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Resumen:

Objetivo: comparar la tasa de sobrevi-
va post-descongelamiento de embriones
murinos en estadio de blastocisto luego
del haber sido congelados con diferentes
métodos: congelamiento lento o vitrifica-
cién y en ambas casos con y sin remo-
cién del fluido del blastocele.

Materiales y métodos: Se separaron
en dos grupos 139 blastocistos murinos
expandidos. A 86 se les evacué el liqui-
do del blastocele y a los 53 restantes se
los dejé intactos. En ambos grupos los
blastocistos se cultivaron por 24 hs o se
criopreservaron utilizando dos métodos
diferentes: congelamiento convencional
lento o vitrificacion.

Resultados: La evacuacién del blasto-
cele no afecta la sobrevida de los blasto-
cistos (grupo control cultivado 24 hs
luego de la remocién del blastocele,
100% vuelven a expandir). En aquellos
blastocistos que sufrieron remocién arti-
ficial del blastocele, la sobrevida post-
descongelamiento se beneficia cuando el
método de criopreservacion utilizado fue
el convencional lento (39% vs 9%); no
encontrdndose diferencia cuando se
vitrifica (73 %vs 75%).

Conclusiones: La vitrificacién es un
mejor método para criopreservar blasto-
cistos murinos que el congelamiento
convencional lento.

La liberacién mecdnica del liquido del
blastocele no mejora la tasa de sobrevida
de los embriones vitrificados.

La liberacién mecénica del liquido del
blastocele mejora la tasa de sobrevida de
los embriones congelados por el método
convencional lento.

Introduccién

La criopreservacién de embriones
humanos se ha convertido en un procedi-
miento de rutina para incrementar las
tasas de embarazo, evitar el riesgo de
embarazos multiples y para evitar la esti-
mulacién innecesaria en procedimientos
siguientes.

A pesar de las altas tasas de implanta-
cién y embarazo obtenidas luego de transfe-
rencias de blastocistos en fresco, la baja tasa
de sobrevida luego de su criopreservacion
reduce las posibilidades luego del descon-
gelamiento (Vanderzwalmen et al., 2002).

Los resultados del congelamiento de
blastocistos mediante un protocolo de
congelamiento lento (Menezo et al., 1992)
han sido variables, justificando la investi-
gacién de métodos alternativos (Kaufman
et al., 1995). Los blastocistos expandidos
tienen una cavidad central llena de fluido,
el blastocele, en el cual se pueden formar
cristales de hielo durante el congelamien-
to. Probablemente una inadecuada pene-
tracion de los crioprotectores o una velo-
cidad muy baja de congelamiento pro-
mueva esta formacién de hielo, dafiando
los embriones.

Recientemente Kuleshova y Lobata
(2002) han reportado que la vitrificacion

podria ser mds favorable que el congela-
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miento lento. La vitrificacién tiene como
ventajas que requiere solamente unos pocos
segundos congelar los embriones y que no
se produce cristalizacién intracelular.

La vitrificacién consiste en la solidifica-
ci6én de una solucién por enfriamiento
rapido, formdndose un estado vidrioso por
elevacién extrema de su viscosidad. Este
proceso se obtiene por el aumento de la
concentracién de los crioprotectores simul-
tdneamente con la velocidad de congela-
miento. Como consecuencia, los dafios fisi-
cos causados por la formacién de cristales
de hielo extracelulares como intracelulares
durante el proceso de congelamiento son
eliminados. De todos modos, la toxicidad
causada por las altas concentraciones de
crioprotector es un defecto de esta técni-
ca (Fahy et al., 1984; Rall et al., 1987).

El volumen de la solucién de vitrifica-
ci6n es minimizado lo que permite dismi-
nuir el tiempo de congelamiento. Estos
volimenes pequeilos se logran utilizando
diferentes elementos para almacenar los
embriones: the open pulled straw (Vajta et
al., 1998; Chen et al., 2000a,b; Hurtt et al.,
2000; Oberstein et al., 2001), the flexipet
denuding pipette (Liebermann et al.,
2002), micro-drops (Papis et al., 2000),
electrén microscopio copper grids (Hong
et al., 1999; Park et al., 2000), hemi-straw
system (Kuwayama and Kato, 2000;
Vandervorst et al., 2001; Vanderzwalmen
et al., 2003), nylon mesh (Matsumoto et
al., 2001) y cryoloop (Lane et al., 1999 a,b;
Oberstein et al., 2001; Yoeman et al., 2001)

Es probable que una inadecuada per-
miacién de los crioprotectores o una
velocidad muy baja de congelamiento pro-
mueva la formacién de hielo intracelular,
dafiando los embriones. La presencia del
blastocele podria influir en el potencial de
congelamiento. Vanderzwalmen et al.,
(2002) y Son et al., (2003) han reportado
un aumento en la tasa de sobrevida de los
blastocistos cuando el volumen del blasto-
cele es reducido de manera artificial para
disminuir la formacién de cristales inter-
nos a bajas temperaturas.

El objetivo principal de este trabajo
fue comparar la tasa de sobrevida post-
descongelamiento de embriones murinos
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en estadio de blastocisto luego del haber
sido congelados con diferentes métodos:
congelamiento lento o vitrificacién, y en
ambas casos con y sin remocion del flui-
do del blastocele.

Materiales y Métodos
Recoleccién de embriones

Se utilizaron para el estudio una cepa
de ratones F1 de BalbC. Las hembras fue-
ron superovuladas inyectando intraperi-
tonealmente 5 IU de gonadotrofina de
suero de yegua prefiada (PMSG), a las 48
horas se inyectaron con 5 IU de hCG.
Inmediatamente luego de la inyeccién de
hCG, se colocd una hembra dentro de una
jaula con un solo macho. Las hembras que
presentaron tapén vaginal, fueron sacrifi-
cadas por dislocacién cervical 36 horas
después de la inyeccion de hCG y los
embriones de dos células fueron recolecta-
dos de los oviductos en medio HTF hepes
(SAGE Biopharma) e incubados en medio
HTF (SAGE Biopharma) previamente incu-
bado a 37°C y equilibrado con 5% de CO2.

Cultivo in vitro

Se utilizaron embriones de ratén de 2
células y se cultivaron en microgotas de
40ul en medio HTF con 5% HSA (Sage
Biopharma) bajo aceite mineral (SIGMA)
durante 72 horas a 37°C y con una atmds-
fera con 5% de CO,.

Monitoreo de los resultados

Los embriones fueron observados en
intervalos de 24 horas. Las observaciones
debieron ser rdpidas para evitar cambios
en el pH y temperatura del medio, ya que
estos cambios pueden retardar el desa-
rrollo embrionario (Gerrity, 1988).

El desarrollo de los blastocistos fue
clasificado en tres categorias de acuerdo
al grado de expansién del blastocele:
blastocistos tempranos con un blastocele
menor que la mitad del volumen del
embrién, blastocistos completamente
expandidos con un blastocele mayor que
el volumen del embrién y con una zona
pelicida delgada y blastocistos haciendo
hatching (saliendo de la zona peldcida).
(Gardner et al.1998)



Evacuacion artificial del blastocele
de los blastocistos expandidos

A los blastocistos completamente
expandidos se les realiz6 la remocién arti-
ficial del blastocele, esto se realizé tanto a
los blastocistos que iban a ser criopreser-
vados ya sea por congelamiento lento o
por vitrificacién; como a aquellos blasto-
cistos que permanecieron en cultivo 24
horas luego de este proceso para evaluar si
la evacuacién artificial del blastocele pro-
duce efectos dafiinos en la capacidad de
re-expansién de los blastocistos.

Para realizar este procedimiento, se
utiliz6 un microscopio invertido Nikon
TM con contraste de fase modulada
Hoffman y platina termorregulada a 37°C
y micromanipuladores Narishige. Se utili-
zan micropipetas estériles (Humanen). La
micropipeta holding que se utiliz6 para
inmovilizar el blastocisto, tiene un didme-
tro interno y externo de 100 y 200 um. La
micropipeta de inyeccién, que se utilizé
para pinchar el blastocisto tiene un dia-
metro interno y externo de 5 y 7 um.
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Alrededor de 10 a 15 minutos antes de
la criopreservacién, los blastocistos
expandidos se colocaron en una gota de
5pl del medio de inyeccién (HTF hepes
5% BSA) bajo aceite mineral. Luego de
inmovilizar al blastocisto con la micropi-
peta holding, de tal manera que el macizo
celular interno quede ubicado en la posi-
cién 12 6 6, la aguja de inyeccion debe
atravesar la zona pelicida y el trofoecto-
dermo hasta llegar al blastocele. Luego de
retirar la aguja de inyeccién, la contrac-
cion del blastocisto es observada luego de
30 segundos a 2 minutos (ver figura 1).

Congelamiento lento y descongelamiento

Los blastocistos que sufrieron la eva-
cuacién artificial del blastocele y otros,
que se dejaron intactos como grupo con-
trol, se criopreservaron utilizando un
protocolo lento que se basa en dos etapas
(Ménézo et al., 1992). La criopreserva-
cién fue llevada a cabo utilizando glice-
rol y sacarosa como crioprotectores.

FIGURA 1. Reduccién artificial del blastocele: (A) inmobilizacién del blastocisto con el macizo celular interno a las 12; (B) inser-
cidn de la aguja dentro del blastocele; (C) reduccion luego de 15 segundos, (D) reduccién luego de 1 minuto.
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Las soluciones de congelamiento fue-
ron preparadas utilizando HTF hepes
(SAGE Biopharma) mds 20% de Suero
Sintético Sustituto (SSS, Irvine). En la pri-
mera etapa del protocolo, los blastocistos
fueron incubados en 5% de glicerol
durante 10 minutos. Luego, se realiz6é una
segunda incubacién durante 10 minutos
en una solucién que contenfa 9% de glice-
rol y 0,2M de sacarosa. Se cargan las pajue-
las y se colocan en posicién vertical dentro
de la cdmara de congelacién. El programa
de congelacién utilizado comienza a una
temperatura de 20°C con un descenso
lento de 2°C por minuto hasta llegar a
—7°C. En esta etapa se realiza el seeding
que tiene por objeto provocar la nuclea-
ciéon de cristales de hielo en el medio
externo de la célula. Luego de 10 min a -
7C, el enfriamiento lento continta, des-
cendiendo 0,3°C por minuto hasta alcan-
zar los —30°C y continua el descenso a
1.6°C por minuto hasta alcanzar los -42°C,
momento en el cual los blastocistos se
almacenan en el nitrégeno liquido.

Las pajuelas contiendo los blastocis-
tos se descongelaron y rehidrataron
siguiendo un protocolo basado en tres
etapas. Las pajuelas retiradas del tanque
de nitrégeno liquido deben ser manteni-
das a temperatura ambiente durante 30
segundos antes de ser colocadas en un
bafio de agua a 30°C durante 40 segun-
dos. Lentamente se expulsan los blasto-
cistos bajo la lupa en una solucién que
contiene 0,5M de sacarosa en HTF hepes
+ 20% de Suero Sintético Sustituto,
donde permanecen 10 minutos. Luego se
transfieren a una solucién 0,2M de saca-
rosa en HTF hepes + 20% de Suero
Sintético Sustituto durante otros 10
minutos y a continuacién se transfieren a
una solucién de lavado que contiene HTF
hepes + 20% de Suero Sintético Sustituto

Por tdltimo se transfieren los embriones
al medio de cultivo HTF previamente
calentado a 37°C y gaseado con 5% de CO,
y se colocan en la incubadora a 37°C.
Luego de realizado el descongelamiento
de los blastocistos, se evalia la sobrevida y
reexpansién de los mismos luego de 18-20

horas de permanecer en cultivo.
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La sobrevida post-descongelamiento
de los blastocistos fue observada a las 18-
20 horas luego del descongelamiento. Se
consideraron blastocistos que sobrevivie-
ron al proceso de congelamiento lento,
aquellos blastocistos con el macizo celu-
lar interno y el trofoectodermo intactos y
con un blastocele re-expandido.

Vitrificaciéon: preparacién de las solu-
ciones

Las soluciones que se utilizan durante
el proceso de vitrificacién fueron prepa-
radas de acuerdo a un protocolo descrip-
to por el Fertility Center of Illinois.

Brevemente, se prepararon dos solu-
ciones, una de equilibracién y una de
vitrificaciéon. La solucién de equilibra-
cién (ES), contiene 7.5% de ethylene gly-
col (EG) y 7.5% de dimethyl sulfoxide
(DMSO) en HTF hepes + 20% SSS. La
solucién de vitrificacién (VS) contiene
15% EG, 15% DMSO y 0.5 M Sacarosa en
HTF hepes + 20% SSS.

Las soluciones de descongelamiento
contienen sacarosa en distintas concentra-
ciones. La primer solucién, llamada solu-
cién de descongelacién (TS) contiene 1.0
M de sacarosa; la segunda solucién, lla-
mada solucién de dilucién (DS), contiene
0,5 M de sacarosa. Como solucién de lava-
do (WS) HTF hepes con 20% de SSS.

Vitrificacion de los blastocistos

Un grupo de blastocistos sufrieron la
reduccion artificial del blastocele. Como
grupo control se vitrificaron blastocistos
expandidos intactos.

Se utiliza como elemento de almacenaje
una hemipajuela (Vendervorst et al., (2001))

El protocolo de vitrificacién se detalla
en la Figura 2.

Vitrificacion:
proceso de descongelamiento

Luego de almacenar las pajuelas
durante varias semanas, las hemipajuelas
se retiran del tanque de nitrégeno y se
descongelan siguiendo el protocolo que
se detalla en la Figura 3.
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FIGURA 2. Protocolo de vitrificacidn. Los blastocistos se transfieren a los distintos medios segtn indica la figura. Los embriones
se depositan en la pajuela con 1 _| de medio. La hemipajuela es sumergida de forma vertical en el nitrégeno liquido. Las hemipa-
juelas son colocadas en los crioviales y almacenadas en los tanques de nitrégeno.

Instroducir la pajuela en 1ml
de TS a 37°C por 1 min.

1 min

2
<@ 2 min
@ 2 min

203 min 203 min 203 min

TRANSFERIR
EMBRIONES / OVOS A LA
GOTASIGUIENTE

FIGURA 3. Protocolo de descongelamiento. Se retira la hemi-pajuela del tanque de nitrégeno e inmediatamente se introduce en
1 ml de medio TS a 37°C. Luego se transfieren los blastocistos a los distintos medios segtn indica la figura. Los blastocistos se
incuban en el medio de cultivo en la incubadora a 37°C con 5% de CO2.

La sobrevida post-descongelamiento
de los blastocistos fue observada a las 18-
20 horas luego del descongelamiento. Se
consideraron blastocistos que sobrevivie-
ron al proceso de vitrificacién, aquellos
blastocistos con el macizo celular interno
y el trofoectodermo intactos y con un
blastocele re-expandido.

Analisis estadistico

El porcentaje de blastocistos expandi-
dos habiendo sufrido o no la evacuacién
artificial del blastocele y congelados por la
técnica tradicional de congelamiento lento
o por vitrificacién fue comparado utilizan-
do el Test Exacto de Fisher. P < 0.05 fue
considerada estadisticamente significativa.
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Resultados

Se determina la sobrevida post-descon-
gelamiento de los embriones en estadio de
blastocisto que fueron criopreservados por
el método convencional de congelamiento
lento o por el método de la vitrificacién; y
habiendo o no sufrido previamente la
remocién artificial del blastocele.

De los 342 embriones de ratén en dos
células que se cultivaron durante 72 hs
en el medio de cultivo HTF, 274 se desa-
rrollaron hasta alcanzar el estadio de
blastocisto (80%). De aquellos embrio-
nes, 139 se encontraban completamente
expandidos por lo estos fueron los que se
utilizaron para realizar el vaciado artifi-
cial del blastocele y la criopreservacion.
El resto de los blastocistos se encontraba
haciendo hatching o no habian alcanza-
do el nivel de desarrollo deseado por lo
que no fueron utilizados en el trabajo.

En la tabla 1 se muestra la cantidad de
blastocistos utilizada en los distintos gru-
pos de estudio. De los 86 blastocistos a
los que se les realiz6 la remocion artificial
del blastocele, 36 permanecieron en culti-
vo durante 24 horas para evaluar la capa-
cidad de desarrollo de los embriones
luego de realizado este proceso, descar-
tando un posible dafio producido por
haber removido de forma artificial el blas-
tocele; el resto fue criopreservado por el
método convencional de congelamiento
lento y por vitrificacién. Como grupo con-
trol, 53 blastocistos fueron criopreserva-
dos por los dos métodos antes menciona-
dos, sin haberles realizado previamente la
remocion artificial del blastocele.

La tabla 2 muestra el efecto de la
remoci6n artificial del blastocele en el
desarrollo in vitro de los blastocistos que
no fueron criopreservados. De acuerdo a
los resultados obtenidos, no se ha obser-
vado ningin efecto dafiino luego de rea-
lizado este proceso (FIG. 4). A 36 blasto-
cistos se les realizé la remocién artificial
del blastocele, en lugar de ser criopreser-
vados, para evaluar su capacidad de
desarrollo luego de este proceso. El
100% (36) de los blastocistos volvieron a
re-expandirse luego de permanecer 24
horas en cultivo, 22 de estos blastocistos
hicieron hatching a las 18 horas.

La tasa de sobrevida de los blastocis-
tos luego de la criopreservacién estd
resumida en la tabla 3. La sobrevida post-
descongelamiento de los blastocistos fue
observada a las 18-20 horas luego del
descongelamiento.

Un total de 67 blastocistos fueron
criopreservados por el método conven-
cional de congelamiento lento, a 34 blas-
tocistos se les realiz6 previo a la criopre-
servacion, la remocién artificial del blas-
tocele y 33 blastocistos se utilizaron
como grupo control y fueron criopreser-
vados completamente expandidos. Al
comparar la tasa de re-expansién de los
blastocistos 24 horas post-descongela-
miento, se ha observado una mayor tasa
de sobrevida en aquellos blastocistos a
los que se les realizé la remocién artifi-
cial de blastocele previo a la criopreser-
vacién. El 9% de los blastocistos se re-
expandié en el grupo control y un 39% en
el grupo que sufrié la reduccion artificial

Blast. Remocion Artificial del blastocele

Blast. Control

86

34 36

Congelamiento lento 16 Vitrificacion

Cultivo 24 horas

53
33 20

Congelamiento lento Vitrificacion

TABLA 1. Cantidad de blastocistos en cada grupo de estudio.

Ne de blasocistos Remoci6n Artificial del blastocele

36

No de blasocistos re-expandidos 24 hs.

36 (100%)

TABLA 2. Grupo control: embriones con blastocele evacuado incubados por 24 hs
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del blastocele; observando una diferen-
cia estadisticamente significativa entre
los grupos de estudio.

Un total de 36 blastocistos fueron vitri-
ficados, a 16 blastocistos se les realizd
previo a la vitrificacién, la remocién arti-
ficial del blastocele y 20 blastocistos se
utilizaron como grupo control y fueron
vitrificados completamente expandidos.
Veinticuatro horas después del desconge-
lamiento, el 73% de los blastocistos del
grupo control y el 75% de los blastocistos
que sufrieron la remocién artificial de
blastocele previo a la vitrificacién, se re-
expandieron tras permanecer 24 horas en
cultivo luego del descongelamiento.
Podemos observar que no existe una dife-
rencia estadisticamente significativa en la
tasa de sobrevida de los dos grupos de
estudio de blastocistos vitrificados.

Discusién

La criopreservacién se ha convertido en
una parte importante en los procedi-
mientos de RA. Ofrece la ventaja de
reducir el riesgo de embarazos multiples
mientras que aumenta el numero de

transferencias por ciclo de estimulacion,
aumentando las probabilidades de obte-
ner, como resultado final, un embarazo.

Dos técnicas béasicas se desarrollaron
para criopreservar embriones de mamife-
ros: “congelamiento controlado lento” y
“vitrificacién” .

Con el objeto de disminuir el nimero
de embriones a transferir y criopreservar,
se decidié utilizar el cultivo extendido de
embriones al estadio de blastocisto. Se ha
reportado que blastocistos producidos en
co-cultivo con células vero, se criopreser-
varon en forma exitosa usando las técni-
cas clédsicas de congelamiento lento, utili-
zando como crioprotector glicerol
(Kaufman et al 1995). En nuestra expe-
riencia, no ha dado buenos resultados,
aplicando el protocolo de congelamiento
lento en blastocistos de dia 5-6 de buena
calidad, obtenidos por cultivo en medios
secuenciales. Estos pobres resultados fue-
ron confirmados por otros grupos (Ludwig
et al 1999., Plachot et al 2000.) quienes
también observaron una baja eficiencia al
descongelar blastocistos criopreservados
luego de cultivar en medios secuenciales.

FIGURA 4: A: Blastocisto al que se le realizd la remocidn artificial del blastocele. B: Blastocisto al que se le realizd la remocion
artificial del blastocele y que permanecié 24 horas en cultivo para evaluar la reexpansion.

Blast. control

Blast. remocién artificial del blastocele

N© de blast. cong. lento 33

No de blast. re-expandidos 3 (9)
NO de blast no expandidos 30 (91)
Ne de blast. vitrificados 20

NO de blast. re-expandidos 13 (73)
No© de blast no expandidos 6 (30)

34

13 (39)
21 (61)*
16

11 (75)
4 (25)

TABLA 3. Tasa de sobrevida de los blastocistos luego de la criopreservacion. Los valores entre paréntesis son porcentajes.

Comparacion realizada por Test de Fisher. *p < 0.05
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Analizando esta diferencia de sobrevi-
da segtn el estadio del embrién utilizan-
do el mismo método de criopreservacion,
aparecen dos factores de importancia a
considerar: 1) los diferentes volimenes
de las células entre los estadios tempra-
nos y los blastocistos y 2) la presencia de
la cavidad blastocélica.

Si nosotros consideramos el volumen
de los blastémeros de un embrién tem-
prano y un blastocisto, podriamos espe-
rar una mejor prevencioén de la formacién
de cristales en el estado més avanzado,
dado que el crioprotector a la concentra-
cién usada, entraria mds rdpido a las
células beneficiando el congelamiento.
Pequefios blastémeros son menos sensi-
bles al estrés osmético y consecuente-
mente se produciria menor injuria osmoé-
tica al producirse la remocién del crio-
protector (Tachikawa et al).

El otro factor que puede afectar la tasa
de sobrevida de los blastocistos consiste
en la cavidad llena de liquido (blastoce-
le) que este posee. Se sugiere que una
insuficiente penetracién del crioprotec-
tor dentro de la cavidad blastocélica
podria causar formacién de cristales de
hielo durante los pasos de congelamien-
to, reduciendo la sobrevida post-descon-
gelamiento.

En este trabajo, en primer lugar, exa-
minamos la tasa de sobrevida de los blas-
tocistos de ratén criopreservados por dos
métodos: congelamiento lento y vitrifica-
cién. En segundo lugar estudiamos el
efecto que produce, en dicha tasa de
sobrevida, la remocion artificial del blas-
tocele previo a la criopreservacién.

Nuestros resultados demuestran que
blastocistos expandidos de ratén criopre-
servados con el sistema convencional
lento, aumentan su sobrevida post- des-
congelamiento si su cavidad blastocélica
es vaciada mecédnicamente antes de con-
gelar (39% vs. 9%).

La reducci6n artificial del fluido del
blastocele por puncién del trofoectodermo
con una aguja de vidrio, no afecta la viabi-
lidad del blastocisto por si misma, como
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se demostré con aquellos embriones vacia-
dos y cultivados in vitro durante 24 hs.

Sugerimos que el fluido del blastocele
al formar cristales de hielo produciria
un daflo mecdnico irreversible al
embrién. El vaciamiento del blastocele
tendria entonces como objeto reducir el
efecto negativo que este tienen cuando se
congelan los blastocistos con el método
convencional.

En lo que respecta al segundo método
de criopreservacién; la vitrificacién, fue
menos dafiina como metodo de congela-
cién para los blastocistos murinos utili-
zando como crioprotector etilenglicol.
Esto podria deberse a mecanismos relati-
vos a la penetracién de los crioprotecto-
res, al grado de deshidratacién durante el
agregado de las soluciones crioprotecto-
ras que evitarfan la posterior formacion
de cristales de hielo que finalmente inju-
rien a las células liquido (Rall et al 1985
-1987). (Choi et al .2000)

Nuestros resultados muestran un
incremento en la tasa de sobrevida y pos-
terior desarrollo embrionario con este
método, pero no encontramos diferencias
significativas en las tasas de sobrevida al
utilizar la vitrificacién como método de
criopreservacién cuando se vacia el blas-
tocele mecédnicamente (73% vs. 75%).

En nuestro protocolo de vitrificacién
damos importancia a los tiempos de
incubacién, la utilizacién de pequenos
volimenes de trabajo, el tipo de pajuela
utilizada para el almacenamiento de los
embriones y el rapido enfriamiento. Esto
permite que la penetracién del criopro-
tector sea suficiente, permitiendo la for-
macién del estado interno amorfo
(vitreo) que impide el desarrollo de cris-
tales. Esta penetracion se logra trabajan-
do con volimenes minimos de solucién
que incrementan el contacto entre la
solucién crioprotectora y el nitrégeno

En conclusién:

La vitrificacién utilizando un método
de muy rdpido enfriamiento y bajos volu-
menes que aumenten el contacto criopro-
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tector-nitr6geno, es un mejor método
para criopreservar blastocistos que el
congelamiento convencional lento.

La liberacién mecdnica del liquido del
blastocele no mejora la tasa de sobrevida
de los embriones vitrificados con un
método de enfriamiento extremadamente
rdapido. La liberacién mecénica del liqui-
do del blastocele mejora la tasa de sobre-
vida de los embriones congelados por el
método convencional lento, pues permi-
te una mejor penetracién del crioprotec-
tor y disminuye la formacién de cristales
de hielo que producen injurias y muerte
embrionaria.
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