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Efecto de la concentracion de crioprotectores
sobre la viabilidad post vitrificacion
de embriones murinos (Mus musculus)

Effect of cryoprotectant concentration on the post vitrification
morphological viability of murine embryos (Mus musculus)

Maria Y Martinez A’, Pedro Cabrera T2, Adriana Fernandez?, Thais Diaz?, Isis Vivas®, Yuraima Reyes*
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RESUMEN

Con la finalidad de determinar la mejor solucion de vitrifica-
cion (SV), usando Etilenglicol (EG), Glicerol (G) y Sucrosa
(SUC), se evalué la apariencia morfolégica post vitrificacion
de embriones murinos (Mus musculus). Ocho mezclas dife-
rentes de crioprotectores fueron evaluadas, con las si-
guientes concentraciones: SV1: 0% de crioprotectores;
SV2: 50% EG; SV3: 50% G; SV4: 50% SUC; SV5: 25% EG
+25% G; SV6: 50% EG + 0,3M SUC; SV7: 50% G + 0.3M
SUC y SV8: 25% EG + 25% G + 0,3M SUC. El mayor nu-
mero de embriones (94,7%) con apariencia morfolégica
normal, fueron los equilibrados con SV5. No hubo diferencia
significativa entre la SV8 (88,9%) y la SV5. Mientras que los
embriones criopreservados con las soluciones restantes,
presentaron viabilidad morfolégica mas baja (p<0,05). Estos
resultados sugieren que la SV5 provee mejor tolerancia al
proceso de vitrificacion, observandose en los embriones la
mas alta viabilidad y la mas baja frecuencia de anormali-
dades morfolégicas. Estos hallazgos contribuyen de mane-
ra importante, en la seleccion de los crioprotectores para la
vitrificacion.
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SUMMARY

In order to determine the best vitrification solution (VS),
using ethylene glycol (EG), glycerol (G) and sucrose (SUC),
the post vitrification morphology in murine embryos (Mus
musculus) was evaluated. Eight different mixtures of these
chemicals, with the following concentrations: VS1: 0%; VS2:
50% EG; VS3: 50% G; VS4: 50% SUC; VS5: 25% EG +
25% G; VS6: 50% EG + 0.3M SUC; VS7: 50% G + 0.3M
SUC and SV8: 25% EG + 25% G + 0.3M SUC, were used.
VS5 was the solution with the highest percentage (94,7%) of
embryos with normal morphology. There were no significant
differences between the VS8 (88.9%) and VS5. However,
embryos cryopreserved with the other solutions had a lower
morphological viability (p<0.05). These results suggest that
VS5 provides embryos with better tolerance to the vitrifica-
tion process, because a higher viability and lower frequency
of morphological abnormalities were present. These fin-
dings provide details of great importance to the selection of
cryoprotectants for vitrification.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de embriones representa un
procedimiento basico en las técnicas de reproduccién
asistida, en especies domésticas de interés econémico,
especies silvestres y en animales de laboratorio (1).

El procedimiento mas frecuentemente utilizado para
criopreservar embriones es la congelacion lenta, sin
embargo, han surgido nuevas alternativas de criopreser-
vacion embrionaria, como la vitrificacion. Este ultimo
método de criopreservacion es extremadamente rapido,
en el cual los embriones son incluidos en soluciones alta-
mente concentradas de crioprotectores y sumergidos en
nitrégeno liquido, demorandose sdélo unos segundos en
congelarse (2). De esta manera, se logra la solidificacion
de la solucién crioprotectora, al tomar contacto con el
material congelante, debido al aumento extremo de su
viscosidad, lo cual evita la formacion de cristales de hie-
lo, permitiendo que la solucién cambie del estado liquido
a un estado vitreo (3).

La vitrificacion, como toda técnica de criopreserva-
cion consta de cinco pasos fundamentales, como son: la
equilibracién, el enfriamiento, el almacenamiento, el ca-
lentamiento y por ultimo la diluciéon, constituyendo un
proceso complejo en el cual se encuentran involucradas
gran cantidad de variables (4) (5). En tal sentido, la estra-
tegia mas eficiente para mejorar los porcentajes de viabi-
lidad embrionaria durante la vitrificacion esta basada en
la equilibracion (6), constituyendo un punto clave en todo
el proceso, ya que consiste en la exposicion de los em-
briones a los crioprotectores contenidos en la solucion
de vitrificacion, resaltando que los embriones sobreviven
a la vitrificaciéon solamente cuando son suspendidos en
una solucién con uno o varios solutos crioprotectores (7).

Una tasa de vitrificacion aceptable puede ser obteni-
da con altas concentraciones de un solo crioprotector,
pero estas concentraciones son frecuentemente téxicas
para los embriones (8). El desafio, es encontrar solutos o
una mezcla de solutos que permita obtener una solucién
vitrificable que no sea téxica a las células (9).

A pesar de las ventajas de la vitrificacion y las bonda-
des de los crioprotectores como el etilenglicol, el glicerol
y la sucrosa, en la actualidad existen abundantes dife-
rencias entre los laboratorios a nivel mundial, con rela-
cion a las concentraciones utilizadas. Por tal motivo, el
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objetivo del presente trabajo ha sido establecer las con-
centraciones optimas de los crioprotectores etilenglicol,
glicerol y sucrosa que garanticen la viabilidad de embrio-
nes murinos post vitrificacion.

MATERIALES Y METODOS

Se escogieron ratones hembra virgenes de la cepa
NIH (National Institute of Health), con un rango de edad y
peso entre seis a ocho semanas y 17 a 20g respectiva-
mente. Ademas, fueron utilizados ratones macho de la
misma cepa, con una edad promedio de ocho semanas,
a los cuales previamente se les comprob¢ su fertilidad,
mediante exposicion a hembras y nacimiento de crias
viables.

Grupos de ocho ratones hembra, fueron simultanea-
mente estimulados para cada jornada de colecta, apli-
cando el protocolo de superovulacion de los roedores,
colecta y clasificacion de los embriones (10).

Experimento 1: Efecto de la solucién de vitrificacion
sobre la viabilidad de los embriones post vitrificacion.

Un total de 160 embriones murinos colectados en
estadio de desarrollo de blastocito de excelente calidad y
congelable, fueron expuestos a uno o a mezclas de tres
tipos de crioprotectores (CP), Etilenglicol (EG), Glicerol
(G) y Sucrosa (SUC). Grupos de 20 embriones fueron
sometidos durante la fase de equilibracion (exposicion a
los crioprotectores) a uno de los 8 tipos de solucién de vi-
trificacion (SV) descritos en la Tabla 1, expuestos en tres
pasos, con una duracion de 5min, 5min y 30s respecti-
vamente.

Al finalizar la equilibracion, los embriones se aspira-
ron en pajuelas mOPS (modified open pulled straw, pa-
juela plastica de 0,25uL sometida a calor para reducir su
diametro interno aproximadamente a la mitad, al ser
estirada), almacenando cuatro embriones por pajuela
mOPS, para un total de 40 pajuelas, cerciorandose que la
columna de solucion contentiva del embrion se ubico en
la porcidon mas delgada de la pajuela, procediendo final-
mente a sellar el extremo abierto con alcohol polivinilico.

Las pajuelas, en la fase de enfriamiento, se expusie-
ron durante 5min a vapores de nitrégeno liquido, antes
de ser sumergidas en el material congelante, almace-
nandolas durante un tiempo promedio de 4h.




MARIAY MARTINEZ A, PEDRO CABRERA T, ADRIANA FERNANDEZ, THAIS DIAZ, ISIS VIVAS, YURAIMA REYES. Efecto de la concentracion
de crioprotectores sobre la viabilidad post vitrificacion de embriones murinos (Mus musculus). Rev. Inst. Nac. Hig. “Rafael Rangel”, 2011; 42 (1): 35-42

Tabla 1
Concentraciones de crioprotectores de las soluciones de vitrificacion de acuerdo a los pasos de equilibracion

Solucioén de Paso 1 Paso 2 Paso 3
Vitrificacién (5 min) (5 min) (30 s)

SV1 0% CP 0% CP 0% CP

Sv2 10% EG 30% EG 50% EG

SV3 10% G 30% G 50% G

SVv4 10% SUC 30% SUC 50% SUC

SV5 10% G 20% EG; 10% G 25% EG; 25% G

SV6 10% EG 30% EG; 0,3 M SUC 50% EG; 0,3 M SUC

Sv7 10% G 30% G; 0,3M SUC 50% G; 0,3 M SUC

SVv8 10% G 20% EG; 10% G; 0,3 M SUC 25% EG; 25% G; 0,3 M SUC

Durante la fase de calentamiento, la pajuela es ex-
traida del nitrégeno liquido y mantenida durante apro-
ximadamente 5s a temperatura ambiente.

Durante la fase de dilucion (remocion de los criopro-
tectores), el contenido de las pajuelas se expuso a tres
soluciones contentivas de concentraciones decrecientes
de sucrosa (1; 0,5y 0,25M), manteniendo los embriones
sumergidos por un lapso de 5min en cada solucién, to-
mando en cuenta en este paso, la tasa de recuperacion
de embriones, es decir, el nUmero de embriones obteni-
dos de la pajuela en relacion al numero de embriones
cargados en la misma, previo al enfriamiento (11).

Finalmente, luego del proceso de dilucion, los em-
briones fueron evaluados con un microscopio invertido a
una magnificacion de 200X, con el objeto de determinar
la tasa de sobrevivencia morfoldgica (12). Dicha tasa co-
rresponde al nimero de embriones con todas las blas-
tdmeras morfolégicamente intactas, la zona pelucida
integra y con re-expansion del blastocele post vitrifica-
cioén (13), todo esto con base en el nimero de embriones
recuperados post vitrificacion (14).

Asimismo, se procedid a cuantificar la presencia de
anormalidades morfoldgicas y sus tipos.

Experimento 2: Efecto de la mezcla de crioprotecto-
res sobre la formacion de cristales de hielo y resistencia
a la deformacion.

Con la finalidad de comprobar la capacidad que
tiene la solucion de vitrificacion de formar cristales de
hielo, se procedi6 a llenar una pajuela mOPS por cada
una de las ocho soluciones estudiadas en el Experi-
mento 1, observando la apariencia macroscoépica de las
soluciones luego de la inmersion en nitrégeno liquido,
detallando la presencia o ausencia de cristales de hielo
de acuerdo a la opacidad o transparencia presente en la
columna de solucién, respectivamente. Denominando a
la solucion transparente como una solucién con vitrifi-
cacioén aparente.

Adicionalmente, dicha solucion transparente con
menor capacidad de formacion de cristales de hielo, se
le comprobd su resistencia a la deformacién, procedien-
do a sumergir una gota de aproximadamente 200uL de
dicha solucion en una placa de Petri plastica con nitrége-
no liquido, para realizarle presion con una pinza metélica
posterior al enfriamiento, y de esta forma comprobar la
consistencia de la solucion ya solidificada. Se utilizé una
gota de la SV1 como solucién control.

Los datos obtenidos fueron analizados tanto por la
prueba de proporciones como por la prueba no paramé-
trica de Kruskal Wallis, haciendo uso del Sistema de
Analisis Estadistico (SAS, 1998).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se vitrificaron 160 embriones murinos, en estadio de
blastocito, procesando cinco repeticiones para cada uno
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de los ocho tratamientos estudiados (pajuelas contenien-
do cuatro embriones).

La tasa de recuperacion total fue de 90% (144/160)
de los embriones inicialmente criopreservados, no va-
riando esta tasa significativamente en las 40 pajuelas
vitrificadas, corroborando el caracter repetible de la
técnica.

Del total de 144 embriones recuperados, 17 fueron
vitrificados en ausencia de crioprotectores, mientras que
127 blastocitos fueron previamente equilibrados hacien-
do uso de tres distintos crioprotectores (etilenglicol, glice-
rol y sucrosa) antes de la vitrificacion; en tal sentido, es
importante resaltar la necesidad del uso de crioprotecto-
res antes del proceso de criopreservacion, ya que ningun
embridn presento caracteristicas morfolégicas de viabili-
dad (0%; 0/17) en ausencia de crioprotectores, siendo
significativamente superior (p<0,05), el nimero de em-
briones viables haciendo uso de estos compuestos, re-
portandose 60,6% (77/127) de viabilidad morfologica.

Estos valores se correlacionan con estudios anterio-
res realizados, quienes reportan que el enfriamiento de
embriones a temperaturas bajo cero sin proteccion,
puede destruir a la mayoria de las células debido al da-
fio ocasionado por la formacion de los cristales de hielo
(5). Asu vez, se reporta que el efecto protector de los
agentes crioprotectores se debe a la reduccion del dafio
ocasionado por el efecto solucién y la congelacion intra-
celular, ademas de la disminucién de la temperatura a la
cual la congelacion intracelular ocurre y un efecto esta-
bilizador de las membranas celulares (6).

Con relacion a las siete soluciones de vitrificacion del
experimento, que contenian crioprotectores (Tabla 2);
podemos resenar que las soluciones SV2, SV3y SV4
estaban constituidas por un solo crioprotector etilengli-
col, glicerol y sucrosa, respectivamente, observandose
numéricamente una mayor tasa de viabilidad embriona-
ria en la solucion compuesta por etilenglicol, al igual que
en el trabajo expuesto (15), quien al evaluar etilenglicol,
dimetilsulfoxido y 1,2-propanediol obtuvo mejor resultado
con el primero, ya que el etilenglicol es el crioprotector de
mas bajo peso molecular, mas permeable y menos toxi-
o, entre los evaluados.

Al evaluar las soluciones formadas por mezcla de
crioprotectores (SV5, SV6, SV7 y SV8), observamos que
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cuando se utiliza la SV5 (25% de glicerol mas 25% de
etilenglicol) y SV8 (25% de glicerol, 25% de etilenglicol
mas 0,3M de sucrosa), se obtiene mayor nimero de blas-
tocitos (n= 18 y 16, respectivamente; p<0,05), con apa-
riencia morfolégica normal post vitrificacion, con lo cual la
mezcla contribuyd a que los embriones soportaran mejor
el proceso de criopreservacion, obteniéndose 94,7% y
88,9% de blastocitos normales, respectivamente.

Este resultado fue similar al obtenido por los autores
(16), quienes al evaluar el desarrollo in vitro de embrio-
nes de conejo hasta el estadio de blastocito expandido,
sometidos previamente a diferentes soluciones de vitrifi-
cacion, obtuvieron un porcentaje mas elevado de viabili-
dad en los embriones sometidos a 25% de glicerol y 25%
de etilenglicol (79,2%), no existiendo diferencia significa-
tiva con la solucidn compuesta por 4,5M de etilenglicol
mas 0,25M de sucrosa (76,5%), siendo estas dos solu-
ciones superiores, entre un total de cinco mezclas de
criopreservacion evaluadas.

En la mayoria de las soluciones de vitrificacion de
embriones mamiferos, el etilenglicol es el crioprotector
de eleccion inicial para formar la mezcla, siendo el mas
extensamente usado, debido a que es mas permeable,
menos toxico y mas efectivo (17). En la SV5 el glicerol
tiene accion protectora primaria sobre la membrana cito-
plasmatica, debido a la menor permeabilidad del glicerol;
mientras que un agente mas permeable como el Etilen-
glicol, protege las estructuras intracelulares (18).

En nuestro experimento, las tres mayores tasas de
sobrevivencia morfoldgica fueron aquellas de los embrio-
nes sometidos a soluciones compuestas por combina-
cion de varios crioprotectores, ya que generalmente las
mezclas de crioprotectores vitrifican a bajas concentra-
ciones, siendo asi probablemente menos téxicas (8).

Resultado similar al reportado por los autores (19),
quienes vitrificaron embriones bovinos con tres solucio-
nes, la primera con un solo crioprotector permeable
(40% de EG), la segunda compuesta por 25% EG + 25%
de Dimetilsullféxido (DMSO) y la ultima solucion de vitri-
ficacion contenia 20% de EG + 20% de DMSO + 10% de
Butanediol (BD), resaltando que aunque la concentra-
cion final permanece similar entre las tres soluciones, el
efecto de adicionar distintos crioprotectores permeables
a la solucion, disminuye la toxicidad reflejandose en el
incremento de la viabilidad embrionaria (44,0%; 70,1% y
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Tabla 2

Tasa (%) de viabilidad morfolégica de embriones murinos post vitrificacién de acuerdo
a las diferentes soluciones de vitrificacion utilizadas

Solucion Embriones Embriones Embriones no

de Vitrificacién recuperados (n) viables (%; [n]) viables (%; [n])
SV1 17 0(0) 100 (17)
SV2 18 72,2 (13) 27,8 (5)
SV3 19 63,2 (12) 36,8 (7)
SV4 16 0(0) 100 (16)
SV5 19 94,7 (18) 53(1)
SV6 18 77,8 (14) 22,2 (4)
Sv7 19 21,1 (4) 78,9 (15)
SV8 18 88,9 (16) 11,1 (2)
Total 144

71,9%; respectivamente), ya que la permeabilidad de
cada crioprotector es incrementada en la presencia del
otro (18).

Al probar el efecto de la adicién de sucrosa a la solu-
cioén de vitrificacion (Tabla 2), se observd numéricamente
un aumento en la tasa de viabilidad embrionaria post vi-
trificacion; esto se demuestra al comparar la SV2 com-
puesta solamente por etilenglicol (72,2%) con la SV6
conteniendo etilenglicol mas sucrosa (77,8%). Este
resultado fue similar al encontrado (20), los cuales repor-
tan que al adicionar sucrosa al medio crioprotector, mejo-
raron la tasa de viabilidad post vitrificaciéon. Similarmente,
otro estudio (21), el cual demostré tasas de sobreviven-
cia superiores en el medio de congelacién que contenia
sucrosa (disacarido) al 0,1M, al compararlo con un me-
dio conteniendo xilosa (monosacérido) y un medio sin
suplementacioén de azucar. La adicién de un azucar co-
mo la sucrosa, el cual no penetra la membrana celular,
en una solucion de vitrificacidon a base de etilenglicol,
promueve la deshidratacion celular (22).

Sin embargo, en nuestro experimento se presento
una disminucién (p<0,05) en la tasa de viabilidad embrio-
naria post vitrificacion, al evaluar el mismo parametro
entre la SV3 (glicerol; 63,2%) vs. la SV7 (glicerol mas su-
crosa; 21,1%). Mientras que, entre la SV5 (etilenglicol
mas glicerol; 94,7%) y la SV8 (etilenglicol, glicerol mas

sucrosa; 88,9%), aunque se presentd una disminucién
numérica en el experimento, no existe diferencia signifi-
cativa (p>0,05), siendo este ultimo resultado similar al
obtenido anteriormente (16), quienes no encontraron
diferencia al adicionar la sucrosa a la solucioén de vitrifica-
cion, al igual que la investigacion realizada con embrio-
nes bovinos (22).

Adicionalmente, es interesante resaltar estudios
donde obtuvieron aumento de la viabilidad post vitrifica-
cién al adicionarle sucrosa a una solucién de etilenglicol
para la vitrificacion de embriones bovinos (23); sin em-
bargo, al igual que en nuestro ensayo al comparar otro
crioprotector distinto al etilenglicol, la adicion del azucar
no mejoro la sobrevivencia embrionaria.

Se ha reportado que la adicion de macromoléculas
especificas o azucares, puede alterar las caracteristicas
de permeabilidad de ciertas soluciones de crioprotectores
(19). Debido a esto puede presentarse variabilidad en la
viabilidad post vitrificacion, dependiendo cual crioprotec-
tor permeable se use en combinacion con el azicar.

Con relacion a los embriones no viables, a través de
microscopia de luz se identificaron cuatro tipos de alte-
raciones morfolégicas: a) degeneracion parcial de la
masa celular, es decir, presencia del 50% o menos de
las blastémeras con citoplasma granular y membrana
plasmatica indistinguibles; b) degeneracion total de las
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blastomeras, correspondiente a blastocitos que presen-
taban mas del 50% de las blastdbmeras con citoplasma
granular y membrana plasmatica indistinguibles; c) au-
sencia de la zona pelucida, refiriéndose a aquellos em-
briones que perdieron un fragmento de la cubierta
glicoproteica, y d) fractura de zona pelucida, definiéndo-
se esta anormalidad como la presencia de una o mas
fisuras en la zona pelucida.

En las ocho soluciones estudiadas se presento al
menos una de las anormalidades morfolégica menciona-
das (Tabla 3), siendo la SV5 la mezcla crioprotectora que
presento la menor tasa (5,3%) de anormalidades morfo-
I6gicas en el experimento.

Es importante resaltar que la solucion de vitrificacion
4, la cual contenia solamente sucrosa, no presentoé nin-
gun embrion morfolégicamente viable, esto debido a que
el alto peso molecular, no permite que el azucar penetre

el interior de las blastémeras y por lo tanto no ejerza un
correcto efecto deshidratador, ademas como consecuen-
cia de la alta viscosidad de la solucion, fue dificil la mani-
pulacion de los embriones en esta solucion.

Experimento 2: Efecto de la mezcla de crioprotecto-
res sobre la formacion de cristales de hielo y resistencia
a la deformacion.

La inspeccion visual de las soluciones de vitrificacion
(Figura 1), permitié evidenciar como a medida que la so-
lucion favorece la formacion de cristales de hielo, ésta
presentd una apariencia opaca, mientras que soluciones
transparentes carecen de cristales de hielo; en tal senti-
do, evidenciamos como la SV5 (EG + G) presentd una
apariencia completamente transparente, seguida de la
SV2 que contenia etilenglicol, la SV3 que contenia glice-
rol y la SV1 que contenia solucion base.

Tabla 3

Tasa (%) de anormalidades morfolégicas de embriones murinos post vitrificacién
expuestos a diferentes soluciones de vitrificacion

Embriones Embriones Embriones Embriones
Solucion parcialmente completamente con ausencia con fractura
de degenerados degenerados de zona pelucida de zona pelucida
Vitrificacion (%; [n]) (%; [n]) (%; [n]) (%; [n])
SV1 0(0) 88,2 (15) 11,8 (2) 0(0)
SvV2 5,6 (1) 11,1 (2) 11,1 (2) 0(0)
SV3 10,5 (2) 21,0 (4) 0(0) 53 (1)
Sv4 43,7 (7) 25 (4) 31,3 (5) 0(0)
SV5 0(0) 0(0) 0(0) 53(1)
SV6 11,1 (2) 11,1 (2) 0(0) 0(0)
Sv7 26,3 (5) 42,1 (8) 53 (1) 53 (1)
SV8 55(1) 0(0) 0(0) 55(1)

SVi  SV2

SV3

SV4

SV5

S

V6  SV7 S

V8

Figura 1. Pajuelas mOPS sumergidas en nitrégeno liquido conteniendo las soluciones de vitrificacion.
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Es importante resaltar que las SV4, SV6, SV7 y SV8,
presentaron una apariencia opaca, coincidiendo con las
soluciones que contenian sucrosa, correlacionandose
esto con la aseveracion expuesta (3), refiere que la pre-
sencia de un azucar en la mezcla crioprotectora altera
las propiedades fisicas de la solucion de vitrificacion y
con otro estudio en el cual se expone que una solucién
compuesta por etilenglicol y glicerol, al reemplazar el
ultimo crioprotector con sucrosa observaron un marca-
do incremento de la cristalizacion, permaneciendo la pri-
mera mezcla transparente después de la inmersion en
nitrégeno liquido, y la segunda presentd una intensa
apariencia opaca (24).

Algunos autores a su vez (25), evaluaron soluciones
de etilenglicol con 0,25; 0,5 6 1M de sacarosa, haciendo
referencia que la solucion con 0,25M de azicar perma-
necié con una apariencia transparente post vitrificacion,
mientras que las restantes soluciones presentaron una
apariencia opaca, no variando significativamente la via-
bilidad embrionaria. En nuestro experimento, todas las
soluciones que contenian sucrosa presentaron un alto
grado de cristalizacion pudiéndose deber a una alta con-
centracion de sucrosa la cual fue de 0,3M para todas.

Posteriormente, al sumergir en nitrégeno liquido una
gota de SV5 (Figura 2), por ser la Uinica solucién que per-
manecio sin cristalizacion durante el enfriamiento, se
pudo corroborar la apariencia transparente de la solu-
cion, observando que al ejercerle presion presentd una
consistencia pastosa (vitrea), al contrario de la SV1 que
se us6 como solucion control que presentaba una apa-
riencia blanquecina y una consistencia bastante dura, lo
que estuvo correlacionado con el alto grado de cristaliza-
cion presente. Es importante destacar, que la apariencia
transparente permanecié durante el enfriamiento y el
calentamiento. La vitrificacion es la solidificacion de una
solucién sin cristalizacion, en tal sentido, para la criopre-
servacion de células por vitrificacion, la solucion no
deberia formar cristales de hielo al sumergirlo en nitrége-
no liquido (17).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo, indican
que durante la equilibracion, es necesario el uso de crio-
protectores permeables, ya que en la solucién de vitrifi-
cacién con ausencia de estos compuestos quimicos se

Figura 2. Gotas de SV1 (izquierda) y SV5 (derecha)
sumergidas en nitrégeno liquido.

obtuvo un 0% de viabilidad morfoldgica post vitrificacion.
El uso del etilenglicol es indispensable en la solucion de
vitrificacién, ya que las soluciones que contenian dicho
crioprotector, presentaron los mejores resultados. La
solucion compuesta por etilenglicol mas glicerol (SV5),
presentd mayor numero de embriones viables ademas
de una apariencia transparente y consistencia pastosa,
al sumergirla en nitrégeno liquido, indicando la ausencia
de cristales de hielo, siendo ideal en toda solucion de
vitrificacion exitosa. La adicion de sucrosa en la mezcla
crioprotectora, no aporté mayor beneficio crioprotector. A
su vez, se determinaron 4 tipos de anormalidades morfo-
légicas, siendo las menos frecuentes: fractura de zona
pelucida y ausencia de zona pelucida. Por el contrario la
degeneracion parcial de la masa celular y degeneracion
total de las blastémeras tuvieron mayor repetibilidad.
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