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RESUMEN

Elobjetivo de estetrabajo fue compararel método
de congelacion de transferencia directa que utiliza
etilenglicol como agente crioprotector conrespectoal
método convencional que emplea glicerol. Se em-
plearon 122 embriones de calidad excelentey buena
divididos en 2grupos: a) 64 embriones fueron conge-
lados en una solucién de PBS + etilenglicol 1,5 My
transferidos directamente luegode ladescongelacion
enreceptoras sincronizadas, b) 58 embriones fueron
congelados con el método convencional que utiliza
PBS +glicerol 1,36 M. Aladescongelacion se extrajo
el crioprotector utilizando una solucion de PBS +
sucrosa 1 My sequidode 3 lavados en PBS isoténico,
secargaron los embriones en pajuelas y se transfirie-
ron enreceptoras sincronizadas. Los resultados ob-
tenidos muestran que los porcentajes de gestacion
paraambos grupos no fueron significativamente dife-
rentes: 59,3 p.100 (38/64) y 54,4 p.100 (31/58)
respectivamente; tampoco se encontraron diferen-
cias significativas entre las diferentes etapas de
desarrollo embrionario: 60 p.100 (21/35)y 51 p.100
(15/29), 58 p.100 (17/29) y 55 p.100 (16/29) para
morulas y blastocistos del grupo etilenglicol y glicerol
respectivamente. Los resultados indican que la técni-
ca de transferencia directa con etilenglicol como
agente crioprotector ofrece similares resultados al
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método convencional perotiene laventaja ser rapido
y aplicable en condiciones de campo.

SUMMARY

The objetive of this paper was todetermineif the
faster method of thawing bovine embryos using
ethylene glycol as the cryoprotectant could produce
satisfactory results comparedtothe standard glycerol
method. Good and excellentquality day 7 morulas and
blastocysts (n=122) were divided in 2 groups. a)
embryos (n=64) were placeddirectlyintoaPBS +1.5
Methylene glycol freezing solution and after thawing
each embryo was transferred directly to one recipient
previously synchronized. b) embryos (n=58) were
placeddirectly into a PBS + 1.36 M glycerol solution.
After thawing glycerol was extracted by pipeting
embryos in a PBS + sucrose 1 M solution. Embryos
were then washed three times in isotonic PBS holding
medium, reloaded in 0.25 straws and transferred
each embryo to one synchronized recipient. Results
showed 59.3 p.cent (38/64) y 54.4 p.cent (31/58) for
group a) and b) respectiveley, and according to
embryo stage results indicated 60 p.cent (21/35) and
51 p.cent (15/29), 58 p.cent (17/29) and 55 p.cent
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(16/29) for morulas and blastocyst stages within
ethylene glycoland glycerol grouprespectively. Results
indicate that pregnancy rates for embryos frozen in
ethylene glycol are comparable to those frozen in
glycerol but have the advantage of a simple and fast
thawing procedure.

INTRODUCCION

Loscrioprotectores comoel glicerol y
el DMSO deben ser retirados de los
embriones antes de ser transferidos
(Jacokowsky et al., 1980; Schneider ef
al.,1983)yaque una vezen contactocon
el fluido uterino isotonico se produce una
sobrehidratacion que provocadafios ce-
lulares irreversibles con la consiguiente
muerte embrionaria. Es por esta razon
que el crioprotector debe ser extraido en
el laboratorio en varios pasos con con-
centraciones decrecientes lo que implica
un proceso largo y tedioso.

Una alternativa rapida y eficiente es
colocar los embriones directamente en
una solucion de PBS con sucrosa de
concentracion equimolar o levemente
menor a la del crioprotector para retirar
el mismo en un solo paso (Leibo, 1984).
Estaalternativa reduce en forma signifi-
cativael tiempo de extraccion del glicerol
con respecto al método convencional;
ademas permite observar la viabilidad
embrionaria a través de los procesos de
deshidratacion y rehidratacion que se
observaen losembrionesal colocarlosen
soluciones PBS-sucrosa y PBS isotonico
respectivamente. La desventaja de este
método es que es dificil manipular los
embriones en soluciones equimolares de
sucrosa ya que estos tienden a flotar
cerca de la superficie.

El método de un solo paso omite la
extraccion del agente crioprotector fuera
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de la pajuela ya que agrega en la misma
unmedio de dilucion conjuntamente con
el medio de congelacion separados am-
bos por columnas de aire. Originalmente
se describen dos metodologias (Leibo,
1984 y 1986, Renard et al, 1983) la
cuales difieren basicamente en la con-
centracion del medio de dilucion que
siempre es sucrosa siendo los porcenta-
jes de gestacion entre un 25 p.100 y 45
p.100. Otros investigadores modifican la
técnica colocando los embriones en una
mezcla de glicerol y sucrosa (Suzuki ef
al., 1990; Massip et al., 1984, 1987)
obteniendo resultados de 50 p.100 de
gestacion. Renard et al. (1982) incorpo-
ran otra variante al agregar una tercera
columna de PBS isotonico en la pajuela
ademas de las columnas de sucrosa y
glicerol. Con cualquier alternativa el
método de un solo paso ofrece grandes
ventajas desde el punto de vista practico
al extraer el agente crioprotector de una
forma rapida y sencilla. Sin embargo
esta metodologia no ha tenido mucha
aceptacion en la industria de la transfe-
rencia de embriones posiblemente porla
complejidad del proceso de ensamblaje
delas pajuelas o porla falta de resultados
consistentes.

Otra alternativa aun mas practica es
lautilizacion de crioprotectores como el
etilenglicol que poseen alto coeficiente
de permeabilidad celular de tal forma
queal colocarlos embriones descongela-
dosdirectamente enunasolucionde PBS
isotonica o implantdndolos inmediata-
mente no exista la expansion por
sobrehidratacion con posterior muerte
embrionaria que se observaen el caso del
glicerol o DMSO.

La posibilidad de estandarizar un
meétodo de criopreservacion que permita
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transferir los embriones congelados di-
rectamente a las receptoras luego de la
descongelacion se constituiria sin duda
alguna enun método de eleccion univer-
sal. Elobjetivo de este trabajo es compa-
rar la eficiencia del método de criopre-
servacion que incorporaetilenglicol como
agente crioprotector con respecto al me-
todo convencional que utiliza glicerol y
determinar si la etapa de desarrollo
embrionario tiene alguna influencia en
los porcentajes de gestacion.

MATERIAL Y METODOS

122 embriones de calidad excelente y
buena (Linder y Wright, 1983) fueron
congelados y descongelados segun dos
protocolos detrabajo en funciondelagente
crioprotectorutilizado: etilenglicol (EG)
(n=64), glicerol (G) (n=58).

PROTOCOLO DE CONGELACION CON
ETILENGLIcOL (EG)

1. Adicionde PBS-EG 1,5Mdirec-
tamente con 10 min. de equilibracién a
temperatura de laboratorio.

2. Incorporacionde losembrionesen
pajuelas de 0,25 ml de manera que quede
una columna central de PBS - EG sepa-
rada de dos columnas de PBS isotonicoa
traves de dos pequeiias columnas de aire.

3. Inmersionde las muestras directa-
mente a-7°C utilizando una congeladora
de embriones programable automadtica
con metanol como medio refrigerante.

4. Induccion manual de cristales de
hielo en el medio extra celular (seeding)
a -7°C manteniendo 10 min. a esa tem-
peratura para permitir el equilibrio de las
soluciones.

5. Descensodetemperaturaa0,3°C/
m hasta -30°C.

6. Inmersion en nitrogeno liquido.

7. Descongelacion en bafio maria a
30°C.

8. Transferencia no quirtrgica in-
mediata en receptoras sincronizadas.

PROTOCOLO DE CONGELACION CON
GLiceroL (G)

1. Adicionde PBS -G 1,36 M direc-
tamente con 15 min. de equilibracion a
temperatura de laboratorio.

2. Cargado de los embriones en
pajuelas de 0,25 ml formando una co-
lumna central de PBS - G con el embrion
separada por 2 columnas de aire y el
mismo medio de congelacion.

3. Inmersion directamente a -7°C.

4. Induccion manual de cristales de
hielo en el medio extra celular (seeding)
a-7°C manteniendo 10 min. a esa tempe-
ratura para permitir el equilibrio de las
soluciones.

5. Descensodetemperaturaa0,3°C/
m hasta -35°C.

6. Inmersionen nitrogeno liquido.

7. Descongelacion en el aire a tem-
peratura de laboratorio.

8. Extracciondel glicerol pipeteando
los embriones directamente a una solu-
cion de PBS - sucrosa 1 Molar durante
15 min.

9. Lavado en 3 bafos de PBS
isotonico.

10. Evaluacion embrionaria.

11. Incorporacion de embriones en
pajuelas.

12. Implante no quirurgico en recep-
toras sincronizadas.

Eldiagnostico de gestacion se realizo
mediante ultrasonografia en los dias 25,
40 y 56 post implante utilizando un eco-
grafo de modo B tiempo completo con
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Tabla I. Porcentajes de gestacion de embrio-
nes congelados con etilenglicol y glicerol .
(Pregnancy rates of frozen-thawed bovine embryosin
ethylene glycol and glycerol).

Crioprotector ~ Transferidos Gestados (p.100)
1,5Metienglicol 64 38 (59,3)2
1,36 M glicerol 58 3 (53,4)2
p>0,05

transductor lineal de 5 Mhz (Aloka SSD
500, Japon).

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se presen-
tan en la tabla I y tabla Il. El anélisis
estadistico se realizo mediante la prueba
de 2. No existieron diferencias signifi-
cativas en los porcentajes de gestacion
entre los grupos congelados con
etilenglicol y glicerol. Tampoco se en-
contraron diferencias entre las diferentes
etapas de desarrollo embrionario para
cada uno de los crioprotectores.

DISCUSION

Diversas comunicaciones demuestran
que el etilenglicol es un efectivo agente
crioprotector para embriones de rata,
raton (Miyamoto e Ishibashi, 1977, 1978)
y ovejas (Cocero et al., 1982; Tervit y
Goold, 1984). En términos generales,
cuando embriones que son congelados y
descongelados con crioprotectores con
bajos coeficientes de permeabilidad como
el glicerol o propilenglicol son colocados
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directamente en una solucion isotonica
se produce un dafio celular irreversible
debido al shock osmotico que se produce
como consecuencia del rapido pasaje de
agua hacia el interior de las células. Este
shockosmotico puede ser sensiblemente
reducido si se utilizan crioprotectores
conaltos coeficientes de permeabilidad .
Szelletal. (1989) comunicaron que para
embrionesbovinos y ovinosel etilenglicol
tiene un coeficiente de permeabilidad
mayor que el glicerol. Voelkel y Hu
(1992) encontraron que la viabilidad en
cultivo luego de la descongelacion fue
mayor para embriones congelados con
etilenglicol 1,5M y rehidratados direc-
tamente en Dulbecos PBS suplementado
con fraccion V de albumina bovina con
respecto a embriones congelados con
glicerol 1,4 M, DMSO 1,5 M o
propilenglicol 1,5 M. En este estudio se
obtuvoun 50p.100 de gestacion luego de
latransferenciadirecta de embriones con-
gelados con etilenglicol. Looney et al.,
(1995) comunicaron diferencias signifi-
cativas en los porcentajes de gestacion
entre embriones congelados conEG (43,9

Tabla IL Porcentajes de gestacion de embrio-
nes congelados con etilenglicol y glicerol
segun etapa de desarrollo embrionario.
(Pregnancy rates of of frozen-thawed bovine embryos
in ethylene glycol and glycerol according to embryo
stage).

Etapaembrionaria transferidos/gestados

EG G

Morulascompactas 35/21 (60)* 29/17 (58)2
Blastocistos 29/15 (51)* 29/16 (55)*

p=0,05
Las cifras entre paréntesis son porcentajes
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p.100) y G (57 p.100) y encontraron
variaciones importantes entre embriones
de diferentes donantes con resultados
que variaban desde 0 p.100 hasta 70
p.100 de gestacion. Dochi et al. (1995)
obtuvieron un 69 p.100 de gestacion
usando transferencia directa con
etilenglicol y no encontraron diferencias
entre diferentes etapas de desarrollo
embrionario.

En el presente estudio no existieron
diferencias significativas en los porcen-
tajes de gestacion entre embriones con-
gelados conetilenglicol y glicerol, resul-
tados que concuerdan con el estudio de
Voelkel y Hu (1992) y Dochi et al.
(1995). Tampoco existieron diferencias
importantes entre las distintas etapas de
desarrollo embrionario, datos que no con-
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