dias de vida, y continue hasta que exhiban su

primer celo, o hasta los 190 dias de edad.

La mejor forma de realizar esta estimulacion es mediante contacto directo con el

verraco al menos 15 minutos al dia con un ratio nuliparas/verraco no mayor de 10

Cualquier cerdita que exhiba reflejo de inmovilidad entre los 160-190 dias es
seleccionada para el plantel de reproductoras. Si no es asi se considera de

oportunidad y es destinada a matadero

e -El 2° objetivo basico es la cubricion a un peso adecuado que no limite sus
rendimientos reproductivos posteriores. Se recomiendan pesos a la primera
cubricion mayores, de entre 135-150 kg

e -Por ultimo, el tercer objetivo es minimizar la acumulacion de dias no
productivos (DNP) en el lote de nuliparas. Para conseguirlo hay que ser muy
riguroso en la seleccion, estimulacion de la pubertad y en los pesos a la 1*

cubricion

3.7.6. SELECCION DE EMBRIONES CAPRINOS

La seleccion de embriones se realiza en base a sus aspectos morfologicos. Una fina
pipeta de vidrio permitira mover los embriones, para poder observarlos de distintos
angulos. Se debe observar la integridad de la membrana pelucida y su esfericidad. El
embrion debe tener un desarrollo acorde con el dia de colecta: se tolera hasta un

maximo de 48 horas de retraso en el dia 6to o 7mo, se debe descartar los embriones
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de menos de 32 células. Las células deben ser claras y de contorno regular, siendo la

opacidad signo de degeneracion.

En algunos embriones, se puede observar desprendimiento de células en el espacio
perivitelino. Esta caracteristica es tolerable si el resto conforma una masa celular
uniforme y sin opacidad. Cuando los embriones son dudosos, se recomienda realizar
una segunda observacion a las dos horas. Este tipo de examen morfoldogico no
constituye un test absoluto de la viabilidad embrionaria. Sin embargo se presenta
deferencias significativas en el porcentaje de prefiez cuando se transfieren embriones
de calidad media o mediocre respecto a la calidad buena o exelente . esta diferencia
es mayor cuando se procede a la siembra de embriones que fueron congelados en

nitrogeno liquido.

3.7.7. SELECCION DE EMBRIONES CANINOS

Cualquier técnica en la que se utilicen embriones, incluso la congelacion, implica

obviamente su evaluacion morfologica (Boggio 2002).

Las caracteristicas morfologicas de los embriones en sus diferentes estadios de
desarrollo, fue descrita por Linder y Wrigth (1983), tomando en cuenta esta
descripcion como base, Palma (2001) clasifica a los embriones bovinos de la

siguiente manera:

TABLA 4

Estado de desarrollo | Nimero de | Dias de desarrollo | Cracteristicas generales
blasté posfecundacion

Iz

Morula temprana 32-64 5 Blastémeras unidas, ocupan
casi todo el espacio
perivitelino.

Moérula compacta 32-64 6 Blastomeras unidas, ocupan
el 60-70% del espacio
perivitelino.

Blastocisto temprano 100-200 q Aparece el  blastocele

(cavidad) en el interior del
embrién, ocupa el 70-80%
del espacio perivitelino.
Blastocisto mis de 200 8 Diferenciacion evidente
entre trofoblasto y el macizo
celular interno. Ocupa la
mayor parte del espacio
perivitelino.

Blastocisto expandido 200-800 9 El didmetro del embrion
aumenta considerablemente,
se adelgaza la zona pelicida
a 1/3 de su espesor original.
Blastocisto eclosionado 200-800 10-11 Los embriones salen de la
zona pelicida, pueden tener
forma esférica y tiene un
blastocele bien definido o

RS
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La evaluacion de embriones después del proceso de criconservacion es una
herramienta importante para estimar si la técnica utilizada fue la adecuada. Los
aspectos importantes que se deben tener en cuenta son: forma del embrion, color,
textura del macizo celular, nimero y compactacion de las blastdmeras, extrusion
celular, si hay indicios de degeneracion (vesiculacion), presencia e integridad de la

zona pelucida (Palma 2001).

La supervivencia se puede evaluar a través del desarrollo de los embriones a estados
mas avanzados luego de un periodo de incubacion (24, 48 y 72 horas) en cultivo in

vitro, posterior a la criconservacion y calentamiento (Gordon 1994).

Otra técnica para la evaluacion de embriones es la tincion fluorescente y/o supravital
(Boggio 2002). Kaidi y col (2001) utilizaron un método de doble-tincion para
determinar las alteraciones de la membrana celular. Los dos colorantes eran 1)
Propidio Iodado (PI; Sigma), que es un marcador del acido nucleico que excluye las
células intactas; puede incorporarse solamente a las células con la integridad de la
membrana alterada (se ve de color rojo a luz ultravioleta; y 2) Bisbenzimida (BIS;
Hoechst 33342; Calbiochem), la cudl incorpora todas las células y altamente
especifico y cuantitativo para el DNA (se ve de color azul a luz ultravioleta). En
células con alteraciones de la membrana, la fluorescencia de la Bisbenzamida es
apagada por el Propidio lodado, que absorbe la energia y emite fluorescencia roja. La
doble tincidon es particularmente conveniente para determinar lesiones de la
membrana en células embrionaria.

Otro método para determinar viabilidad, es la evaluacion de la morfologia y calidad
del embrion luego de la vitrificacion y calentamiento. Esto indica que un embrion
que reexpanda y tenga una buena calidad luego de ser cultivado in vitro, serd
considerado viable (Gordon 1994). La Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones (IETS), ha establecido una pauta internacional para la clasificacion y la
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evaluacion de embriones por su calidad. En ésta se establece como calidad 1 los
embriones excelentes, calidad 2 para embriones buenos, calidad 3 para embriones

regulares y calidad 4 para embriones malos (Thibier 2000).

Palma (2001), describi6 la siguiente morfologia para la evaluacion de embriones:

TABLA 5

3.7.8. SELECCION DE EMBRIONES CUYES Y CONEJOS

Historicamente se han utilizado dos enfoques para la criopreservacion: (i) la
congelacion controlada y (ii) la vitrificacion (congelacion ultra-rapida). Existen
basicamente dos tipos de congelacion controlada, la congelacion lenta y la
congelacion rapida. En el sistema de congelacion lenta, la temperatura desciende
aproximadamente de 0,3 a 2°C por minuto en un medio con concentraciones bajas de
crioprotectores (por ejemplo, glicerol 1,5M) hasta —30 a —80°C.

De esta manera las células tienen tiempo suficiente para eliminar exceso de liquido
(deshidratarse) y equilibrarse con el medio (por eso se llama también método de
congelacion equilibrada).

Por el contrario, en los métodos de congelacion rapida (llamados “casi equilibrados™)
la congelacion ocurre mas rapidamente (aproximadamente 200°C por minuto) que el

tiempo requerido por las células para deshidratarse y equiparar la presion interna, por
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lo que existen mas riesgos de que se formen cristales de hielo en su interior. En
ambos métodos, el paso final serd guardar los contenedores (criotubos, ampollas o
pajuelas) en los tanques de nitrogeno liquido.

Por ultimo, el método de vitrificacion implica la formacion de vidrio en vez de
cristales de hielo, en el interior de las células. Durante este proceso el agua llega al
estado solido (vitreo) sin pasar por la formacion de cristales. Esto se logra por medio
de una congelacion ultra-rapida (>1000°C/min) y el uso de altas concentraciones de
crioprotectores. Las células son deshidratadas, antes de la congelacion, colocandolas
en altas concentraciones de un crioprotector (> 6M). Este método presenta la ventaja
de no tener que usar un sistema de congelacion controlado (pudiéndose transferir las
muestras directamente en nitrogeno liquido y sus vapores) y de no causar dafios a la
célula debido a que no se forman cristales de hielo. La unica desventaja es la posible
toxicidad del primer paso de deshidratacion en el medio crioprotector.

Para que las células no se vean afectadas, se debe controlar en forma muy precisa la

concentracion del medio crioprotector, la temperatura y el tiempo.

3.8. PRACTICA # 3 C RIDOCONSERVACION DE EMBRIONES

3.8.1. INTRODUCCION

Almacenamiento de embriones frescos.

Se han realizado pocos estudios con almacenamiento a corto plazo (1 a 2 dias) a
temperaturas de 0 a +10°C. A través de esta técnica se pueden evitar enfermedades,
ya que la zona pelucida se conserva intacta y de esta manera protege contra ciertos
virus. Durante el proceso de congelamiento-descongelamiento esta membrana se

puede romper ocasionalmente.

3.8.2. OBJETIVOS
e Proteger de los efectos del enfriamiento y congelacion

e Evitar la formacion de hielo intracelular
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e Proteger de los dafios toxicos de los crioprotectores tanto temperaturas bajas

como altas

Criopreservacion convencional
La criopreservacion es la preservacion de las células manteniéndolas a muy bajas
temperaturas, lo que constituye una serie de procesos fisico-quimicos de transporte
del agua y calor entre la célula y su medio. El aspecto mas importante es remover la
mayor parte del agua intracelular antes del congelamiento.
Existe una taza optima de enfriamiento para cada célula, y ésta depende de: tamaino
de la célula, relacion superficie-volumen, permeabilidad al agua y el coeficiente de
temperatura para esa permeabilidad.
Se ha demostrado que el embrion de bovino de calidad excelente puede tolerar 3
ciclos de congelamiento y descongelamiento, y todavia mantener desarrollo in vitro
(Vitaleet al., 1994).
Entre las ventajas de criopreservar embriones, estan: a) Pueden ser almacenados
indefinidamente, b) Pueden ser colectados todo el afio y transferidos durante la época
reproductiva, ¢) Pueden ser almacenados y transferidos cuando la receptora esté
disponible, d) Especies de animales en extincion pueden ser preservadas, €) La mitad
de los embriones pueden ser congelados y la otra mitad transferida, y f) Facilita el
transporte.
Entre las desventajas de criopreservar los embriones, estan: a) Requiere de un técnico
capacitado y la maquina congeladora es cara, b) Solamente embriones de alta calidad
son apropiados para congelacion y el resto de los otros embriones transferibles se
descartan o transfieren sin congelar, y ¢) Cercadel 5% de los embriones congelados-
descongelados son severamente dafiados.
Las principales variables responsables del éxito en la conservacion de embriones por
congelacion son:

1. Tipo y concentracion de los compuestos crioprotectores

2. Formacion de hielo

3. Ritmo de enfriamiento de —5 a =70 °C
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4. Temperaturas de conservacion
5. Ritmo de descongelacion de =70 a -5 °C
6. Grado de dilucion y temperatura
Tipo y concentraciéon de los compuestos crioprotectores. Existen muchos alrededor
del mundo, pero en general existen 2 categorias de crioprotectores:
Tipos Caracteristicas Ejemplos
Intracelulares -Son de bajo peso molecular -Glicerol
- DMSO
- Son permeables al embrion
- Etilenglicol
- Propilenglicol Extracelulares
- Son de alto peso molecular
- Sucrosa(son azlcares y proteinas)
- Seroalbumina bovina
- Acido hialurénico
- Polivinilpirrolidona(PVP)
- Son impermeables al embrion
- Hidrosietilo de almidon (HES)
- Dextranos
- 1,2 propanadiol (PROH)

- Glucoproteinas de peces del antartico (congelan a -2.5°C)

Su efecto protector de los crioprotectores intracelulares se debe a factores como:
a) Reduccion del dafio por el efecto de la solucion y congelamiento intracelular;
b) Disminuciéon de las temperaturas en las que ocurre el congelamiento
intracelular; y
c) Estabilizacion del efecto sobre las membranas. Se recomienda que un
crioprotectorintra celular tenga: alta solubilidad, baja toxicidad en altas

concentraciones y bajo peso molecular.
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3.8.3. INTRODUCCION:

Esta seccion de criopreservacion se tomo6 del manual de la Universidad Estatal de
Colorado (Seidel, 1988 a, b) y del libro de laboratorio para produccion de embriones
(Gordon, 1994).
El primer reporte exitoso de congelacion de embriones de mamiferos fue el de
Whittingham en 1971, en ratones, y a partir de aqui se han desarrollado diferentes
técnicas y métodos en animales de granja. En 1973, Willmut y Rowsonobtuvieron los
primeros nacimientos de embriones de bovino criopreservados pero con
supervivencia menor a 5%. A partir de ésto, el porcentaje de supervivencia de los
embriones criopreservados ha sido mejorado, a través de los siguientes factores:
calidad embrionaria, seleccion de la receptora, y sincronizaciéon de la receptora y
donadora. Con esto se han llegado a obtener porcentajes de prefiez de un 60% o hasta
superiores.
3.8.4. OBJETIVOS: Conocer los tipos y concentraciones de los
compuestos crioprotectores.

Materiales requeridos antes y durante el congelamiento

- Embriones para congelar

- Solucidn crioprotectora estéril

- Caja de Petri estéril

- Pipeta para captar los embriones

- Pajillas estériles

- Canastillas

- Cronometro

- Aparato para congelamiento

- Pinzas para el “seeding”

- Nitrogeno liquido

- Materiales requeridos en el descongelamiento

- Pajillas con embriones congelados

- Citodescongelador
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- Pinzas para tomar las pajillas

- Corta pajillas o tijeras

- Soluciones diluyentes estériles del crioprotector (solo si se hace dilucion del
glicerol)

- Caja de Petri estéril para remover crioprotector (solo si se hace dilucion del
glicerol)

- Pipeta para captar los embriones (solo si se hace dilucion del glicerol)

- Microscopio estereoscopico (solo si se hace dilucion del glicerol)

- Crondémetro (solo si se hace dilucion del glicerol)

3.8.5. Criopreservacion con glicerol

La siguiente técnica se ha trabajado con buenos resultados en la Universidad Estatal
de Colorado (Seidel,1988a) para congelar embriones de 6 a 8 dias de edad, los cuales
son colectados por procedimientos estandar. Utilice solamente embriones de buena a
excelente calidad. Si son embriones producidos in vitro ,utilizar blastocistos de 7 dias
de edad. La criopreservacion se debe realizar preferentemente de 3 a 5 horas de
recuperados los embriones. Todos los pasos (5) se deben realizar a la temperatura del
cuarto (37°C).

1) Se recomienda lavar los embriones con 3 a 4 cambios de una solucioén
que contiene solucion fosfatada buferada (PBS) + 0.4% de BSA (o 4
mg/kg) o 10% de suero inactivado con calor. Si los embriones se van a
exportar se requiere de 10 lavados. Este procedimiento se realiza para
diluir los contaminantes.

2) Coloque los embriones en una solucion de PBS + 10% de suero + 10%
de glicerol (o 1.4 molar) por 10 a 20 minutos (0.4% de BSA puede
reemplazar al suero al 10% para todos los pasos). Durante los primeros
30 segundos el embrion pierde de 40 a 60 % de su volumen.

3) Coloque los embriones en pajillas francesas etiquetadas de 0.25 o 0.5

cc. Las pajillas se deben de llenar de la siguiente manera: llene un
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4)

5)

1)

tercio de la pajilla con una columna de medio de congelacion, luego
aspire una burbuja de aire de 3 a 4 mm, después aspire otra columna
de medio de congelacion conteniendo al embrion. Aqui la pajilla estara
a un 70% de su capacidad. Luegoaspire otra burbuja de aire de 3 a 4
mm, y finalmente aspire una columna final de medio. Asi, que la
pajilla estard un 90% de llena cuando la punta se sella (se puede usar
calor o tapas). Colocar la pajilla dentro de la méquina congeladora con

el lado sellado con calor hacia abajo.

Baje la temperatura de las pajillas hasta -6 a -70C, disminuyendo la
temperatura de 2 a 4 oC por minuto. Bajarla mas rapido a -6 a -70C

probablemente no sea peligroso.

Sigue el “seeding”: toque las pajillas con una pinza hemostatica helada
en nitrogeno liquido, después de que las pajillas han estado a -6 a -70C
por 5 minutos, y déjelas de - 6 a -70C por 10 minutos adicionales. Baje
la temperatura de las pajillas a -30 oC a un ritmo de 0.5 oC por
minuto. Después de 2 a 3 minutos de que las pajillas hallan alcanzado

los -30 oC, sumérjalas dentro de nitrégeno liquido en 2 a 3 segundos.

Para descongelar las pajillas, sosténgalas al aire por 12 segundos si son pajillas de
0.25 cc o por 20 segundos si son pajillas de 0.5 cc, y luego transfiéralas a 37 oC por
15 a 20 segundos. Después del descongelamiento, realice los pasos que siguen a
temperatura del cuarto (37 a 39 °C).

El siguiente paso es la dilucion del crioprotector (glicerol), el cual puede ser

removido en 3 formas:

El viejo método estandar consiste en diluirlo en 6 pasos: Comenzando
con PBS + 10% suero + 8.3% de glicerol; pasos 2 al 6) disminuya el

glicerol en esta mezcla para los 5 pasos en el siguiente orden 6.7, 5,
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2)

3)

3.3, 1.7 y finalmente 0% de glicerol, permitiendo 6 a 7 minutos por

paso.

Dilucién en 4 pasos: utilice PBS + 10% de suero con 6% de glicerol +
10.3% (0.3 M) de sucrosa; el segundo, PBS + 10% desuero con 3% de
glicerol + 10.3% de sucrosa; el tercero, PBS + 10% de suero con
10.3% de sucrosa; y finalmente el cuarto, PBS +10% de suero sin
glicerol ni sucrosa. De nuevo, programe de 6 a 7 minutos para cada

paso.

Dilucion en 1 paso: El glicerol puede ser removido a en una solucion
de sucrosa 1.0 molar. Aunque, se cree que este tratamiento puede
resultar en dafios severos, especialmente con los embriones de pobre

calidad.

3.8.6. Criopreservacion con etilenglicol

Este procedimiento ha sido utilizado tanto para la congelacion de embriones

producidos in vivo como para los producidos in vitro.

1) Solo utilizar blastocistos del dia 7 y con el grado de calidad més alto (calidad

2) Suspenda el blastocisto en etilenglicol al 1.8 molar en PBS suplementado con

3)

10% de suero de novillo a 25°C y manténgalo por 10 minutos.

Cargue el blastocisto en la porcion media de una pajilla de 0.25 o 0.5 ml en
una pequefia porcion de medio de congelacion. Las pajillas se deben de llenar
de la siguiente manera: llene un tercio de la pajilla con una columna de medio
de congelacion, luego aspire una burbuja de aire de 3 a 4 mm, después aspire
otra columna de medio de congelacion conteniendo al embridn, aqui la pajilla
estard a un 70% de su capacidad, luego aspire otra burbuja de aire de 3 a 4
mm, y finalmente aspire una columna final de medio, de tal manera que la

pajilla esté¢ a un 90% de llena cuando la punta se sella (se puede usar calor o
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4)
5)

6)

tapas). Coloque la pajilla dentro de la maquina congeladora con el lado
sellado con calor hacia abajo.

Enftie las pajillas a -7°C, bajando la temperatura a 1°C por minuto.

A los -7°C realice el “seeding”, y mantenga la pajilla por 10 minutos a esa
temperatura, luego baje la temperatura a -30°C con una velocidad de 0.3°C
por minuto.

Sumerja la pajilla directamente al nitrégeno liquido para su almacenamiento.
Para el descongelado, mantenga la pajilla al aire por 6 segundos y pongala a
bafio maria a 35°C. Coloque la pajilla en el instrumento de transferencia de
embriones e inmediatamente transfiera el embrion a la receptora sincronizada
(saludable, grande, vaquilla madura o vaca joven en buena condicion). Tome
los cuidados necesarios para mantener la esterilidad requerida durante la

manipulacion de la pajilla.

Antes de aplicar el embrion, ponga una inyeccion epidural de lidocaina y también un

tranquilizante si quiere mayor comodidad durante el procedimiento. Identifique el

ovario que contiene el cuerpo liteo, pase el cérvix con la pistola de transferencia y

deposite el embrion en la porcion media del cuerno uterino del mismo lado del cuerpo

luteo. El descongelamiento y la transferencia de los embriones se deben realizar lo

mas pronto posible, de 2 a 5.

3.8.7. CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES BOVINOS

Medios para el Cultivo de Embriones

En esta seccion se describen algunos medios definidos (KSOM, CR1aa, CR2) para el

cultivo

de embriones. La utilizacién de co-cultivos con células de la granulosa se

explica en el Apéndice A.

KSOM

Es un medio utilizado para el cultivo in vitro de los embriones.
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. Compre KSOM de un proveedor (disponible en Cell and Molecular

Technologies) y almacénelo congelado. Uselo con cautela después de la fecha
de caducidad proveida por el fabricante. Una vez descongelado, mantenga a

4°C por 2 semanas.

. Para preparar una solucion stock KSOM de 5 ml, adicione:

Seroalbumina bovina (SAB), AGELF- 15 mg (3.00 mg/ml)
Gentamicina (Solucion Stock 8A) - 2.5 ul (0.5 pl/ml)
Aminoacidos No esenciales (100X) - 50 ul

Aminoacidos esenciales (50X) - 100 ul

Filtre estérilmente el medio a través de una jeringa con filtro de 0.22 pm
dentro de un vaso de precipitado estéril de 10 ml. Uselo inmediatamente.

CRlaa

Este es un medio de cultivo alternativo para cultivo de embriones de bovino. La

patente de este medio de cultivo pertenece al laboratorio Infigen de los Estados

Unidos de América .
1. Elabore la solucion stock CR1 (prepare en un matraz volumétrico de 100):
- NaCl0.670 g
- KC10.023 g

NaHCO03 0.220 g
Piruvato de Na 0.004 g
Glutamina 0.015 g
Lactato Hemi-Ca 0.055 g

Adicione los primeros 5 ingredientes a una matraz volumétrico. Afiada agua (solo 90

ml). Disuelva totalmente los constituyentes y agregue el Lactato Hemi-Calcio. Luego

adicione el agua restante. Almacene hasta por 2 dias a 4°C.

Nota: Los constituyentes de este medio se pueden precipitar en la solucion. Para

minimizar las posibilidades de que esto ocurra, hay que cerciorarse de que todos los

constituyentes estén disueltos antes de afiadir el Lactato Hemi-Calcio y utilizar
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inmediatamente después de elaborado. Si un medio tiene una apariencia blanca o
nublosa, hay que descartarlo y comenzar de nuevo.
2. Para preparar el CR1aa, hay que adicionar los siguientes ingredientes a los 5
ml de la solucion stock CRI:
- Seroalbumina bovina (SAB), AGELF- 15 mg (3.00 mg/ml)
- Gentamicina (Solucion Stock 8A) - 2.5 ul (0.5 pl/ml)
- Aminoéacidos No esenciales, 100X - 50 ul
- Aminodcidos esenciales 50X - 100 pl Filtre estérilmente el medio a través de
un filtro de jeringa de 0.22 um dentro de un vaso de precipitado estéril de 10

ml. Fresco usese inmediatamente o refrigérese.

3.8.8. CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES OVINOS Y CAPRINOS

Conservacion por enfriamiento a 5 °C

La posibilidad de conservacion de embriones facilita la difusion de material de alto valor genético
a nivel local o regional. Para un transporte a corta distancia, la refrigeracion a 5
°Cpermite su conservacion por 24 horas, en medio de cultivo (Ovum Culture
Medium). Lavelocidad de enfriamiento se realiza a razén de I °C por minuto. El
calentamiento de los embriones se realiza a 0.6 °C por minuto o bien se colocan
directamente a 37 °C en PBS enriquecido. Se examinan a la lupa, se seleccionan y se
siembran inmediatamente. El porcentaje de sobrevivencia varia entre el 35 al 48% (Bilton y Moore,
1976;Driancourt y col, 1988)

Conservacion por congelamiento en nitrogeno liquido

En animales domésticos, los primeros resultados se publican en la década del
70(Whittingham y col, 1972; Wilmut y Rowson, 1973). En 1976 se publicaron los
primeros trabajos en caprinos (Bilton y Moore, 1976) y en ovinos (Willadsen y col, 1976).Al
igual que el semen de estas especies, es posible realizar el congelamiento de sus
embriones y mantenerlos en nitrogeno liquido por periodos prolongados. Este método

de conservacion ha permitido la comercializacion internacional y por ende la difusion
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a nivel mundial del material genético. El procedimiento consiste en someter las células
embrionarias a la incorporacion de medios crioprotectores. Estos compuestos
(polialcoholes) son capaces de penetrar en las células por difusion simple y su
funcién es disminuir la formacion de los cristales de agua por medio del descenso del
punto de congelacion. El medio que contiene los embriones (extracelular) es més rico en agua que
el medio intracelular. Por lo tanto, al comienzo del congelamiento, la formacion de los
primeros cristales de hielo se produce en el medio extracelular, generando la salida de agua
intracelular hacia el exterior, por difusion, y disminuyendo la formacion de hielo
intracelular. Los tiempos y la velocidad del proceso de congelamiento determinan la futura
viabilidad del embrion.

Para ambas especies se ha determinado la mayor eficiencia de sobrevivencia embrionaria post
descongelamiento cuando se emplea etilenglicol, respecto al glicerol o
dimetilsulfésido(DMSO) (ovinos, Tervit y Goold, 1984; caprinos, Le Gal y col, 1993). Como
valores de referencia, es posible obtener porcentajes de prefiez entre el 39 al 55%
(Tervit y Goold, 1984;Hunton y col, 1985; Le Gal y col, 1993).La congelacion se realiza
con embriones de calidad excelente o muy buena, en estado de morula compacta o
blastocisto expandido (dia 6to o 7mo post estro). El estadio de blastocisto es mas
resistente al congelamiento, debido a que una parte de las células puede sufrir severos
dafos, pero sin que se limite su futuro desarrollo. La seleccion de los embriones antes
de su congelamiento es de vital importancia, debido a que su estado determina sus
posibilidades de sobrevivir a la descongelacion. Los blastocistos sin membrana
peltcida pueden ser congelados sin afectarse su sobrevivencia. Las limitantes en este
caso son de tipo sanitario. La conservacion de embriones en nitrogeno liquido puede llevarse a

cabo mediante la técnica de congelamiento o vitrificacion.

Técnica de congelamiento

Una vez recuperados los embriones, se seleccionan y colocan en bafios sucesivos de
10minutos en soluciones crecientes de etilenglicol (0.5 M, 1 M, 1.5 M) (Anexo 2) en
PBS con 20%de suero fetal bovino a temperatura ambiente. Durante este periodo se produce

encogimiento celular por pérdida de aguay lenta reexpansion por ingreso del
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crioprotector. Finalizada esta etapa, se colocardin en pajuelas de 0.25 cc. Es
importante rotular las pajuelas, indicando la hembra donante, raza, nimero de
embriones y fecha. Los embriones se acondicionaran en la pajuela con la solucion de 1.5 M
etilenglicol en PBS, separados hacia ambos extremos por un espacio de aire y una columna de PBS +
suero. A continuacion, se sella la pajuela con alcohol polivinilico. Renard y col. (1982)
presentaron la posibilidad de introducir dos camaras de sucrosa 0.25M en PBS en
ambos extremos de la pajuela, quedando los embriones en PBS + etilenglicol 1.5 Men
una camara central (separada de las anteriores por camaras de aire). Una vez descongelada la
pajuela, se agita para que se produzca la uniéon de las cdmaras. Los embriones no se
observan a la lupa, sino que todo el contenido de la pajuela se transfiere a la hembra receptora. Este
método es rapido y se logra una aceptable sobrevivencia embrionaria (55 a 65%)
(Tervit y Goold, 1984 ;Hunton y col, 1985; Heyman y col, 1987; Le Gal y col, 1993).Una vez
acondicionados los embriones, las pajuelas se disponen en el congelador programable
o bien se puede utilizar un congelamiento manual. Para éste es necesario disponer de
un cilindro de acero, donde se ubican las pajuelas y el sensor de un termémetro, unido
a un vastago agujereado (con barra en T) que permita graduar el descenso del conjunto en la boca
del termo de nitrogeno. El tiempo entre colecta e inicio del congelamiento no debe superar los 40
minutos. El descenso de temperatura se realiza a razén de 1 a 3 °C por minuto hasta -7
°C. A los 30segundos de permanencia en esta temperatura, se procede a realizar el
seeding (induccion a la cristalizacion). El seeding se realiza con una pinza enfiiada en nitrogeno
liquido, mediante contacto de 2 a 3 segundos sobre cada uno de los bordes de la fraccion
de aire situada por encima de la columna que contiene los embriones. Su funcion es inducir la
formacion temprana de cristales de hielo, de tal manera que la tasa de enfiiamiento es menor, las
células disponen de mas tiempo para deshidratarse y se minimiza el dafio celular (de la Vega y
Wilde, 1991).Posteriormente, la temperatura se mantiene a -7 °C durante 10 minutos
(tiempo de equilibramiento), al término de los cuales, se contintia el descenso térmico a razon de
0.3 °C por minuto hasta -35 °C. El tiempo de estabilizacién a -35 °C es de 15 minutos.
Luego, las pajuelas se transfieren al termo de nitrogeno liquido y se sumergen en este medio a -

196 °C
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3.8.9. Técnica de vitrificacion

Otra técnica de conservacion a bajas temperaturas es la vitrificacion
- . El principio fisico se basa en someter a los embriones a una alta concentracion de
crioprotector en muy bajos volimenes de solucion, de manera de evitar la formacion de
cristales de hielo. El procedimiento para la vitrificacion se realiza a temperatura
de laboratorio (25 °C), entres pasos sucesivos de inmersion de los embriones
en soluciones crecientes de glicerol yetilenglicol, en base de PBS con 20% de

suero fetal bovino (Traldi y col, 1999;

Martinez y col,2006). Brevemente: 1) Glicerol 10% durante 5 minutos, 2) Glicerol 10%
+ Etilenglicol 20%durante 5 minutos 'y 3) Glicerol 25% + Etilenglicol 25% durante 30 segundos
(Anexo 3). Acontinuacion los embriones son aspirados en tips con 1 1 de medio (2 embriones/tip) y
sumergidos en crio tubos con nitrogeno liquido (Gibbons y col, 2008; 2009). La
Desvitrificacion se realiza “al aire” a 37 °C durante 6 segundos. Inmediatamente los
embriones son colocados durante 5 minutos en una solucion de glicerol 12.5% + etilenglicol12.5%
+ sucrosa 0.5 M en base de PBS con 20% de suero fetal bovino. Posteriormente se
colocan a temperatura ambiente en dos soluciones de 0.5 M y 0.25 M de sucrosa (5
minutos por solucion). Por ultimo, los embriones son lavados 2 veces en PBS + suero
(2.5 minutos por solucion) (Gibbons y col, 2008) (Anexo 3). Mediante esta metodologia en
ovinos in vitro hemos obtenidos una tasa de protusion embrionaria del 50% para las morulas y
81.6% para los blastocistos (Gibbons ycol, 2008); yen caprinos,del 61% para
blastocistos (Gibbons y col,2009). En la especie ovina hemos obtenido una tasa de
sobrevivencia embrionaria del 42%(morulas) y 47% (blastocistos) y una tasa de prefiez del
50% para ambas edades embrionarias (2embriones/receptora) (Gibbons y col, 2010).
En caprinos, mediante la vitrificacion de blastocistos,hemos obtenido una tasa
de sobrevivencia embrionaria entre el 64 al 70% yun 24porcentaje de prefiez entre el 64 al
86% (2 embriones/receptora) (Traldi y col, 2009; Gibbonsycol, 2010). Esta técnica no

es recomendable para vitrificar moérulas caprinas debido a su baja eficiencia reproductiva.
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3.8.10. CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES PORCINOS

La crioconservacion es la técnica de conservacion de material genético que se aplica
manteniendo los embriones a menos de —130 °C [J punto donde el material
embrionario queda parado. Deberd ser reversible y que se mantenga la integridad
celular. La finalidad es la de separar en el tiempo la obtencion de los embriones y su
transferencia [| mantenimiento indefinido. Se dice que su viabilidad solo se afecta
por las radiaciones ambientales y, por lo tanto, se piensa que puede aguantar sin

problemas durante siglos.

El cultivo in vitro o in vivo no para el material embrionario y, por lo tanto, no permite

el mantenimiento indefinido.
La refrigeracion entre 0 y 4 °C permite mantener los embriones unas horas.

El primer nacimiento se hizo en el 1972 en raton. A partir de ahi, se han hecho en
otras especies. En el cerdo se hace en el 1989 porque es una especie dificil, ya que es

sensible a baja temperatura.

No es una técnica todavia efectiva del todo. Funciona muy bien en
rumiantes [ viabilidad de embrién crioconservado es muy parecido a la del embrion

fresco (50-60%). Pero no es siempre como el cerdo.

Como mas joven es el embrion, mas dificil es que supere la crioconservacion y, por
lo tanto, mas frecuentemente blastocisto. La excepcion se da en raton y conejo, ya

que todos los estadios son resistentes a crioconservacion.

3.8.11. ETAPAS DEL PROCESO DE CRIOCONSERVACION
Hay 6 etapas:

Embriones deben perder agua progresivamente. Ademas, también deben contactar
con sustancias crioprotectoras. Protegen estabilizando la membrana (Dimetilsulfoxido

(DMSO), glicerol). Ademas, también bajan el punto de congelacion del embrion.
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Enfriar el embrion asegurandote que el medio extracelular congela de forma

segura [ induccion de cristalizacion extracelular afadiendo cristales de hielo a —5/-

7°C.

Enfriar el embrion de forma lenta y progresiva a —0°2°C / minuto a —0’5 °C / minuto
con aparatos caros hasta —40 °C. Puede durar hasta 3 horas. Tienen una capacidad

limitada. En bovino, s6lo un embrion / pajita.

Se almacena a —196 °C en N2 liquido de forma indefinida. La temperatura de la fase
liquida es econdmica para tener bajas temperaturas porque es una forma facil de

tenerla.

Se debe descongelar cuando se quiere usar. La tasa de descongelacion depende
mucho de la temperatura a la que se parado el enfriamiento. Si se para a —80 °C, la
descongelacion debe ser lenta para que pueda recuperar su volumen de forma lenta y
progresiva. Si se para a —40°C, se sabe que hay muy pocos cristales pequeiios
intracelulares que no matan el embrion y se debe aplicar una descongelacion rapida
para que crezca por nucleacion y evitar que puedan crecer los cristales dentro del

embrion.

Se debe eliminar el crioprotector dentro del embrién. Hoy dia se estan descubriendo
procedimientos que rompen con el enfriamiento lento y progresivo. El método
convencional es de equilibrio. Los métodos de no equilibrio o vitrificacion exponen
los embriones a unas concentraciones de solutos tan altas que cuando se disminuye la
temperatura, la viscosidad es tan grande que no cuenta, sino que vitrifica hasta que

queda solido sin cristalizar [] las moléculas quedan paradas sin cristalizar.

Los cristales tienen las moléculas organizadas y no son transparentes. Se consigue
una solidificacion sin formar cristales. Permiten una alta viabilidad, incluso para

embriones muy sensibles a la manipulacion.

Permite pasar de temperatura ambiente a N2 liquido. Es un proceso muy rapido. La

viabilidad mas o menos es igual que la convencional.
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La solucion puede llegar a ser toxica.

3.8.12. CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES CANINOS

La crioconservacion posibilita almacenar embriones de una amplia variedad de
especies mamiferas sin que pierdan su capacidad de desarrollar y nacer vivos
(Cabodevila y Teruel 2001). El empleo de embriones congelados posibilita utilizar
eficientemente donantes y receptoras, incorporar progreso genético a bajo costo,
comparando los valores del embrion y el de su transporte frente a los animales en
pie, transferir algunos embriones y conservar el resto hasta poder analizar los
registros de produccion de la descendencia, controlar enfermedades exoticas,
reemplazando la importacion de animales vivos por la de embriones congelados libre

de ellas, crear bancos de embriones de alto valor genético, entre otros (Celestinos
2003).

Desde el punto de vista practico, la principal ventaja de la congelacion de embriones,
es que permite economizar y aumentar el rendimiento del uso de receptoras, aspecto
que significa la mayor inversién en la industria de la transferencia de embriones

(Boggio 2002).

Otra ventaja es que el trabajar con embriones congelados, la transferencia es
independiente del tiempo, no se necesitan sincronizar receptoras y ademas permite

controlar la época de partos (Boggio 2002).

Al conservar embriones a temperaturas extremadamente bajas (-196°C en nitrogeno
liquido) es posible detener casi por completo la actividad enzimatica intercelular,
respiracion celular, metabolismo, crecimiento, multiplicacion, etc., es decir, reducir
drasticamente la actividad fisiologica de la célula. Asi es posible almacenar
embriones durante un largo periodo sin afectar su viabilidad y sin causarles cambios

genéticos (Celestinos 2003). Leibo (1989) identifica cuatro etapas comunes a las
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diferentes técnicas: exposicion de los embriones a concentraciones molares de
agentes crioprotectores, enfriamiento desde temperaturas fisiologicas hasta
temperaturas lo suficientemente bajas como para causar un virtual cese de todas las
reacciones quimicas inducidas térmicamente, calentamiento desde la temperatura de

conservacion a temperaturas fisiologicas y finalmente, extraccion del crioprotector
(Cabodevila y Teruel 2001).

Desde 1972, considerables avances se han logrado en el estudio de muchos
mecanismos involucrados en la supervivencia del embrion al congelamiento y
descongelacion, estos estudios han incluido curvas de enfriamiento, temperaturas de
seeding e inmersidbn en nitrogeno liquido (N2L), tasas y temperaturas de
descongelacion, tipo, concentracion y métodos de exposicidbn a crioprotectores,
efectos toxicos, protectores, produccion de anormalidades cromosoémicas, induccion
de fusion de membrana celular, efectos de agregado de diferentes sustancias al medio

y electrolitos en la solucion de congelacion (Boggio 2002).

Entre otros factores se ha estudiado el potencial toxico de los materiales utilizados
(Schiewe y col 1986), métodos de observacion y/o evaluacion especiales (Massip y
Mulnard1980), maneras de mejorar la retencion embrionaria, influencia del genotipo
animal y estudios sobre volumetria, conductividad del agua y permeabilidad de los

embriones a diferentes sustancias, entre otros (Songsasen y col 1995).

Las técnicas de crioconservacion permiten conservar embriones por distintos periodos

dependiendo de las temperaturas que se utilicen (Cabodevila y Teruel 2001).

Refrigeracion: La refrigeracion es un método simple por medio del cual pueden
mantenerse embriones a temperaturas entre 0 y 4 °C durante 24 a 72 horas. La
refrigeracion de embriones se encuentra como un paso intermedio entre la
transferencia de embriones en fresco (recién recolectados) y conservados a -196 °C.

Es una técnica que permite detener el desarrollo embrionario y mantener la
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viabilidad embrionaria mediante un simple refrigerador con hielo y agua para regular

el descenso de la temperatura (Cabodevila y Teruel 2001).

La técnica se utiliza para transportar embriones cuando las receptoras se encuentran
distantes de las donantes y también para conservar embriones hasta que receptoras
asincronicas alcancen la sincronizacion adecuada. No obstante, a pesar de los buenos
resultados y de su sencillez, en la actualidad ha caido practicamente en desuso debido
a que la congelacion convencional se ha convertido en una técnica que si bien es mas
costosa, permite mantener laviabilidad embrionaria por tiempos ilimitados, con las

ventajas practicas que ello trae aparejado (Cabodevila y Teruel 2001).

La refrigeracion se efectia vehiculizando los embriones en PBS (Solucion Buffer
Fosfato) envasados en pajuelas de 0,25 ml y colocadas en un refrigerador (Celestinos

2003).

Congelacion estandar: En el método de congelacion estandar los embriones alcanzan
su equilibrio osmotico antes de comenzar el descenso de la temperatura y lo
mantienen durante el enfriamiento (Cabodevila y Teruel 2001). La exposicion de los
embriones al medio de congelacion (PBS mas glicerol) debe realizarse a temperatura
ambiente (20-22 °C), en un solo paso, de 10 a 30 minutos de duracion. Este periodo
incluye el envasado de los embriones en pajuelas plasticas. Esto permite realizar mas
rapidamente y con mayor precision la induccion de la cristalizacion o “seeding”. Las
pajuelas deben ser colocadas en un equipo de congelacion a -7 °C durante 5 minutos
para equilibrar la temperatura de las pajuelas con las del equipo; el seeding se realiza
poniendo en contacto la superficie de la pajuela con una placa metélica enfriada con
nitrégeno liquido; el agente refrigerante del equipo puede ser nitrogeno liquido,
alcohol o etanol enfriado por medio de un compresor. Una vez efectuado el seeding,
se mantiene la temperatura estable durante 10 minutos (periodo de estabilizacion) y
luego se desciende a una velocidad entre 0,1 y 0,5 hasta -30 6 -35 °C para establecer

un adecuado balance entre deshidratacion y formacion de hielo intracelular, en este
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momento las pajuelas pueden ser retiradas del equipo de congelacion y sumergidas
en nitrogeno liquido. La descongelacion se realiza de manera rapida, sumergiendo

las pajuelas en bano Maria a 30 6 35 °C durante 20-30 segundos (Celestinos 2003).

Congelacion rapida: Los embriones son deshidratados parcialmente como ocurre en
el método estandar, luego se les deshidrata nuevamente colocandose en una solucion
mixta de glicerol y sucrosa. Esta segunda deshidratacion, deja a los embriones en
condiciones de ser enfriados rapidamente. Las pajuelas son colocadas en el cuello del
termo de nitrogeno durante 5 minutos, posteriormente son sumergidas en el

nitrégeno liquido (Celestinos 2003).

Vitrificacion: La vitrificacion es un proceso fisico de solidificacion utilizado para
conservar Organos, tejidos y embriones (Celestinos 2003). Se efectia una
deshidratacion  parcial de los embriones sin que éstos alcancen su equilibrio
osmotico. Es un proceso termodinamico mediante el cual el fluido incrementa su
viscosidad durante el enfriamiento, adquiriendo las propiedades de un sélido. A
diferencia de lo que ocurre durante la congelacion, en la vitrificacion no se forman
cristales, sino que el fluido pasa a un estado so6lido no estructurado similar al vidrio
de donde la técnica toma su denominacion (Cabodevilay Teruel 2001).

La solucion vitrificante (SV) lleva incorporado crioprotectores en alta concentracion.
Todo el procedimiento desde el equilibrio hasta la inmersion en nitrogeno liquido no

requiere mas de 10 minutos (Celestinos 2003).

3.8.13. CRIOCONSERVACION DE EMBRIONES CUYES Y CONE]JOS

Como hemos mencionado, para preservar embriones en forma congelada se puede
utilizar la congelacion controlada y la vitrificacion. Todos los estadios de pre-
implantacion del embrion del cuy y la rata son aptos para una criopreservacion
utilizando una  gran  variedad de  crioprotectores, condiciones de

congelado/descongelado y contenedores. Sin embargo, el estadio de ocho células (dia
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3) es el momento de eleccion para muchos laboratorios, debido a su mayor resistencia
a la manipulacion. A modo de ejemplo, la eficiencia general del sistema, medida
como porcentaje de crias vivas sobre el total de embriones descongelados, oscila
entre 15% para la linea BALB/c y 50% para DBA/2.

Como ejemplos:

1. Método que utiliza pajuelas de plastico como contenedores, propilenglicol
(1,5 M) como crioprotector y congelacion lenta hasta —30°C (utilizado por el
FrozenEmbryo&Sperm  Archive(FESA), MRC MammalianGeneticsUnit,

Harwell, Inglaterra y el Institut Pasteur, Paris, Francia).

2. Método con pajuelas de plastico, glicerol (1,5 M) como crioprotector y
congelacion lenta hasta —40°C (utilizado por los Institutos Nacionales de la

Salud (NIH) de los Estados Unidos).

3. Método de vitrificacion en nitrogeno liquido en un medio concentrado de

glicerol y suero de albimina bovina (utilizado por los Institutos Nacionales de

la Salud (NIH) de los Estados Unidos).

85



4. CONCLUSIONES

Se concluye que al realizar este manual servird como herramienta importante de
trabajo en el laboratorio para el estudiante.

En este manual se ha recolectado informacion relevante acerca de los equipos y las
técnicas al utilizarse en el laboratorio.

Para comprender atin mas se realizo una practica de criconservacion de embriones en
el laboratorio de la Universidad técnica de Cotopaxi para satisfacer la informacion
del manual.

Este manual va hacer de gran ayuda en el laboratorio tanto para los estudiantes como

para la persona que realizo.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda tomar en cuenta las normas que se presentan para ingresar al
laboratorio y los cuidados necesarios de manipulacion de los equipos para que la vida
util de los mismo sea la adecuada.

Revisar informacion adicional acerca de las técnicas ya que con el tiempo se pueden
ir cambiando los protocolos para la crioconservacion de embriones.

Realizar més herramientas para la utilizacion de los equipos y técnicas a realizarse
en el laboratorio

Es indispensable realizar cuadros para registrar el ingreso del estudiante y el tiempo
de uso de los equipos ‘para tener un registro que a futuro sea de gran ayuda para el

laboratorio.
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7. ANEXOS

PLAN DE RENOVACION DE LOS EQUIPOS.

Laboratorio Propuesta Requerimiento Vida Util Renovacion
INFRAESTRUCTURA EQUIPOS

Laboratorio de
Biotecnologia de la
Reproduccion de la

Universidad Técnica de
Cotopaxi
(Medicina Veterinaria)

Adecuar el laboratorio
de biotecnologia, el
mismo que constara
del drea de
equipamiento, la zona
sucia, bafio y el
laboratorio donde se
realizar las practicas

EQUIPAMIENTO

Dotar al laboratorio
con los equipos
necesarios para la
realizacion de
procedimientos
académicos y de
investigacion

e Criology 5500

e Esteriomicroscopio

e Congelador

e  Microscopio de
contraste de fases

4 -6 Anos
6 — 7 Anos
4 -6 Afos
7 — 8 Anos

El Mantenimiento de estos
equipos debera ser realizado a los
3 afios para verificar el correcto
funcionamiento de los mismos,
caso contrario si presentan
alguna anomalia o mal
funcionamiento se solicitara al
técnico especialista la revision de
los equipos.
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