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Como parte del programa de capacitacion de la RED, durante 1996 se realizaron tres talleres
tedrico-préacticos de “Criopreservacion de embriones”, dirigidos a biélogos y tecndlogos
pertenecientes a centros de la RED. EI primer taller se realizd en la Unidad de Fertilidad del
Country en Bogoté los dias 4 y 5 de Diciembre y contd con la participacion de 8 alumnos
pertenecientes a Colombia, México, Panama y Venezuela. El segundo taller se realizo en el centro
FECUNDITAS en Buenos Aires los dias 7 y 8 de Diciembre y cont6 con la participacion de 4
alumnos de Argentina.

El tercer taller se realizd en el centro FERTILITAT en Porto Alegre los dias 10 y 11 de
Diciembre y contd con la participacion de 5 alumnos de Brasil.

Durante la realizacion de estos talleres, los alumnos adquirieron conocimientos tedricos de
criobiologia y experiencia practica en la preparacion de medios crioprotectores, en el uso de la
maquina de congelacion y en la puesta en marcha de un protocolo lento de criopreservacion de
embriones. El material biologico utilizado en los ensayos fue el embridn de raton.

Luego de una positiva evaluacion por parte de los alumnos participantes en los talleres, la
Red Latinoamericana de Reproduccion Asistida esta contribuyendo en la capacitacion de

profesionales que forman parte de los laboratorios de Reproduccion Asistida en Latinoamérica.
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INTRODUCCION

En 1972, Whittingham y col. publicaron los primeros resultados de congelacion y
descongelacion de embriones de raton. Actualmente, el procedimiento se realiza con éxito en
diferentes especies de mamiferos. Sin embargo, s6lo en 1983 Trounson y Mohr reportaron el primer
embarazo en humanos y en 1984 Zeilmarker y col. el primer nacimiento, luego de transferir
embriones descongelados. Desde entonces miles de ni_os han nacido en el mundo mediante técnicas

de reproduccion asistida, en que se ha utilizado la criopreservacion de embriones (concepti).

Durante el proceso de criopreservacion los concepti son expuestos gradualmente al
crioprotector, se enfrian a temperaturas bajo 0°C, se induce la formacion de cristales de hielo en el
medio externo (seeding) y finalmente se almacenan en nitrégeno liquido a —196°C. Durante el
proceso de descongelacion, los concepti son expuestos a temperatura ambiente, se remueve el

crioprotector y retornan al ambiente fisiologico.

Durante la congelacion, los cristales de hielo se forman primero en el medio extracelular,
creando un gradiente de potencial quimico que favorece la salida de agua del interior de las células.
Si no se logra una adecuada deshidratacion se formaran cristales de hielo en el interior de la célula
y ocurrira recristalizacion durante la descongelacién, con graves consecuencias para la integridad

estructural de la célula.

El uso de crioprotectores es fundamental para la supervivencia del conceptus que se desea
criopreservar. Se utilizan crioprotectores permeables como el dimetilsulféxido (DMSO) o el
propanediol (PROH), y no permeables como la sacarosa. Los crioprotectores permeables
disminuyen el punto de congelacion intracelular y los no permeables favorecen la deshidratacion por

efecto osmatico.

Actualmente, los diversos grupos en el mundo criopreservan desde el estado de prontcleos

hasta blastocisto. Sin embargo, la sobrevida no es igual para todos los estados del desarrollo y varia



ademas, con el protocolo de congelacion-descongelacion empleado. Las tasas de sobrevida

reportadas varian entre 50% y 90 %, con tasas de embarazo cercanas al 20%.

Este manual pretende ser una guia simple y préctica para la criopreservacion de embriones.

Se describe un protocolo de criopreservacion lenta, utilizando PROH como crioprotector.



CRIOPRESERVACION DE EMBRIONES

La criopreservacion de concepti en division debe realizarse preferentemente en estados
exponenciales de mitosis (2, 4, 8 células). Esto porque la respuesta de la célula al procedimiento de
criopreservacion varia durante el ciclo celular. En estados intermedios de clivaje algunas células se
pueden encontrar en distintas etapas de division incluso con el huso mitético ensamblado. Este es
afectado por las bajas temperaturas, siendo por lo tanto, posible provocar dafios a nivel

cromosomico.

La solucion de congelacidon utilizada en este protocolo contiene el crioprotector (PROH)

preparado en buffer fosfato salino (PBS) suplementado con 20 % de proteina y sacarosa.

El programa de congelacion comienza con enfriamiento lento hasta llegar a -8 °C. En esta
etapa se realiza el seeding, que tiene por objeto provocar la nucleacion de cristales de hielo en el
medio externo de la célula. Los cristales son incapaces de atravesar la membrana plasmatica. El
citoplasma adquiere un potencial quimico superior a la solucién externa. Asi para restablecer el
potencial, comienza a salir agua, que se va congelando externamente. Se produce asi una

deshidratacién del conceptus, que hace improbable la formacion de hielo intracelular.

El enfriamiento lento (-0.3 °C/min) continua hasta -30 °C. En este punto se ha liberado la
mayor parte del agua y el remanente se vitrifica con una caida rapida de la temperatura hasta —150

°C, momento en el cual los concepti se almacenan a en nitrégeno liquido a —196 °C.

Equipos, materiales y reactivos

Equipos: - Incubadora de CO,
- Microscopio estereoscopico
- Campana de flujo laminar
- Méquina de criopreservacion
- Tanques para nitrégeno liquido
- Sellador de pajillas
- Balanza automatica.



Materiales: - Capsulas NUNC de 4 pozos
- Capsulas Petri (35 x 10 mm)
- Pipetas Pasteur
- Pipetas de 1, 5, 10 ml
- Frasco de 50 ml
- Filtros de 0.2 um
- Jeringas de 10 ml
- Cinta para marcar
- Pinzas
- Escalerillas
- Goblets
- Reloj-cronémetro
- Pafiuelos desechables

Reactivos: - PBS estéril (Irvine Scientific)
- Sustituto de Suero Sintético (SSS) (Irvine Scientific)
- 1,2 propanediol (PROH) (Sigma)
- Sacarosa (Sigma, S1888)
- Nitrégeno liquido

Preparacion de medios para la criopreservacion

Solucién N° 1 (solucion madre):
Preparar 25 ml de PBS suplementando con 20 % de SSS, tomando 20 ml de PBS y 5 ml de SSS.

Homogeneizar la mezcla.

Soluciéon N° 2 (PROH 1.5 M):
Colocar 8.9 ml de la solucion N° 1 en un tubo cdnico de 15 ml y agregar 1.1 ml de PROH. Mezclar

bien.

Soluciéon N° 3 (PROH 1.5 M + sacarosa 0.1 M):
Colocar 8.9 ml de la solucion N° 1 en un tubo conico de 15 ml y agregar 1.1 ml de PROH. Pesar
0.342 gr de sacarosa, agregar y mezclar bien hasta que la sacarosa se disuelva completamente.

Filtrar las soluciones con miliporo de 0.2 um antes de usar. Las soluciones tienen una duracion de
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48hrs guardadas a 4 °C.

Procedimiento:
Preparar los multipozos.  Se puede usar 1 caja hasta para 6 embriones que vayan a ser
criopreservados. Identificarla de la siguiente manera:

- Nombre de la paciente en la parte superior.

- Pozo N° 1 marcar con PBS (Solucion N°1)

- Pozo N° 2, 3 y 4 marcar con el nimero correspondiente al embrion y a la solucién N° 2.

Agregar 0.8ml de PBS al pozo N° 1y 0.8ml de la solucion N° 2 a los pozos N° 2, 3y 4. Todas las

soluciones deben ser usadas a temperatura ambiente.

Preparar 1 caja de Petri de 35mm por cada 4 6 6 embriones a congelar. Marcarla con el nombre de

la paciente y llenarla con 2.0ml de solucién N° 3.

Marcar 1 pajilla para cada 2 embriones y purgarla con la solucion N° 3.

Preparar banderillas de cinta para cada pajilla. Marcarlas con el nombre de la paciente, fecha,

numero de embriones congelados y nimeros de la pajilla correspondiente.

Preparar la maquina de congelar. Llenar a un 70 - 90% el tanque con Nitrogeno liquido. Colocar
la bomba dentro del tanque y asegurarse que este bien sellado. Prender la maquina y encender el
botdn de la plataforma para que la presion empiece a subir. Una vez alcanzada la presion adecuada
(5.0 Ibs), entrar al programa y esperar que alcance la temperatura inicial (16°C).

Figura 1: Modelo de pajilla

Clasificacion embrionaria:
Todos los embriones que son potencialmente congelables deben ser examinados y clasificados de

acuerdo a las siguientes 8 preguntas:



Es un embrién sincrdnico en su clivaje? (2, 4 u 8 células)
Son sus blastémeras de forma regular?

Son sus blastémeras de tamafio regular?

Esta el embrion libre de fragmentos?

Esta el citoplasma claro y parejo? (no granuloso, ni oscuro)
Sus membranas son suaves, refringentes y definidas?

El embrién llena la zona? (no esta contraido)

© N o g M w0 D E

Es apropiada la division celular para el tiempo? (4 células-48 horas) (8 células-72 horas)

Por cada Sl, se recibe 0.5 punto. Embriones con 2 puntos 6 méas son congelables.

Protocolo de Congelacion y Almacenamiento:

1. Colocar los embriones que clasificaron para ser congelados en el pozo que contiene Solucidén N°1

(PBS + 20 % SSS) a temperatura ambiente para lavar rapidamente.

2. Transferir los embriones a la Solucion N°2 (1.5M PROH en PBS+20 % SSS) por 10 minutos.
Empezar a medir el tiempo con el primer par de embriones transferidos y llevar el registro para cada

embridn.

3. Transferir los embriones a la caja de petri de 35mm con la Solucién N°3 (1.5M PROH + 0.1M
Sacarosa). Todos los embriones deben hundirse hasta el fondo de la caja (aproximadamente 1
minuto). Cuando se congela en estado de pronicleos se debe prolongar un poco este tiempo

(aproximadamente 2 minutos) antes de montar las pajillas.

4. Conectar la pajilla con la jeringa de 1.0ml y purgar con la Solucion N°3. Introducir la pajilla
nuevamente en esta solucién y succionar entre 1.0 a 1.5cm, hacer una burbuja de aire de méas 6

menos 0.3cm, succionar nuevamente solucién y tomar los embriones (3.0cm), hacer burbuja de aire



de 0.3cm y nuevamente solucién (1.0cm). Llevar la columna de fluido hasta el extremo con PVA
y sellar la pajilla con calor. Marcar cada pajilla con su banderilla correspondiente y colocarlas en

posicidn vertical dentro de la camara de congelacion.

5. Una vez estén todos los embriones colocados en la cdmara, iniciar el programa presionando el

boton RUN en el panel del computador.

6. EIl programa de congelacion requiere hacer el seeding (cristalizacion) manual a -8.0 °C. Tomar
unas pinzas metéalicas enfriadas en nitrogeno liquido, elevar la pajilla por la banderilla (sin sacarla
totalmente de la camara) y con las pinzas hacer contacto directo sobre el borde de la primera burbuja
de aire hasta que se vea la solucion cristalizada, inmediatamente colocarla de nuevo en la cdmara
Repetir este procedimiento en todas las pajillas y al finalizar, presionar RUN para que el programa

continte.

7. Mientras el programa esta corriendo, completar toda la informacion en los registros y marcar los

goblets y escalerillas con nombre de la paciente, fechay numero de embriones congelados.

8. Al finalizar la congelacion, enfriar los goblets fijados en las escalerillas dentro de un termo con
Nitrogeno liquido. Remover rapidamente las pajillas de la cdmara y guardarlas dentro de los
goblets, llenar el espacio vacio con papel y transferir al tanque de almacenamiento, anotar el sitio

de almacenamiento en el registro de la paciente.

9. Presionar RUN para que la maquina vuelva a su temperatura inicial y sacar la presién de
Nitrégeno liquido de la cdmara. Cuando este haya llegado a 0.0 Ibs, sacar la bomba y tapar el

tanque.

Programa para la maquina de congelacién:
- Temperatura inicial 16.0 °C.

- Rampa 1: -2.0 °C por minuto hasta -8.0 °C.



- Rampa 2: -8.0 °C por 5 minutos para equilibrar. Hacer el seeding manual y luego sostener la
temperatura por 5 minutos mas.

- Rampa 3: -0.3 °C por minuto hasta -30.0 °C.

- Rampa 4: -50.0 °C por minuto hasta -150.0 °C.

Duracion del programa aproximadamente de 2 horas.
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DESCONGELACION DE EMBRIONES

Las condiciones de descongelacion son fundamentales para la supervivencia de los embriones
criopreservados. Las pajuelas retiradas del tanque de Nitrogeno liquido deben se mantenidas a
temperatura ambiente durante 40 segundos antes de ser colocadas en bafio de agua (30°C). El primer
paso (mantener las pajuelas a temperatura ambiente) reduce la posibilidad de dafio de la pajuela 'y
el segundo minimiza el tiempo en el cual los cristales de hielo pudiesen crecer, lesionando las

células.

El proceso de descongelacion y retiro del crioprotector se logra bajando las diluciones de PROH
gradualmente en presencia de sacarosa. La sacarosa mantiene el gradiente osmotico extracelular que
previene la entrada de agua excesiva durante el retiro del crioprotector. Cuando el crioprotector ha
salido completamente, el embrion se coloca en el medio de cultivo y el agua retorna dentro de la

célula.

Equipos, Materiales y Reactivos:

Equipos:
Incubadora de CO,.
Microscopio-estereoscopico.
Cémara de flujo laminar.
Balanza analitica.
Materiales:

Cajas de Petri de 35x10mm.
Pipetas Pasteur.

Pipetas de 10ml, 5mly 1ml
Frasco de 50ml.

Filtros de 0.2 pm.

Jeringas de 10ml.

Tubos conicos graduados
Jeringa de 1ml.

Pinzas

Reloj-cronémetro.

Cajas multipozos.
Pafiuelos desechables.
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Tijeras
Termometro
Vaso precipitado

Reactivos:
PBS estéril (Irvine Scientific)
Suero Sintético Sustituto (Irvine Scientific)
1-2 Propanediol - PROH (Sigma, P 1009)
Sacarosa, (Sigma, S 1888)

Preparacion de los medios de descongelacion:
Solucion N 1:
Preparar solucion madre al 20% de Suero Sintético Sustituto (SSS). 20ml de PBS mas 5.0ml de

SSS. Homogeneizar la solucion.

Solucion N° 2:
Agregar 9.25ml de la Solucion N°1 dentro de un tubo conico y adicionar 0.75ml de PROH, mezclar

muy bien. Esta solucion es 1.0M PROH.

Solucion Ne 3:
Pesar 0.342gr de sacarosa en un tubo conico y agregar 5.0ml de la Solucion N°2. Mezclar muy bien

hasta que la Sacarosa se disuelva completamente. Esta solucion es 1.0M PROH + 0.2M Sacarosa.

Solucion N°4:

Mezclar 5ml de la Solucidén N° 2 con 5.0 ml de la Solucién N° 1. Esta solucién es 0.5M PROH.

Solucion N° 5:
Pesar 0.342gr de Sacarosa en un tubo cénico y agregar 5.0ml de la Solucién N°4. Mezclar muy bien
hasta que la sacarosa se disuelva completamente. Esta solucién es 0.5M PROH + 0.2M sacarosa.

Solucion N° 6;
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Pesar 0.342gr de Sacarosa en un tubo conico y agregar 5.0ml de la Solucion N°1. Esta solucién es
0.2M Sacarosa. Filtrar las soluciones antes de usar en tubos cénicos nuevos. Las soluciones pueden

ser usadas hasta 48 horas después de preparadas si se almacenan a 4°C.

Procedimiento:
Preparar los multipozos- 1 caja por cada pajilla que se va a descongelar. Identifiquela de la siguiente
manera:

- Nombre de la paciente en la parte superior.

- Pozo N°1 marcar con 1.0M PROH + 0.2M sacarosa (sol. #3)

- Pozo N°2 marcar con 0.5M PROH + 0.2M sacarosa.(sol. #5)

- Pozo N°3 marcar con 0.2M sacarosa.(sol. #6)

- Pozo N°4 marcar con PBS con 20% SSS (sol #1)

Agregar 0.8ml de cada solucion en su correspondiente pozo. Todas las soluciones deben ser usadas

a temperatura ambiente.

Preparar un tubo Falcon de 6.0ml por cada pajilla que se va descongelar. Marcar con el nombre de

la paciente y nimero de la pajilla. Agregar 1.0ml de solucién N°1.

Protocolo de descongelacién:

1. Preparar en el vaso de precipitado el agua a 30°C.

2. Llenar un termo con Nitrogeno liquido y transferir el goblet que contiene los embriones que se

van a descongelar (mantener siempre el nivel de Nitrogeno liquido por encima del goblet).

3. Remover la pajilla del Nitrogeno liquido y empezar a medir del tiempo. (sostener la pajilla con
unas pinzas metalicas para evitar la transferencia de calor). Descongelar la pajilla a temperatura

ambiente por 30 segundos. Limpiar la escarcha con un pafiuelo desechable y confirmar la integridad
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de la pajilla.

4. Sumergir la pajilla en el agua a 30°C por 40 a 50 segundos, sin agitar.

5. Remover y secar suavemente con un pafiuelo desechable el exceso de agua. Cortar con las tijeras
el extremo que fue sellado con calor, empatar con la jeringa de 1.0 ml y cortar el extremo que viene
sellado de fabrica. Suavemente expulsar los embriones en el pozo N°1 (1.0 M PROH+0.2 M
sacarosa) y dejarlos por 5.0 minutos. Si los embriones no se ven, lavar la pajilla suavemente varias
veces con la solucion hasta que los embriones se recuperen.

6. Transferir los embriones al pozo N°2 (0.5 M PROH+0.2 M sacarosa) por 5.0 minutos.

7. Transferir los embriones al pozo N°3 (0.2 M sacarosa) por 10 min.

8. Transferir los embriones al pozo N°4 (PBS + 20 % SSS) por 10 min.

9. Transferir los embriones al tubo Falcon de 6.0ml con PBS + 20 % SSS, cerrar la tapa

herméticamente y guardar en la incubadora a 37°C por 10 minutos.
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10. Transferir los embriones a medio de cultivo gasificado y permitir el equilibrio en la incubadora
por 30 minutos como minimo antes de la transferencia. Cuando se descongela en estado de 2PN se

debe dejar en cultivo toda la noche para hacer la clasificacion embrionaria antes de transferir.

11. Almacenar toda la informacion en el registro de la paciente.
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DOCUMENTACION Y REGISTRO

Los registros de cada paciente deben ser archivados con la informacion completa, tanto del

procedimiento como del resultado final.

Los reportes se deben llevar individualmente para cada paciente y junto con estos debe existir en
el laboratorio un cuaderno para congelacion y descongelacion de embriones, donde se debe registrar
el procedimiento paso a paso, las temperaturas iniciales y finales del programa, la temperatura en
que se realizo el seeding y cualquier tipo de variable que se haya presentado tanto en el

procedimiento como en el programa de la maquina de congelar.

A continuaciéon encontraran algunos modelos para la documentacion y registro de estos

procedimientos.
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PUNTAJE PARA LA CLASIFICACION EMBRIONARIA
(PRE-CONGELACION)

Nombre: Fecha:

Conteste SI 6 NO a cada pregunta. Por cada Sl se recibe 0.5 puntos.
Puntaje maximo: 4 Puntaje minimo: 0

Embriones con 2 6 mas puntos pueden ser congelados.

EMBRION N° 1 2 3 4 5

1. Es un embrién sincronico?
(2, 4 u 8 células)

2. Son sus blastdbmeras de forma

regular?

3. Son sus blastémeras de

tamario regular?

4. Esta el embrion libre de

fragmentos?

5. Esta el citoplasma claro y

parejo (no granuloso,no oscuro)

6. Sus membranas son suaves,

refringentes y definidas?

7. El embrién llena la zona?

(no contraido)

8. Es apropiada la division celular
para el tiempo?

a. 2 a4 celulas para 48 hrs

b. 6 a 8 células para 72 hrs

TOTAL
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LABORATORIO DE FECUNDACION IN VITRO
CONGELACION DE EMBRIONES

Nombre Congelacion N°
Fecha N° de embriones
Hora Ciclo Natural

Ciclo Estimulado

Método: 1.5M PROH + 0.1M sacarosa. PBS al 20%

N° de Pajilla N° de Embrién N° de células

Calidad

Tanque N°
Canister N°
N° de goblets

Observaciones :

Bidlogo

LA PACIENTE ACEPTAY AUTORIZA LA CONGELACION

Firma C No°
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LABORATORIO DE FECUNDACION IN VITRO
DESCONGELACION DE EMBRIONES

Nombre Descongelacion N°
Fecha N° de embriones
Hora Ciclo natural

Ciclo estimulado
Método: 1.0M PROH+0.2M Sacarosa, 0.5M PROH+0.2M Sacarosa, 0.2M Sacarosa+PBS al
20%SSS.

Fecha de congelacion

Tiempo de congelacién

Estado embrionario

N° de Pajilla N° de Células Final Embriones

transferidos

Embriones que quedan congelados

Bidlogo

LA PACIENTE ACEPTAY AUTORIZA LA DESCONGELACION

Firma CC No
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ALMACENAMIENTO DE EMBRIONES CRIOPRESERVADOS

Consideraciones

Algunos factores deben ser considerados cuando se va a iniciar un programa de criopreservacion en
un laboratorio de Fecundacion In Vitro.

Para establecer nuevos protocolos, el laboratorio debe asegurarse que las pacientes estén
ampliamente relacionadas con los detalles operacionales de los nuevos procedimientos. Los aspectos
técnicos deben ser ampliamente discutidos con anterioridad para prevenir futuras confusiones que
involucren el desarrollo final, tales como limitaciones en el tiempo de almacenamiento, tasa de

sobrevivencia, calidad y nimero de embriones.

Toda la informacion del procedimiento de criopreservacion debe ser reportada. En caso de
variaciones en el protocolo, se documentara para que en el futuro el personal del laboratorio tenga
informacion en el momento del proceso de descongelacion 6 cuando se haga analisis retrospectivos
de los resultados. Tasas de sobrevivencia de los embriones y tasas de embarazo, deben ser

estrictamente vigiladas para detectar problemas y solucionarlos rapidamente.

El laboratorio en conjunto con los médicos, deben establecer hojas de consentimiento donde quede
registrado:

1. Aceptacion de la pareja para realizar el proceso de criopreservacion.

N

Firma y documento de identificacién de los 2 miembros de la pareja.

3. Numero de embriones congelados.

4. Calidad embrionaria.

5. Edad embrionaria.

6. Alternativas del destino de los embriones congelados en caso de no desear otro embarazo,
divorcio 0 muerte.

7. Compromiso de la pareja a mantener contacto con la Unidad de Fertilidad y de informar cambios

de ciudad, direccion y teléfono.
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USO DE LA UNIDAD DE CONGELACION PLANER KRYO 10

Programacion
Presione PROGRAM

1.
2.
3.

Entre el cddigo de acceso.

Escoja el modulo deseado exit, view, edit, create, delete, configuration.

Un nuevo programa CREATING

Entre el cdigo.

Escoja el numero del programa, presione ENTER

Escoja el nombre del programa. Use el tablero y las flechas para seleccionar las letras y los
simbolos. Presione ENTER

Escoja la temperatura inicial. Entre la temperatura numérica y presione ENTER 0 presione
ENTER sin entrar nimero para que quede con la temperatura ambiente. Presione CLEAR
para borrar errores, 1 caracter a la vez.

Escoja la tasa usando el signo +/-. Presione ENTER.

Escoja la temperatura de parada de la tasa usando el signo O cuando sea necesario. Presione
ENTER.

Repita los pasos 5 y 6, usando CLEAR para borrar errores. Para mantener la temperatura
escoja larata cero y presione ENTER. El computador le preguntara cuanto tiempo desea
mantener (HOLD). Entre el tiempo HOLD en horas y minutos. Presione ENTER.

Al finalizar el programa entre rata cero y tiempo HOLD cero.

Seleccione para realizar seeding manual, automatico 6 no seeding.
Para seeding manual presione 1, entre la temperatura a la cual se realizarg, presione ENTER.
Seleccione el tiempo que la méaquina debe mantener la temperatura antes de sonar la alarma
para hacer el seeding. (Soak time). Presione ENTER.

Para retornar al menu principal presione 0.
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b. Revisar el programa VIEWING
Presione PROGRAM, presione 1.

Use la flecha o la tecla N° para decidir que programa quiere ver. Presione ENTER.

Use flechas para mirar el programa hacia adelante 6 hacia atras.

Presione CLEAR para retornar al programa de menu (6 la tecla >y finaliza el programa).

Para retornar al menu principal presione 0.

c. Editar un programa EDITING

- Presione PROGRAM, presione 2.

- Use las flechas o la tecla N° para escoger que programa editar, presione ENTER. Presione
CLEAR para retornar al programa menu.

- Use las flechas para revisar los pasos que necesite cambiar.

- Presione CLEAR para borrar el paso que quiere cambiar ¢ todo lo anterior.

- Vuelva a escribir el programa en el paso que esta. Note que las ratas de la rampa y la
temperatura final de la rampa son almacenadas como un par de datos, cuando se vuelva a
deben entrar nuevamente como un par.

- Para retornar al mena principal, presione 0.

d. Borrar un programa DELETING
- Presione PROGRAM, presione 4.
- Seleccione el programa a borrar, presione ENTER. Presione CLEAR para retornar al programa
mend.
- Presione CLEAR para borrar el programa seleccionado 6 ENTER para retorna el menu sin borrar.

- Para retornar al menu principal presione 0.

Corriendo el programa

1. Seleccione el modulo de RUN/HOLD vy presionelo.
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2. Escoja el programa deseado, presione ENTER. Programe en la presentacion la temperatura
inicial deseada 0 presente temperatura ambiente como temperatura inicial en el programa. Para
cambiar la temperatura inicial, presione CLEAR. Entre la nueva temperatura inicial, presione
ENTER para ir a la nueva temperatura inicial (salte al paso 3).

3. Presione RUN para alcanzar la temperatura inicial.

4. La temperatura de la camara serd indicada. Use las flechas si quiere revisar el programa.

5. Cuando la temperatura inicial es alcanzada sonara una alarma y presione CLEAR para darle
tiempo para montar las muestras. Presione RUN/HOLD para continuar el programa.

6. Para hacer el seeding manual, la alarma sonara al llegar a la temperatura, manteniéndose
constante durante el seeding, presione RUN/HOLD para que el programa continue.

7. Al finalizar el programa sonara una nueva alarma y se mantendra la temperatura, presione
CLEAR para silenciar la alarma, remueva las muestras y presione RUN para calentar la
camara.

8. Una vez la cAmara este caliente, presione RUN y retorne al menu principal.

9. Apague la maquina.

Nota: Para abortar un programa, presione 5/RESET y presione ENTER. Puede hacer un programa nuevo mientras se
esta corriendo uno sin afectarlo.

Existen varias series en la Kryo 10 y pueden variar de esta guia.
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TRANSFERENCIA DE EMBRIONES CONGELADOS

Preparacion endometrial

Entre las variables que afectan las tasas de embarazo en los ciclos de transferencia luego de
congelacion embrionaria estan: la calidad de los embriones a congelar, la técnica de congelacion y
descongelacion, el tiempo de almacenamiento de los concepti y la preparacion del endometrio para

la transferencia.

La transferencia embrionaria se puede realizar en ciclos ovulatorios naturales o substituidos. La
posibilidad de realizar uno u otro depende de las preferencias de cada grupo, ya que en términos
generales, no ha habido diferencias reportadas en las tasas de embarazo con uno u otro sistema. Si
se descongelan los embriones en un ciclo ovulatorio espontaneo, se debe determinar con precision
el dia del pico de la hormona luteinizante (LH) o el dia de la ruptura folicular. Es igualmente
importante, establecer la presencia de secrecion de progesterona por parte del cuerpo lGteo. Los
embriones descongelados de 2-4 células se transfieren al utero el dia de la desaparicion del foliculo
por ecografia o 2 dias después del pico de LH en sangre. La transferencia debe coincidir con un
desarrollo endometrial adecuado al estadio celular de los concepti congelados. Cuando se utiliza la
supresion hipofisiaria seguida de la administracion de estrogeno y progesterona, la transferencia
embrionaria sigue el modelo utilizado para la donacion de ovocitos que ha demostrado ser eficaz en

ciclos de descongelacion de embriones.

La transferencia de embriones criopreservados puede realizarse directamente al Gtero o a la trompa,
ya que se han reportado tasas de embarazo entre 40 y 70 % con transferencia tubérica. Esta técnica
de transferencia estaria indicada en aquellas pacientes con fallas repetidas de gestacién luego de
transferencias uterinas y en casos de dificultades técnicas para introducir el cateter a la cavidad

uterina.
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MATERIALES Y PROVEEDORES

Reactivos

Se recomienda que todos sean nuevos.

PBS. Irvine Scientific Cat N° 9235. Botellas de 500ml.

Plasmanate 6 Suero Sintético Sustituto. Irvine Scientific Cat N° 99193. Caja de 12 botellas
de 12ml cada una.

1,2-Propanediol. Sigma Cat N° P-1009. Botellas de 500ml.

Sacarosa. Sigma Cat N° S-1888. Botellas de 500gr.

Medio de cultivo embrionario: HTF de Irvine Scientific 6 Menezo de Fertility Technologies.

Embriones de ratdn congelados: Los vende Fertility Technologies en estado de 1y 2 células.

Materiales

Reloj-Crondmetro.

Tijeras.

Forceps (Pinzas pequefias - 4°” long) para el manejo de las pajillas. Sigma Cat N° F-4017.
Férceps (Pinzas grandes - 12” long) para el manejo de los termos con nitrégeno liquido.
Sigma Cat N° F-4642. Opcional.

Termometro de Mercurio.

Vaso precipitado con capacidad de 500 a 1000ml para preparar el agua a 30 grados
centigrados.

Jeringas de 1cc, sin aguja. Tuberculin Syringe steril. Becton Dickinson and Company.
Estas se compran en farmacia.

Pajillas estériles. TS-Scientific Cat N° IMV ZA475. En presentacion de 5 pajillas por
paquete.

Escalerillas. Nunc CryoStore-Cane. Aluminum. Irvine Scientific Cat N° 378441. Vienen
en presentacion de 50 por paquete.

Goblets para almacenar las pajillas. TS-Scientific Cat N° TS-300. Vienen en paquete de
50.
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- Cinta de enmascarar ¢ para marcar las pajillas

- Marcadores. Sigmaware Fine-Tip. Sigma Cat N° S-6519. Viene en presentacion de 10 por
paquete.

- Toallas de papel.

- Cajas Multipozos. Nunclon-MultiDishes. Irvine Scientific Cat N° 176740. Viene en
presentacion de 120 paquetes de 4 cajas cada uno.

- Frascos estériles de 50 ml. Nunclon. Irvine Scientific Cat N°163371. Viene en paquetes de
20 cada uno.

- Tubos Conicos estériles. Marca Nunc 0 Falcon.

- Tubos Falcon de 6.0ml. Cat N° 2003.

- Pipetas Pasteur.

- Pipetas de 10 ml, 5 ml y 1ml estériles.

- Cajas de Petri de 35 x 10mm.

- Filtros de 0.2 pm.

- Jeringas de 10ml.

Casas distribuidoras

1. Fertility Technologies. Fax: 508-6518233. Persona encargada Vicki Johnson.
2. Irvine Scientific. Fax: 714-2616522. Persona encargada Martha Ortega.

3. Sigma: Fax: 314-7715757

4. TS-Scientific. Fax: 215-2576046. Persona encargada Marian Graber.
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