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Resumen

La técnica de diagndstico genético preimplantacion
estd ampliamente difundida en los laboratorios de
reproduccion asistida. Con el advenimiento de la
técnica de vitrificacion, ésta comenzd a ser una al-
ternativa valedera al congelamiento lento. Se han
desarrollado distintos tipos de contenedores en don-
de colocar los embriones que serdn vitrificados, todos
ellos con distintas caracteristicas y resultados. En
nuestro caso, utilizamos la vitrficacion de blastocis-
tos que habian sido biopsiados en dia 3 de desarro-
llo en un programa de PGD y que resultaron ser
portadores de monosomias/anomalias complejas le-
tales como herramienta para evaluar la competencia
y sobrevida posterior a la desvitrificacion de este ti-
po de blastocistos para ser implementada en forma
clinica. En este trabajo se utilizaron embriones de
una paciente que realizd PGD. Se captaron 17 oo-
citos con una tasa de fertilizacion de 76% (13/17).
Desarrollaron los 13 embriones hasta dia 3. De
ellos, 9 embriones resultaron de excelente/muy bue-
na calidad, 3 embriones de regular calidad y 1 em-
bridn de mala calidad. Se realizé PGD en 12 em-
briones en dia 3 de desarrollo. Del total de embrio-
nes producidos, 2 de ellos resultaron ser normales y
fueron transferidos y los 10 restantes presentaron
distintos tipos de anormalidades cromosémicas. To-
dos los embriones anormales fueron cultivados hasta
dia 5. Siete de ellos progresaron hasta blastocisto
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temprano,’ blastocistos con distinto grado de expan-
sion® y blastocisto eclosionando.” Estos embriones
biopsiados fueron vitrificados y desvitrificados. Los
3 embriones anormales restantes detuvieron su desa-
rrollo. Luego de ser desvitrificados, se recuperaron los
7 embriones biopsiados (tasa de recuperacion:
100%). Una vez desvitrificados, los blastocistos
biopsiados fueron cultivados durante 24 horas para
evaluar la vitalidad de los mismos, siendo evaluados
inmediatamente después de desvitrificados, a tiem-
po 1 hora, a tiempo 4 horas y a tiempo 24 horas
post-desvitrificacion. Los 7 blastocistos luego de 24
horas de cultivo mostraron signos indudables de vi-
talidad, logrdndose en dos de ellos expansion del
blastocele, que 2 de ellos empezaran a hacer eclosion
y que 3 hicieran eclosion completa, lo que represen-
ta el mejor indicador de la vitalidad de los blasto-
cistos biopsiados vitrificados/desvitrificados. Nues-
tros resultados, si bien preliminares y haciendo la
salvedad de tratarse del reporte de un vinico caso, de-
muestran que blastocistos con ZP abierta que fueron
vitrificados/desvitrificados pueden ser recuperados
eficientemente y que su vitalidad no se ve afectada
al menos en la mayor parte de ellos. El desarrollo de
una técnica de criopreservacion eficiente de blasto-
cistos que fueron previamente biopsiados tiene una
incidencia directa en los programas de PGD, ya que
representa la oportunidad de utilizar efectivamente
embriones normales que no fueron transferidos en
fresco. En funcion de los resultados presentados en es-
te trabajo se procederd a la implementacion clinica
de esta técnica en nuestro programa de diagndstico
genético preimplantacion.
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Blastocyst survival post assisted
hatching for preimplantation
genetic diagnosis (PGD) vitrified
and unvitrified. About a case
Summary

Preimplantational genetic diagnosis (PGD) has be-
come a widely applied tool in assisted reproduction
laboratories. Vitrification is today a valid alternati-
ve to the classic slow freezing technique. Different
types of containers have been developed where to
place the embryos being vitrified, all of them with
different characteristics and results. In our case we
worked with blastocysts that had been biopsied in
day 3 for PGD and ended being carriers of complex
chromosomal anomalies or lethal monosomies/ triso-
mies in order to evaluate the competence and survi-
val after thawing of these previously vitrified blas-
tocysts with the idea of future clinical applications.
As mentioned above, embryos biopsied for PGD
from a single patient were used. Seventeen oocytes
were recovered, and a fertilization rate of 76% was
obtained (13/17). The 13 embryos reached the
third day. Nine of them were of excellent or good
quality, 3 of regular quality and 1 was of poor qua-
lity. The best 12 embryos were biopsied in the third
day. Two of the embryos were chromosomally nor-
mal and transferred and 10 showed different types
of chromosomal abnormalities, none of them viable.
Seven of these embryos evolved to different degrees,
either early blastocyst,’ different grades of expan-
sion® and hatching stage'. These embryos were the
subject of the study and were hence vitrified and
thawed. The remaining 3 embryos did not progress
further. After thawing, the 7 embryos were recove-
red intact (100% recovery rate). These were further
cultured for an additional 24 hs to evaluate vita-
lity and potential, being evaluated at 1, 4 and 24
hours after thawing. After 24 hs the 7 blastocysts
showed undoubtfull signs of vitality, achieving 2 of
them expansion of the blastocele, 2 of then started
the hatching process, and 3 completed hatching: this
representing the best vitality and potential indicator
of vitrified/thawed embryos. These results, although
preliminary; and considering this is just a single ca-
se report, show that blastocysts even with the drilled
zona pellucida and biopsied can be safely recovered

after vitrification/ desvitrification process. The deve-
lopment of an efficient technique of cryopreserva-
tion for blastocysts resulting from previously biop-
sied embryos, has a direct impact in PGD programs,
rising the opportunity of efficiently maximizing re-
sults allowing to utilize chromosomally normal
embryos not transferred in the fresh cycle. Based on
this preliminary results this technique will be furt-
her investigated and clinically implemented in our
PGD program.

Key words: Vitrification, blastocyst with zona pe-
Hucida drilled, preimplantational genetic diagnosis.

Introduccion

El cultivo de embriones humanos hasta el esta-
dio de blastocisto estd ampliamente difundido y
es una alternativa ofrecida en la mayoria de los
centros de reproduccién asistida de todo el mun-
do. Tiene la ventaja de tratarse de un proceso que
permite una mejor evaluacién de la potencialidad
implantatoria y paralelamente una reduccién del
nimero de embriones a transferir en fresco, asi
como también la cantidad de embriones super-
numerarios para criopreservar (Jones y col 1998,
Plachot y col 2000, Karaki y col 2002, Wilson y
col 2002, Blake y col 2007).

La técnica de diagndstico genético preimplan-
tacién (PGD, en inglés) estd ampliamente difun-
dida en los laboratorios de reproduccién asistida
para la seleccién de los embriones cromosémica-
mente normales que serdn transferidos en pacien-
tes con distintas etiologfas (Munné y col 2000 y
2003, Munné 2001, 2002 y 2003, Gianaroli y
col 2002, Simopoulou 2003, Aran y col 2004,
Kahraman y col 2004,Caglar y col 2005, Rubio y
col 2005, Pagidas y col 2008).

La criopreservacién de blastocistos humanos
por medio de protocolos de congelamiento lento
es una técnica con resultados variables, aunque
durante muchos afios resulté ser la técnica mds
difundida para este tipo de embriones (Menezo y
col 1992y 1993, Behr y col 2002, Gardner y col
2003, Kosasa y col 2005, Stehlik y col 2005,
Youssry y col 2008). Con el advenimiento de la
técnica de vitrificacién, ésta comenzé a ser una
alternativa valedera al congelamiento lento y sus
resultados tanto en sobrevida como tasa de emba-
razo posterior al descongelamiento resultaron ser
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superiores (Yokota y col 2000 y 2001, Mukaida y
col 2001 y 2003, Lieberman y col 2002 a y b,
2003, Vanderzwalmen y col 2002 y 2003, Lie-
bermann y Tucker, 2004).

La vitrificaciédn, definida como una elevacién
extrema de la viscosidad (Lieberman y col 2002a,
Fuller y Paynter 2004, Kasai y Mukaida, 2004,
Lieberman y Tucker 2004), puede ser inducida
tanto por la utilizacién de altas concentraciones
de soluciones crioprotectoras como por el uso de
un gradiente muy alto de temperatura. Debido a
los efectos téxicos de los crioprotectores que se
manifiestan en la capacidad de desarrollo de los
embriones, los mayores esfuerzos en la vitrifica-
cién han sido focalizados en el aumento de las ta-
sas de enfriamiento.

A la fecha se han desarrollado distintos tipos de
contenedores en donde colocar los embriones
que serdn vitrificados, todos ellos con distintas
caracteristicas y resultados (Lane y col 1999,
Choi y col 2000, Mukaida y col 2001 y 2003,
Son y col 2002 y 2003, Kuwayama y col 2005,
Vajta y Nagy 2006, Youssry y col 2008).

En nuestro caso, utilizamos la vitrficacién de
blastocistos que habian sido biopsiados en dia 3
de desarrollo en un programa de PGD y que re-
sultaron ser portadores de monosomfas/anoma-
lias complejas letales como herramienta para eva-
luar la competencia y sobrevida posterior a la des-
vitrificacién de este tipo de blastocistos para ser
implementada en forma clinica.

Material y métodos

Estimulacién ovdrica

Los oocitos frescos fueron obtenidos siguiendo
una hiperestimulacién ovidrica controlada usando
un protocolo largo con andlogos de GnRH (Lu-
pron 2.8 ml, Laboratorio Abbott, Buenos Aires,
Argentina) 0,1 ml/dia sc hasta la menstruacién y
0,05 ml/dfa sc hasta la aplicacién del hCH-r
(Ovidrel, Laboratorio Merck Serono, Buenos Aires,
Argentina). La hiperestimulacién ovdrica fue rea-
lizada utilizando FSH recombinante (Gonal-E
Laboratorio Merck Serono, Buenos Aires, Argenti-
na) a razén de 225 Ul/dfa y ajustando las dosis
segtin respuesta. El desarrollo folicular fue moni-
toreado por via ultrasonogréfica ovdrica y evalua-
cién de estradiol sérico. Cuando al menos 2 foli-

culos tuvieron un didmetro mayor a 18 mm, los
pacientes recibieron 10000 IU de hCG-r.

La aspiracién folicular transvaginal para la cap-
tacién oocitaria fue realizada 36 hs después de la

inyeccién de hCG.

Manejo de los oocitos

Una vez que fueron identificados los complejos
oocito-cumulus oophorus fueron separados in-
mediatamente del fluido folicular, lavados y
transferidos a un medio sintético (Human Tubal
Fluid modified, Irvine Scientific, Santa Ana, CA,
EEUU) suplementado al 3% con albtimina séri-
ca humana (Human Serum Albumin, Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, EEUU), (HTFm+H-
SA). Una vez concluida la captacién oocitaria, los
complejos oocito-cumulus fueron transferidos a
una cdpsulas de 4 pozos que contenia 0,5 ml de
medio G-IVF PLUS (Vitrolife, Kungsbacka, Sue-
cia) y fueron cultivados en estufa a 6% CO2 y
37°C durante 4 horas.

Procesamiento de la muestra de semen e
inseminacién

La muestra de semen fue procesada a través de
un gradiente de densidad discontinuo 90-50%
(SpermGrad, Vitrolife, Kungsbacka, Suecia) segui-
do por dos lavados en HTFm+HSA. La suspen-
sién final de espermatozoides fue dejada a tempe-
ratura ambiente hasta el momento de la insemi-
nacién.

Cuatro horas después de la captacién oocitaria
se procedié a la remocién completa de las células
del cumulus y la corona por exposicién a hialuro-
nidasa (80 Ul/ml), (Sigma Chemical, St. Louis,
MO, EEUU), y posterior manipulacién mecdni-
ca con pipetas de vidrio finas. El procedimiento
de Inyeccién Intracitoplasmdtica de Espermato-
zoides fue realizado segtin protocolo estandariza-

do (Van Steirteghem y col 1993).

Evaluacién de fecundacién y desarrollo
embrionario

Diez y siete horas pasado el momento de la inse-
minacidn, los oocitos fueron cuidadosamente ins-
peccionados para observar la presencia de dos pro-
nucleos (indicador de fecundacién normal) en un
microscopio invertido (Nikon Inverted Microscope
Diaphor 300, Nikon Corporation, Tokio, Japén).
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Las cigotas producidas fueron cultivadas en
grupos de hasta 4 en el interior de cdpsulas de 4
pozos que contenfan G1.5 PLUS (Vizrolife,
Kungsbacka, Suecia) hasta dia 3 de desarrollo.

Los embriones desarrollados fueron biopsiados
y luego de la biopsia de blastémeras fueron tras-
ladados a cdpsulas nuevas que contenfan G2.5
PLUS (Vizrolife, Kungsbacka, Suecia) fresco has-
ta el dfa 5 de desarrollo, siendo cultivados a par-
tir de ese momento cada uno de ellos en cdpsulas
individuales para su identificacién. Todo el desa-
rrollo se realiz6 en incubadora en condiciones es-

tindares (37°C, 6% CO2).

Extraccién de blastémeras y diagndstico
preimplantacién

La biopsia de blastémera fue realizada en em-
briones en dfa 3 de desarrollo. Para ello los em-
briones fueron colocados en gotas de un medio
libre de Ca2+y Mg2+ (G-PGD, Virrolife, Kungs-
backa, Suecia) y la zona pelicida fue perforada
utilizando una solucién acidificada de Tyrode
[Tyrode’s Solution Acidief (pH 2.1-2.5), Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, EEUU]. Se extrajeron
2 blastémeras de cada embrién por aspiracién
utilizando una pipeta disefiada para tal efecto
(MBB-FP-M-30, Humagen, Charlottesville, VA,
EEUU) vy fijadas individualmente con metanol
dcido acético (3:1) en un microscopio invertido,
utilizando un protocolo sin pretratamiento hipo-
tonico. El ensayo de anormalidades cromosémi-
cas fue realizado por la técnica de FISH.

La técnica de FISH fue realizada en el Centro
Consultor en Patologfa Perinatal y Pedidtrica de
la Dra Rosa Ménica Drut en la ciudad de La Pla-
ta, Provincia de Buenos Aires. Para ello fueron
utilizadas sondas centroméricas (Vysis INC. Dow-
ners Grove, IL, EEUU), analizdndose los cromo-
somas 13, 18, 21, X ¢ Y en dos blastémeras para
cada embrién.

Vitrificacién

La vitrificacién de los blastocistos biopsiados
que resultaron anormales fue realizada utilizando
el método descripto por Kuwayama y col (2005)
que utiliza como contenedor un Cyotop (Kitaza-
to BioPharma Co, Shizuoka, Japon).

Para ello en una placa de Petri estéril se coloca-
ron: 2 ml de solucién equilibrante (£S, Code

VT101, Vitrification Kit, Kitazato BioPharma
Co, Shizuoka, Japén). Luego se transfirié un
blastocisto biopsiado con el minimo volumen
posible del medio G2.5 PLUS de la incubadora
en la que se encontraba desarrollindose a la cdp-
sula con el medio equilibrante durante 15 minu-
tos como mdximo. Cumplido este tiempo, el
blastocisto fue transferido a una cdpsula que
contenfa 2 ml de la solucidén de vitrificacién (V§,
Code VT'101, Vitrification Kit, Kitazato BioPhar-
ma Co, Shizuoka, Japén) durante 60 segundos
como mdximo y finalmente se lo cargé en el Cr-
yotop, retirdndose el exceso de solucién de vitri-
ficacién por el uso de pipeta. Se recubrié el Cr-
yotop con el cobertor y se procedi6 a sumergir el
Cryotop completo en nitrégeno liquido, logrdn-
dose una tasa de enfriamiento de aproximada-
mente -12000 °C/min.

Desvitrificacién

Para la desvitrificacién el Cryorop fue retirado
del nitrégeno liquido e inmediatamente colocado
en una cdpsula de Petri chica conteniendo 2ml de
una solucién de descongelacién (7S, Code
VT102, Vitrification Kit, Kitazato BioPharma Co,
Shizuoka, Jap6n) a 37°C durante 1 minuto. Lue-
go el blastocisto biopsiado fue transferido a otra
placa conteniendo una Solucién de Dilucién
(DS) durante 3 minutos a temperatura ambien-
te. Finalmente, el blastocisto fue colocado en dos
soluciones de lavado sucesivas, denominadas
WS1 (Code VT102, Vitrification Kit, Kitazato
BioPharma Co, Shizuoka, Japén) y WS2 (Code
VT102, Vitrification Kit, Kitazato BioPharma Co,
Shizuoka, Japén), durante 5 minutos en cada
una de ellas, estando la primera a temperatura
ambiente y la segunda a 37°C.

Finalizados los lavados, el blastocisto fue trans-
ferido a una cdpsula de 4 pozos que contenia 0,5

ml de medio G2.5 PLUS.

Cultivo de blastocistos desvitrificados

Una vez desvitrificados, los blastocistos biop-
siados fueron cultivados durante 24 horas en me-
dio G2.5 PLUS para evaluar la vitalidad de los
mismos, siendo evaluados inmediatamente des-
pués de desvitrificados (tiempo= 0 horas), a tiem-
po 1 hora, a tiempo 4 horas y a tiempo 24 horas
post-desvitrificacién.
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Pacientes

En este trabajo se utilizaron embriones de una
paciente de 35 afios que realizé6 PGD en el IFER
y que tenfa como diagndstico 4 abortos consecu-
tivos. Ambos miembros de la pareja posefan un
cariotipo normal.

Se captaron 17 oocitos con una tasa de fertili-
zacién de 76% (13/17). Desarrollaron los 13 em-
briones hasta dfa 3. De ellos, 9 embriones resul-
taron de excelente/muy buena calidad, 3 embrio-
nes de regular calidad y 1 embrién de mala cali-
dad. Se realiz6 PGD en 12 embriones en dfa 3 de
desarrollo. Del total de embriones producidos, 2
de ellos resultaron ser normales y fueron transfe-
ridos y los 10 restantes presentaron distintos tipos
de anormalidades cromosémicas.

Los pacientes firmaron los consentimientos pa-
ra la utilizacién de los embriones que resultaron
anormales en este trabajo.

Resultados
Todos los embriones anormales fueron cultiva-
dos hasta dfa 5, y 7 de ellos progresaron hasta:
* 1 Blastocisto temprano (embrién N 8)
* 5 Blastocistos con distintos grados de expan-
sién (embriones N° 1, 2, 3, 4, 12)
* 1 Blastocisto eclosionando (Embrién Ne 5)

Los 3 embriones anormales restantes detuvie-
ron su desarrollo.
Estos 7 embriones que progresaron resultaron ser:
* 2 con monosomfia del cromosoma 13 (Embrio-
nes N°1 y 8).
1 con monosomia del cromosomal3 y mono-
somfa del cromosoma 18 (Embrién N°2).
2 con monosomia del cromosoma 18 (Embrio-
nes N° 3 y12).
1 con monosomia del cromosoma 21 y triso-
mia del cromosoma 13 (Embrién N°4),
1 con monosomia del cromosoma 21 (Em-

brién Ne 5).

*

Estos embriones biopsiados fueron vitrificados
y desvitrificados.

La Figura 1 muestra las fotografias de los em-
briones antes de ser vitrificados.

La Figura 2 muestra los blastocistos biopsiados
inmediatamente después de ser desvitrificados
(tiempo= 0 horas). Como puede observarse la
mayor parte de ellos ha sufrido una marcada re-
duccién de su cavidad blastocélica. Uno de ellos

ha perdido su zona pelicida en el proceso de vi-
trificacién/desvitrificacién (embrién N° 5) y otro
se encuentra realizando la eclosién de la zona pe-
licida (embrién Ne 4),

Figura 1. Blastocistos biopsiados antes de ser vitrifica-
dos. Los niimeros indican el niimero del embridn corres-

pondiente. Luego de ser desvitrificados, se recuperaron los
7 embriones biopsiados (tasa de recuperacidn: 100%).

Figura 2. Blastocistos inmediatamente después de ser
desvitrificados. Los niimeros a la izquierda indican el
nikmero del embridn correspondiente.

La Figura 3 muestra los blastocistos biopsiados
1 hora después de ser desvitrificados. En ella pue-
de verse claramente cémo los blastocistos empie-
zan a recuperar lentamente su cavidad blastocéli-
ca, atin aquellos que han eclosionado.

La Figura 4 muestra los blastocistos biopsia-
dos 4 horas después de ser desvitrificados. To-
dos los blastocistos a excepcién de uno (em-
brién N°© 12) contindan incrementando su ca-
vidad blastocélica.
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Figura 3. Blastocistos biopsiados 1 hora post-desvi-
trificacion. Los niimeros indican el niimero del em-
brién correspondiente.

Figura 4. Blastocistos biopsiados 4 horas post-des-
vitrificacion. Los niimeros indican el niimero del
embrion correspondiente.

La Figura 5 muestra los blastocistos biopsiados
24 horas después de ser desvitrificados. Todos los
blastocistos continuaron incrementando su cavi-
dad blastocélica, lo que representa el mejor indi-

Figura 5. Blastocistos biopsiados 24 horas post-des-
vitrificacion. Los niimeros indican el nimero del
embridn correspondiente.

cador de la vitalidad de los blastocistos biopsiados
vitrificados/desvitrificados.

De esta manera, los 7 blastocistos previamente
biopsiados luego de 24 horas de cultivo mostra-
ron signos indudables de vitalidad, logréndose en
2 de ellos expansién del blastocele, que 2 de ellos
empezaran a hacer eclosién y que 3 hicieran eclo-
sién completa.

Discusion

Inicialmente en los programas de PGD los em-
briones eran criopreservados en dfa 3 de desarro-
llo luego de haber sido biopsiados. A pesar de los
distintos acercamientos intentados para aumen-
tar la sobrevida de estos embriones biopsiados y
congelados en dia 3, los resultados fueron bajos
cuando la técnica aplicada era el congelamiento
lento (Joris y col. 1999, Magli y col 1999 y 2006,
Ciotti y col 2000, Jeriché y col 2003).

Por ello, progresivamente se modificé esta mo-
dalidad, sugiriéndose el congelamiento de blasto-
cistos en dia 5 para embriones biopsiados previa-
mente en dfa 3. Esta nueva modalidad tiene la
ventaja adicional que sélo embriones cromosémi-
camente normales para los cromosomas analiza-
dos por PGD serdn criopreservados. Asi esta es-
trategia reduce el nimero de embriones criopre-
servados por paciente (Escribd y col 2008).

A pesar de que inicialmente los protocolos de
criopreservacion de blastocistos que utilizaban
métodos de congelacién lento no tuvieron éxito,
progresivamente se fueron presentando resulta-
dos que mejoraban las tasas de sobrevida (Naka-
yama y col 1995, Ludwig y col 1998, Mukaida
y col 1998, Menezo y col 2000, Quintans y col
2003).

Con el surgimiento de la técnica de vitrifica-
cidén, ésta comenzd a ser una alternativa al conge-
lamiento lento y sus resultados tanto en sobrevi-
da como tasa de embarazo posterior al desconge-
lamiento resultaron ser superiores (Yokota y col
2000 y 2001, Mukaida y col 2001 y 2003, Lie-
berman y col 2002 a y b, 2003, Vanderzwalmen
y col 2002 y 2003, Liebermann y Tucker, 2004).

Si bien en la literatura hay muchos reportes
de embarazo y nacimiento después de la vitri-
ficacién de blastocistos humanos con zona pe-
lacida (ZP) intacta (Youssry y col 2008), son
muchos menos los que presentan resultados en
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blastocistos con ZP abierta (haciendo eclosién
o eclosionados) (Hiraoka y col 2004, Parriego
y col 2007).

Las observaciones realizadas por Magli y col
(Magli y col 1999) indicaron claramente que la
creacién de una apertura en la ZP en embriones
humanos afecta negativamente la sobrevida de los
mismos después de su congelacién/descongela-
cién por un método lento de congelacién. Asi Jo-
ris y col (Joris y col 1999) reportaron que después
del congelamiento/descongelamiento un nimero
significativamente mds bajo de blastémeras esta-
ban intactas respecto al grupo control. Ademds,
Magli y col (Magli y col 1999) reportaron que el
ndmero de embriones lisados fue significativa-
mente mayor en aquellos que habfan sufrido
apertura de la ZP previamente al congelamiento.

Hay entonces consenso en que los embriones
que han sufrido biopsia de blastémeras en dia 3
de desarrollo y fueron criopreservados en ese es-
tadio en un programa de diagndstico genético
preimplantacién tienen una menor capacidad de
recuperacién después de la criopreservacién lenta
que los embriones no biopsiados (Joris y col
1999, Ciotti y col 2000).

Algunas modificaciones a los métodos de crio-
preservacién convencional han mostrado mejorar
la sobrevida de embriones clivados biopsiados
(Vanderzwalmen y col 2002, Jeriché y col 2003),
mientras que otros abordajes alternativos, como
el congelamiento en estadios de desarrollo poste-
riores, también fueron utilizados con distintos
grados de éxito. El comportamiento de los blasto-
cistos humanos es diferente del de los embriones
clivados cuando se los pone en contacto con crio-
protectores. Los blastocistos son menos permea-
bles tanto a los crioprotectores como al agua y se
deshidratan mds lentamente en contacto con una
solucién de crioprotectores (Zheng WT y col
2005). Estas caracterfsticas hacen a los blastocis-
tos mds vulnerables al dafio producido por la for-
macién del hielo intracelular. Si se trata en parti-
cular de blastocistos provenientes de embriones
biopsiados, se sabe que después de producida la
apertura de la ZP los blastocistos expandidos
reaccionan en forma diferente a soluciones hiper-
ténicas cuando se los compara con blastocistos
que tienen las ZP intactas. Cuando los blastocis-
tos tienen la ZP abierta se observa un descenso

mds pronunciado y uniforme en el volumen del
blastocele. Esto sugerirfa una mds marcada deshi-
dratacién (Zech y col 2005).

Por otra parte, la diferencia mds importante
observada entre el congelamiento lento y la vitri-
ficacién de blastocistos después de la descongela-
cién pareceria deberse a la falta de colapso de la
cavidad blastocélica durante el proceso de vitrifi-
cacién. De este modo, durante el congelamiento
lento la deshidratacién ocurre en un perfodo lar-
go del tiempo, de manera tal que la formacién de
cristales de hielo intracelular en el medio concen-
tra la sacarosa extracelular. Asi, mientras este pro-
ceso facilita la deshidratacién celular, también
permite el colapso de la cavidad blastocélica. La
rdpida deshidratacién y congelamiento -que ocu-
rre en menos de un minuto- producida por la vi-
trificacién no permite un colapso completo del
blastocele. De ese modo parecerfa mds sencillo
para el blastocisto vitrificado regresar a su estado
de expansidn original (Stehlik y col 2005).

Nuestros resultados, si bien preliminares y ha-
ciendo la salvedad de tratarse del reporte de un
tnico caso, demuestran que blastocistos con ZP
abierta que fueron vitrificados/desvitrificados
pueden ser recuperados eficientemente y que su
vitalidad no se ve afectada, al menos en la mayor
parte de ellos.

Estos resultados coinciden con los publicados
por Zech y col (Zech y col 2005) quienes repor-
taron la sobrevida de 81.1% de blastocistos eclo-
sionados post-desvitrificacién utilizando como
contenedor hemipajuelas y por Escribd y col (Es-
cribd y col 2008) que obtuvieron un 84% de re-
cuperacién de blastocistos biopsiados utilizando
como contenedor pajuelas francesas.

Escribd y col (Escribd y col 2008) mostraron
ademds un 48.8% de evolucién de estos blasto-
cistos desvitrificados. Zech y col (Zech y col
2005) reportaron 7 embarazos y Parriego y col
(Parriego y col 2007) publicaron un primer naci-
miento de una nifa a partir de blastocistos biop-
siados y vitrificados en un programa de PGD.

El desarrollo de una técnica de criopreservacién
eficiente de blastocistos que fueron previamente
biopsiados tiene una incidencia directa en los
programas de PGD, ya que representa la oportu-
nidad de utilizar efectivamente embriones nor-
males que no fueron transferidos en fresco. En es-
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te sentido, Escribd y col (Escribd y col 2008) re-
portaron que un 56% de sus pacientes de un pro-
grama de PGD que no tuvieron éxito al transfe-
rir sus embriones en fresco se vieron favorecidos
por la posibilidad del uso de embriones biopsia-
dos que fueron vitrificados.

A nuestro entender este es el primer reporte de
la vitrificacién/desvitrificacién de blastocistos
que habfan sido biopsiados en dfa 3 de desarrollo
utilizando como contenedor el Cryotop desarro-
llado por Kuwayama y col (Kuwayama y col
2005) y su evolucién posterior.

En funcién de los resultados presentados en es-
te trabajo se procederd a la implementacién clini-
ca de esta técnica en nuestro programa de diag-
néstico genético preimplantacién.
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