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RESUMEN

La técnica de criopreservacién de embriones
por vitrificacién ha adquirido gran relevancia a
nivel mundial debido a lo facil de su ejecucién,
a los costos reducidos en equipos requeridos
y, ademas por los altos niveles de viabilidad
de embriones post vitrificacién. Sin embargo,
existe gran variabilidad entre los protocolos
reportados, en especial en relacién a las etapas
de equilibracién y enfriamiento. Con el objeto de
contribuir al disefio de un protocolo estandar de
vitrificacién para la criopreservacién de embriones
murinos, se plantearon los siguientes experimentos:
Experimento 1, se estudié el efecto de la tasa de
enfriamiento (rapida y muy rapida) y el volumen
de la solucién (Z2ul. y Tul.) sobre la viabilidad de
embriones murinos post vitrificacién, no observando
efecto alguno del volumen de la solucién (p>0,05),
pero si un efecto estadisticamente significativo
(p<0,05) de la tasa de enfriamiento. Resaltando,
que se obtuvo mejor resultado (81,3% de
embriones viables), cuando se utilizé el protocolo
de vitrificacién Répido-1 uL.. Experimento 2, se
evalu6 la influencia del nimero de pasos y tiempo
de equilibracién sobre la viabilidad de embriones
murinos, combinando protocolos de 4 pasos de
exposicién a los crioprotectores (1, 2, 3 y 4 pasos)

ABSTRACT

The technique of cryopreservation of embryos
by witrification has acquired great relevance world-
wide because of the easiness of the process, the
low cost of the equipment, and the high levels
of viability of the embryos after vitrification.
Nevertheless, a great variability exists among the
reported protocols, especially in relation to the steps
of equilibration and cooling. In order to contribute
to the design of a standard protocol of vitrification
for murine embryos, the following experiments
were conducted. Experiment 1 studied the effect
of cooling rate (fast and very fast), and the volume
of the solution (2ul. and 1ul.) on the viability of
murine embryos post vitrification. No effect of the
volume of the solution (p>0.05) was observed,
but a significant (p<0.05) effect of the cooling
rate was shown. Understanding that the best results
(81.3% of viable embryos) were obtained when
the Fast - 1uL. protocol of vitrification was used.
Experiment 2 evaluated the influence of the number
of steps and the equilibration time on the viability of
murine embryos, combining four step protocols of
exposition to cryoprotectant (1, 2, 3 and 4 steps)

and four times of equilibration (5, 10, 15 and
20 min). The highest rate of viability (p<0.05)
was obtained with 2 steps-10min (93.8%). In
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y 4 tiempos de equilibracién (5, 10, 15y 20 min).
LLa mayor tasa de viabilidad (p<0,05) fue obtenida
empleando el protocolo 2 pasos-10min (93,8%). En
conclusién, la presente investigacién aporta detalles
para la optimizacién del protocolo de vitrificacién de
embriones murinos.

(Palabras clave: Enfriamiento, viabilidad,
vitrificacién, embriones animales, criopreservacién,
ratén)

INTRODUCCION

Alo largo de las dltimas décadas, la criopreservacion
de embriones se ha consolidado como un procedimiento
fundamental para las técnicas de reproduccién asistida,
tanto en especies domésticas de interés econémico, en
especies silvestres, asi como también en animales de
laboratorio (Jin et al., 2008).

La conservacién de embriones a bajas temperaturas,
con minimo dafno a su viabilidad por tiempo
indefinido, permite aumentar el rendimiento del uso
de hembras receptoras, ya que los embriones necesitan
ser descongelados cuando y donde las receptoras estén
disponibles, en el momento apropiado del ciclo estral.
Adicionalmente, los embriones congelados pueden
ser transportados de un lugar a otro, facilitando el
traslado a nivel nacional e internacional, ya que es
factible importar y exportar material genético valioso,
a bajo costo, con minimo riesgo de transmisién de
enfermedades (Vajta y Kuwayama, 2006).

La mayoria de los embriones son almacenados a
través de dos procedimientos de criopreservacién, los
cuales se pueden clasificar de acuerdo a la velocidad
de enfriamiento y calentamiento en congelacién: lenta
y vitrificacién (Leibo, 2008).

La vitrificacién surge como un procedimiento
alternativo de criopreservacién de embriones, a través
del cual son incluidos en una solucién altamente
concentrada de crioprotectores para lograr la
solidificacién, durante el enfriamiento en pocos
segundos, mediante la inmersién directa en nitrégeno
liquido, sin la formacién de cristales de hielo. La
vitrificacién proporciona altas tasas de viabilidad
embrionaria y reducidos costos, comparado con
la técnica tradicional de congelacién lenta (Seki y

Mazur, 2009).
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conclusion, the present work gives details for the
optimization of the vitrification protocol of murine
embryos.

(Key words: Cooling, viability, vitrification, animal
embryos, cryopreservation, mice)

Desde las primeras técnicas utilizadas de
congelacién lenta hasta las mas recientes técnicas
de vitrificacién, todo proceso de criopreservacién
de embriones causa dafo celular; en tal sentido,
se reporta dafio osmético y dafio al sistema de
citoesqueleto (Vajta y Kuwayama, 2006). A pesar
de ésto, la vitrificacién constituye un procedimiento
de criopreservacién que reduce los dafios provocados
por la formacién de cristales de hielo, aumenta la
tasa de viabilidad embrionaria, es de facil ejecucién
y no requiere equipos programables de congelacién,
reduciendo asi los costos (Avila-Portillo et al.,
20006).

Una de las desventajas de la vitrificacién es la
variabilidad de protocolos reportados en el ambito
mundial, ya que constituye un proceso influenciado
por muchos factores, entre los que destacan: las
tasas de enfriamiento y calentamiento, el tipo y
concentracién de los crioprotectores, el volumen de la
muestra a vitrificar, el sistema receptor de la muestra,
entre otros, lo cual ha limitado su adopcién como
técnica de rutina (Shaw y Jones, 2003).

Muchas investigaciones en criobiologia utilizan
como modelo animal experimental especies roedoras,
como el ratén (Mus musculus), el cual resulta una
excelente alternativa en este tipo de estudios, debido
al abundante nimero de embriones que pueden
obtenerse a bajo costo, pudiendo extrapolar los
resultados a especies de mayor complejidad y costo
de produccién, como lo es la especie bovina (Yang
et al., 2007).

Con el objeto de contribuir a la optimizacién del
protocolo de vitrificacién de embriones, se determiné
qué efectos pudieran tener sobre la viabilidad
morfolégica de embriones murinos, la influencia del
volumen de la solucién, la velocidad de enfriamiento,
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el nimero de pasos y tiempo de exposicién a los
crioprotectores durante la equilibracién.

MATERIALES Y METODOS

Grupos de 8 ratones hembra (cepa NIH), fueron
simultineamente estimuladas para cada jornada de
colecta, aplicando el protocolo de superovulacién de los
roedores, colecta y clasificacién de los embriones descrito
por Cabrera et al. (2009).

Para el desarrollo de los experimentos descritos a
continuacién, se emplearon 640 embriones murinos
colectados en estadio de desarrollo de blastocito, de
excelente calidad y congelables.

Experimento I: Efecto del volumen de la solucién
de vitrificacién y la tasa de enfriamiento sobre la
viabilidad embrionaria post vitrificacién.

Un total de 128 blastocitos fue expuesto a
crioprotectores, utilizando tres pasos, con
concentraciones crecientes de etilenglicol (EG; Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) y glicerol (G; Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA) disuelto en solucién
base compuesta por Medio de Cultivo de Tejido 199
(TCM - 199; Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA)
suplementado con suero fetal bovino. L.os embriones se
expusieron a 10% (v/v) de G durante 5min en el paso
uno, 10% (/v) de G mas 20% (/v) de EG durante
5min en el paso dos, y finalmente 25% (v/v) de G mas
25% (v/v) de EG durante 30s en el paso tres.

Paralelamente, se procedié a estirar las pajuelas de
250ul. (IMV Technologies, L'Aigle, Francia), segtin
metodologia descrita por Lépez-Béjar y Lépez-Gatius
(2002) para la técnica de vitrificacion mOPS (Pajuelas
estiradas abiertas modificadas, por sus siglas en inglés).
El estiramiento de la pajuela (aproximadamente 5cm
de longitud) tuvo como finalidad reducir el didmetro
interno y el grosor de la pared, para de esta forma,
aumentar la tasa de enfriamiento y calentamiento.

Con el fin de evaluar si el volumen de la solucién
contenida en la pajuela y la velocidad a la que es
expuesta al nitrégeno liquido influyen sobre la
viabilidad embrionaria, se emplearon ocho pajuelas
conteniendo cuatro blastocitos, por cada uno de los
cuatro tratamientos estudiados. En el tratamiento 1,
las pajuelas se aspiraron con un volumen mayor, de
aproximadamente una longitud de columna de 10mm
(Figura 1), que contiene aproximadamente 2ul. de
solucién de vitrificacién, utilizdndose una tasa de
enfriamiento rapida, la cual consta de dos fases; la

primera, consiste en mantener la pajuela en vapores
de nitrégeno liquido (aproximadamente -100°C)
durante 5 min, utilizando una tasa de enfriamiento de
aproximadamente 26°C/min. Posteriormente, durante
la segunda fase, se introdujo la pajuela directamente
en el material congelante (aproximadamente -
196°C), alcanzando una tasa de enfriamiento de
aproximadamente 2880°C/min. Es de resaltar que
la tasa de enfriamiento desde el inicio del descenso
térmico fue de 45°C/min.

En el Tratamiento 2, se utilizé6 igual nimero
de pajuelas (n=8). En este caso se llenaron con
un volumen menor de solucién de vitrificacién de
aproximadamente una longitud de columna de 5mm,
que contenia aproximadamente lul. de mezcla
crioprotectora (Figura 1), utilizando igualmente una
tasa de enfriamiento rapida.

Para los dos Tratamientos restantes (3 y 4), se
utiliz6 una tasa de enfriamiento muy rapida (6780°C/
min), la cual consistié6 en sumergir las pajuelas
cargadas con la solucién de vitrificacién (Iul. y 2ul)
directamente en el nitrégeno liquido. En el tercer
Tratamiento, se evalué adicionalmente el volumen
mayor (ZuL.) y finalmente para el Tratamiento cuatro,
se evalué el volumen menor (1uL).

Luego de la equilibracién y el enfriamiento, los
pasos restantes de almacenamiento, calentamiento y
dilucién se realizaron segiin metodologia descrita por
Cabrera et al. (2008).

Finalmente, la evaluacién morfolégica de los
embriones después de la vitrificacién se realizé bajo
microscopio invertido (Axiovert 25 Carl Zeiss,
Alemania) a una magnificacién de 200X, con el objeto
de determinar la tasa de sobrevivencia o integridad
morfolégica (Hochi et al., 2001; Avila-Portillo et
al., 2006), o también denominada tasa de embriones
morfolégicamente viables (Cocero et al., 1996). Esta

Figura 1. Volumen menor (arriba) y mayor (abajo) de la solucién
de vitrificacién contenido en la pajuela
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tasa corresponde al nimero de embriones con todas las
blastémeras morfolégicamente intactas, zona pelicida
integra post vitrificacién y presencia de re-expansion
del blastocele (Mukaida et al., 2001), todo esto
con base en el nimero de embriones recuperados
post vitrificacién (Otsuka et al., 2002), clasificando
los tratamientos de acuerdo a la tasa de viabilidad
obtenida.

Experimento 2: Efecto del nimero de pasos
durante la equilibracién y el tiempo de exposicién de
los embriones a los crioprotectores sobre la viabilidad
morfolégica de embriones murinos.

Se emplearon ocho pajuelas conteniendo cuatro
blastocitos por cada uno de los 16 tratamientos
resultantes de la combinacién de los cuatro distintos
pasos de exposicién a los crioprotectores (I, 2, 3 y
4 pasos) y los cuatro tiempos de equilibracién (5,
10, 15 y 20min), utilizando 512 blastocitos en el
experimento.

En los tratamientos con un paso de equilibracién,
se utilizé una solucién con 50% de crioprotectores
(CP), constituida por 25% de EG y 25% de G. En
los tratamientos de dos pasos se emple6 20% de G
en el primer paso y 50% de CP en el segundo paso
(25% de EG y 25% de Q). Para los tratamientos
de tres pasos se utilizé6 10% de G en el primer paso,
30% de CP en el segundo paso (20% de EG y
10% de G) y 50% de CP en el tercer paso (25%
de EG y 25% de G). Finalmente, en los protocolos
con cuatro pasos se utilizé 10%, 20%, 40% y 50%
de CP, respectivamente, constituido por 10% de G
en el primer paso, 10% de EG y 10% de G en el
segundo paso. Para el tercer paso, se emple6 20% de
EGy 20% de Gy por tltimo, 25% de EG y 25% de
G en el cuarto paso.

Con relacién al tiempo empleado en los distintos
protocolos, para los tratamientos con 2, 3 y 4 pasos se
dividié el tiempo asignado para cada tratamiento (5,
10, 15 y 20 min) entre los pasos iniciales, utilizando
siempre 30s en el dltimo paso. No fue necesario dividir
el tiempo asignado en los tratamientos con | paso
(Tabla 1).

Los embriones fueron aspirados en las pajuelas
mOPS con el volumen y tasa de enfriamiento que result6
en mayor viabilidad embrionaria en el experimento 1,
procediendo luego del descenso de la temperatura de
manera similar al mencionado experimento.

Los datos obtenidos fueron analizados por la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis y Tukey,
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haciendo uso del Sistema de Analisis Estadistico SAS
(1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el experimento 1, con base en los 119 embriones
recuperados, la tasa de sobrevivencia morfolégica post
vitrificacién, comparando los dos volimenes de solucién
y las dos tasas de enfriamiento estudiadas, se encuentra
reflejada en la Tabla 2. Se observa cémo la tasa de
enfriamiento tiene influencia significativa (p<0,05)
sobre la viabilidad de los blastocitos post vitrificacién,
para lo cual es necesario el descenso de la temperatura
de manera gradual, primero colocando las pajuelas
conteniendo los embriones en vapores de nitrégeno
liquido, aproximadamente a -100°C, para luego
exponerlas a temperaturas de -196°C, al sumergirlas
en el material congelante. De esta forma se asegura,
en gran proporcién, la integridad morfolégica de los
embriones post vitrificacién.

Es interesante resaltar que solo en los protocolos de
vitrificacién con tasa de enfriamiento muy rapida, hubo
presencia de embriones con dafios severos en la zona
pelicida. A su vez, se observé un dafio marcado en el
citoplasma de las blastémeras, indicando que el cambio
brusco de la temperatura durante el enfriamiento,
deteriora severamente al embrién.

La ruptura fisica de la zona pelicida es causada
por estrés mecanico producido por los cambios no
uniformes de volumen, de la solucién de vitrificacién,
mientras cursan cambios muy rapidos de temperatura.
Si el dafio fisico es limitado a la zona peldcida, en
algunas especies como la murina, esos embriones
pueden sobrevivir, pero una zona pelicida intacta
contribuye con la prevencién de infecciones durante
la transferencia de los embriones (Kasai et al.,
1996).

Dicho efecto fue corroborado por Donnay et al.
(1998), quienes reportaron que las fracturas ocurren
cuando soluciones de altas concentraciones son
enfriadas rdpidamente al sumergirlas abruptamente
en nitrégeno liquido. En contraste, en una solucién
de similares concentraciones, raramente la zona
pelicida se fractura cuando se enfria en los vapores
del nitrégeno liquido durante 2 min, seguido luego
de la inmersién en nitrégeno liquido.

Por su parte, Han et al. (2008) reportaron que la
mayor desventaja de colocar la pajuela directamente
en nitrégeno liquido, es que provoca una violenta
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Tabla 1. Protocolos de vitrificacién, de acuerdo al niimero de pasos y tiempo durante la equilibracién

Pasos
Tiempo de 1 2 3 4
Equilibracién 50% CP 20%-50% CP 10%- 30%- 50% CP 10%-20%-40%-50% CP
5 min 5 min 5 min-30 s 2,5 min-2,5 min-30 s 1,7 min-1,7 min-1,7 min-30 s
10 min 10 min 10 min-30 s 5 min-5min-30 s 3,3 min-3,3 min-3,3 min-30 s
15 min 15 min 15 min-30 s 7,5 min-7,5 min-30 s 5 min-5 min-5 min-30 s
20 min 20 min 20 min-30 s 10 min-10 min-30 s 6,7min-6,7 min-6,7 min-30 s

vaporizacién del nitrégeno alrededor de la superficie
de la pajuela, formando una especie de “cubierta de
vapor”, la cual actdia como una capa aislante de calor,
en consecuencia, el coeficiente de transferencia de
calor; entre la superficie de la pajuela y el nitrégeno
liquido es muy limitado.

Previamente, Kasai et al. (1996), no observaron
dafio a la zona pelicida de blastocitos murinos al
someterlos a enfriamiento en vapores de nitrégeno
liquido, atn al exponerlos al tratamiento extremo de
diez veces consecutivas al proceso de enfriamiento y
calentamiento. Sin embargo, la incidencia de dano
de zona pelidcida se increment6 significativamente al
sumergir los embriones directamente en el nitrégeno
liquido. Por el contrario, Mello et al. (1999),
obtuvieron mayor tasa de viabilidad embrionaria al
someter los embriones directamente en nitrégeno
liquido.

En el presente experimento en varias ocasiones,
la pajuela fue afectada por este cambio brusco de

Tabla 2. Tasa (%) de viabilidad morfolégica de embriones
murinos post vitrificacién de acuerdo a la tasa de enfriamiento y
volumen de la solucién de vitrificacién utilizada

Embriones Embriones
Protocolo de .
Vitrificacién recuperados viables
(n) (%; [n])
Rapido-1uL. 32 81,3 [26]°
Rapido-2ul. 30 76,7 [23]®
Muy Rapido-1ul. 29 13,8 [4]°®
Muy Rapido-2uL 28 0 [0]®
Total 119

a b Valores con diferente superindice en la misma columna, son
significativamente diferentes (p<<0,05).

temperatura, provocado por la tasa de enfriamiento
muy rapida, observdndose grietas en la porcién
mas delgada de la misma, poniendo en riesgo la
pérdida de la solucién de vitrificacién que contiene
los embriones.

Aunque el volumen de la solucién de vitrificacién
es uno de los factores que determinan la velocidad
de enfriamiento, permitiendo alcanzar el estado
vitreo y disminuyendo la posibilidad de formacién
de cristales de hielo (Liebermann et al., 2002), en
este experimento no se evidencié efecto (p>0,05)
de los dos volimenes estudiados (Zul. y 1wl.). Sin
embargo, la combinacién de tasa de enfriamiento
rapida y volumen de la solucién menor, fue la que
proporcioné mayor tasa de viabilidad embrionaria
(81,3%; p<0,05).

Rios et al. (2010), al igual que en este experimento,
no encontraron diferencias significativas al comparar
dos volimenes de solucién de wvitrificacién 0,5ul.
y luL. En otra investigacién, Yang et al. (2007)
evaluaron un mayor rango de longitud de la
columna de solucién de vitrificacién, desde 3mm
hasta 20mm, demostrando que el volumen de la
solucién de vitrificacién contenido en la pajuela no
tiene influencia sobre la viabilidad embrionaria,
cuando la longitud de la columna de solucién es <
a 10mm (3, 5, 7 y 10mm). Sin embargo, cuando la
longitud de la solucién es = a 12mm (12, 15, 17
y 20mm), se presenté un descenso de la viabilidad
post vitrificacién.

En conclusién, aunque el volumen de la solucién
no tuvo influencia, la tasa de enfriamiento si afecté
la viabilidad embrionaria post vitrificacién, ya
que embriones sometidos a tasas de enfriamiento
rapidas (45°C/min), presentaron tasas de viabilidad
mayores (79%; p<0,05), al compararlas con tasas
de viabilidad morfolégica menores (7%), logradas al
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someter los embriones a tasas de enfriamiento muy
rapidas (6780°C/min).

En el experimento 2, al evaluar los 469 embriones
recuperados, se observé diferencia significativa
(p<0,05) entre los tiempos y pasos de exposicién a
crioprotectores sobre la viabilidad embrionaria post
vitrificacién (Tabla 3). En tal sentido, al colocar
los embriones en contacto, en un solo paso, con los
agentes crioprotectores, no se favorecié la viabilidad,
ya que ningin embrién presenté morfologia normal
posterior al proceso de vitrificacién.

Al exponer los embriones, en un solo paso,
a la alta concentracién de crioprotectores de la
solucién, se crea un cambio osmético muy brusco
en las blastémeras, evidenciado por la contraccién
inmediata del embrién al tomar contacto con la
solucién de witrificacién, reduciendo la viabilidad
post vitrificacién, posiblemente por un excesivo estrés
osmético (Ali y Shelton, 1993). De igual forma,
Boggio y Caorsi (2002), vitrificaron embriones
ovinos en distintos estadios de desarrollo, utilizando

Tabla 3. Tasa (%) de viabilidad morfolégica de embriones post
vitrificacién, de acuerdo al niimero de pasos y tiempo durante la
equilibracién

Protocolo de Embriones Embriones

Vitrificacién recuperados (n) viables (%; [n])
| paso-5min 29 0[0]®

I paso- 1 Omin 28 0[0]¢

| paso-15min 32 0[0]¢

1 paso-20min 24 0[0]®
2pasos-5min 28 0[0]®
2pasos- 10min 32 93,8 [30]*
2pasos-15min 30 30,0 [9]¢
2pasos-20min 29 0[0]¢
3pasos-5min 29 51,7 [15]¢
3pasos-10min 32 81,3 [26]"
3pasos- 1 5min 30 66,7 [20]°
3pasos-20min 28 17,9 [5]f
4pasos-5min 28 85,7 [24]"
4pasos-10min 31 71,0 [22] ¢
4pasos-15min 29 0[0]®
4pasos-20min 30 0[0]¢

Total 469

a, b, c, d, e, f, g, Valores con diferente superindice en la misma
columna, son significativamente diferentes (p<0,05)
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un solo paso de equilibracién, obteniendo porcentajes
de viabilidad muy cercanos a cero.

Al aumentar los pasos de equilibracién, en este
experimento se observé un incremento en la tasa de
viabilidad de los embriones. Protocolos con 2, 3 y
4 pasos proporcionaron altas tasas de embriones
morfolégicamente viables.

Con el Tratamiento 2 pasos-10min se observé la
mayor tasa de viabilidad (93,8%; p<0,05) de los
embriones post vitrificacién, es decir, blastocitos con
la zona pelicida integra, blastémeras bien definidas,
sin dano aparente en las uniones intercelulares,
células del trofoectodermo yuxtapuestas a la zona
pelicida, con reducido espacio perivitelino, re-
expansién del blastocele y un macizo celular interno
bien delimitado; considerandose éste (2 pasos), el
niimero minimo necesario para asegurar la viabilidad
de los embriones post vitrificacién.

Resultados similares obtuvieron Lépez-Béjar
y Lépez-Gatius (2000), quienes trabajando con
conejos compararon varias soluciones de equilibracién
en uno o dos pasos, comprobaron que la exposicién
en varios pasos mejoré la viabilidad in vitro de
embriones.

A medida que se incrementa el nimero de pasos
en el protocolo, la diferencia de concentracién de
crioprotectores entre las gotas de equilibracién es
menor. De esta forma, al utilizar 2 pasos, se emplearon
dos concentraciones: 20% y luego 50%. Para 3 pasos
se utilizé 10%, 30% y 50%, y por dltimo para 4
pasos se emplearon 10%, 20%, 40% y 50%. En tal
sentido, al colocar en contacto los blastocitos en las
gotas de crioprotectores, se evidencia, en primer lugar,
que los embriones flotan durante aproximadamente
5s, sedimentandose posteriormente en forma lenta
en el fondo de la placa, siendo este descenso mucho
mas lento a medida que la concentracién de los
crioprotectores es mayor, debido a la viscosidad de
la solucién.

De igual forma, al sumergirse el embrién en
la mezcla crioprotectora se evidencia una pequena
contracciéon de su didmetro, reduciendo en un 40%,
aproximadamente, el volumen isoténico del blastocito,
perdiendo la forma esférica y adquiriendo formas
elipsoidales durante aproximadamente 1min. Esto
debido a que el ambiente hiperosmético favorece
la deshidratacién de las células, sabiendo que
la permeabilidad de la membrana celular de los
embriones al agua es 2000 a 3000 veces mayor que la
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del crioprotector mas permeable (Kaidi et al., 2000),
es decir, el agua abandona la célula mas rapidamente
que el ingreso del crioprotector a la misma.

La contraccién de las blastémeras es detenida al
momento de balancear el exflujo de agua y el influjo
de crioprotector, seguido de una lenta expansién, a
medida que el crioprotector continia penetrando
al citoplasma celular al igual que penetra agua.
Estas modificaciones en el volumen del blastocito
son repetidas en las siguientes gotas, llegando al
mas alto grado de deshidratacién en la dltima gota,
observandose siempre un didimetro menor de la masa
celular, a medida que aumenta la concentracién
de los crioprotectores. Este comportamiento fue
de manera similar descrito por Zhu et al. (1993),
quienes resaltan que en los protocolos de dos o mas
pasos estas variaciones en el volumen son graduales,
deteriorando en menor intensidad a la célula.

En tal sentido, Kaidi et al. (2000) reafirman
que la adicién y remocién de los crioprotectores
debe ser progresiva para reducir el choque osmético
generado por el movimiento rapido de agua a través
de la membrana. A su vez, Mahmoudzadeh et
al. (1995), aseveran que un posible método para
reducir los dafios por el efecto solucién durante la
vitrificacién, es la exposicién de los embriones a los
crioprotectores bajo la modalidad de pasos, en los
cuales se incrementa sucesivamente la concentracién
de los crioprotectores, combinado con el descenso del
tiempo de exposicién.

Con relacién al tiempo de exposicién a los
crioprotectores en este experimento, perfodos de
equilibracién muy prolongados de 20 min, presentaron
reducidos niveles de viabilidad embrionaria. Por el
contrario, exposiciones de 10 min proporcionaron
los mejores resultados. Resultados similares reportan
Valdez et al. (1990), quienes evaluaron en blastocitos
murinos tres tiempos de equilibracién (5, 10 y
20min), obteniendo superiores niveles de viabilidad
al exponer los embriones a los crioprotectores, durante
10min.

Sin embargo, existen publicaciones que refieren
tiempos de exposicién reducidos con 6ptimos
resultados, como resefia Koyama et al. (2008).
Esos investigadores evaluaron dos tiempos de
equilibracién, utilizando embriones bovinos,
quienes probaron un primer tiempo corto, de Imin
y uno mas prolongado de 5min, en dos pasos; no
obteniendo diferencias significativas con relacién a

la apariencia morfolégica post vitrificacién (94,0%
y 94,1%, respectivamente) . Adicionalmente, si hubo
diferencias con relacién a la tasa de re-expansién,
siendo mayor para aquellos embriones equilibrados
en el periodo corto (90% y 85,9%, respectivamente).
De igual forma, Manjunatha et al. (2009),
trabajando en embriones bubalinos producidos in
vitro, reportaron mejores resultados al utilizar 4 min
como tiempo de exposicién, con un procedimiento de
vitrificacién en dos pasos con 25% de EG + 25%
de G, obteniendo 58,5% y 40,3% de expansién y
eclosién, respectivamente, al comparar tres tiempos
de exposicién (2, 4 y 6 min).

En conclusién, es necesario disefiar protocolos de
vitrificacién en los que se invierta el menor tiempo
posible y con menos manipulacién de los embriones,
es decir, menos pasos de equilibracién, sin detrimento
de la viabilidad embrionaria, logrando de esta forma
simplificar el proceso. En tal sentido, el protocolo 2
pasos- 1 Omin estadisticamente fue superior y reduce
la manipulacién de los embriones a sélo 2 pasos,
considerandose el protocolo de eleccién en nuestro
caso.
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