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MONITORIZACION

Progesterona 
vaginal 
200mg/12h

Puncion 36h 
post-hCG

ESTIMULACIÓN OVÁRICA



TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN 
ASISTIDA

PUNCION FOLICULAR TRANSVAGINALPUNCION FOLICULAR TRANSVAGINAL



TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN 
ASISTIDA

FIV: inseminación de los ovocitos en gotas
de cultivo con los espermatozoides 

ICSI: microinyección de un espermatozoide
dentro de un ovocito (indicado para factor masculino severo)

FIV: inseminación de los ovocitos en gotas
de cultivo con los espermatozoides 

ICSI: microinyección de un espermatozoide
dentro de un ovocito (indicado para factor masculino severo)



TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN 
ASISTIDA

FIV FIV 
►► DiluciDilucióón de n de 

espermatozoides espermatozoides 
(200.000/ (200.000/ mlml).).

►► Contacto de Contacto de óóvulos y vulos y 
espermatozoides en espermatozoides en 
microgotamicrogota. . 



TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN 
ASISTIDA

►Decumulación de los ovocitos

► Hialuronidasa: 80UI/ml

► Batería de pipetas de diferentes
diámetros
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ASISTIDA

ICSI



TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN 
ASISTIDA

17-21H post-inseminación

FECUNDACIÓN

2 CP

2 PN
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ASISTIDA

fecundación

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5Dia 6
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ASISTIDA

DPI



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

CONGELACICONGELACIÓÓN DE N DE 
ESPERMATOZOIDESESPERMATOZOIDES

CONGELACICONGELACIÓÓN DE OVOCITOSN DE OVOCITOS

CONGELACICONGELACIÓÓN DE EMBRIONESN DE EMBRIONES

CONGELACICONGELACIÓÓN DE TEJIDO N DE TEJIDO 
OVOVÁÁRICORICO



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

Principios bPrincipios báásicos de criobiologsicos de criobiologííaa

CriopreservaciCriopreservacióón de material bioln de material biolóógico: procesos fgico: procesos fíísicosico--ququíímicosmicos
Cristales de hielo puro (Cristales de hielo puro (-- 5 y 5 y –– 10 10 ººCC))

Intracelulares (no)Intracelulares (no)
ExtracelularesExtracelulares

Medio extracelular: solutos + concentrados            Medio extracelular: solutos + concentrados            ↑↑ deshidratacideshidratacióón celular para            n celular para            
mantener equilibrio osmmantener equilibrio osmóóticotico

Velocidad de congelaciVelocidad de congelacióón: influencia IMPORTANTEn: influencia IMPORTANTE
Si es muy rSi es muy ráápida: hielo intracelularpida: hielo intracelular
Si es muy lenta: colapso celularSi es muy lenta: colapso celular
Estudiar la velocidad de enfriamiento adecuadaEstudiar la velocidad de enfriamiento adecuada

Factores fFactores fíísicos. Influenciasicos. Influencia
EstrEstréés osms osmóóticotico
Fuerza fFuerza fíísica del frente de hielosica del frente de hielo

Papel de los crioprotectoresPapel de los crioprotectores
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TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

CRIOPROTECTORESCRIOPROTECTORES

De acuerdo a la permeabilidad a travDe acuerdo a la permeabilidad a travéés de la membrana celular:s de la membrana celular:

Agentes penetrantesAgentes penetrantes
Bajo Bajo PmPm y permeables a travy permeables a travéés de la membranas de la membrana
Desplazan paulatinamente el agua intracelular, evitando formaciDesplazan paulatinamente el agua intracelular, evitando formacióón de n de 
cristales de hielocristales de hielo
Congelaciones a velocidad lentaCongelaciones a velocidad lenta
Los mLos máás utilizados son:s utilizados son:

1,21,2--propanodiolpropanodiol ,DMSO ,EG ,Glicerol ,DMSO ,EG ,Glicerol 

Agentes  no penetrantesAgentes  no penetrantes
Alto Alto PmPm, no entran en la c, no entran en la céélulalula
Promueven la rPromueven la ráápida deshidratacipida deshidratacióón celularn celular
Congelaciones a velocidades altasCongelaciones a velocidades altas
Los mLos máás utilizados son:s utilizados son:

AzAzúúcares: (sacarosa, glucosa, dextrosa) Lipoprotecares: (sacarosa, glucosa, dextrosa) Lipoproteíínas de la yema de nas de la yema de 
huevo, huevo, ProteinasProteinas de alto PMde alto PM
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TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

CONGELACICONGELACIÓÓN DE ESPERMATOZOIDESN DE ESPERMATOZOIDES

INDICACIONES:INDICACIONES:

Donantes de semen: evita transmisiDonantes de semen: evita transmisióón de n de enfermedades(HIV,Hepenfermedades(HIV,Hep B y C)B y C)

Pacientes de TRA con disponibilidad limitada (viajes, residentesPacientes de TRA con disponibilidad limitada (viajes, residentes en el en el 
extranjeros  (viajes, residentes en el extranjeros)extranjeros  (viajes, residentes en el extranjeros)

Posibilidad de paternidad tras quimioterapia o  
radioterapia.

Pacientes de TRA con dificultad para recoger la muestra.Pacientes de TRA con dificultad para recoger la muestra.

Pacientes de TRA sometidos a BT o AE.Pacientes de TRA sometidos a BT o AE.



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

MMÉÉTODOS DE CONGELACITODOS DE CONGELACIÓÓN DE ESPERMATOZOIDESN DE ESPERMATOZOIDES

Vapores de NitrVapores de Nitróógenogeno

Hielo secoHielo seco

Descenso lento de Descenso lento de TTººCC



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► MMéétodo de congelacitodo de congelacióón. Vapores de Nitrn. Vapores de Nitróógenogeno

Rampa de Nitrógeno

BANCO
SEMEN
BANCO
SEMEN

lavado
Adición 
crioprotector

alicuotado

4 ºC 45 min
Vapores: 2 hSumergir en N2 y guardar
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TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► MMéétodo de congelacitodo de congelacióón. Hielo secon. Hielo seco

BANCO
SEMEN
BANCO
SEMEN

lavado
Adición 
crioprotector

4 ºC 45 min

Pildoras de CO2
alicuotado

Sumergir en N2 y guardar
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Protocolo de congelaciProtocolo de congelacióón lentan lenta

Utiliza un congelador biolUtiliza un congelador biolóógico programablegico programable

Equipo programable que permite un Equipo programable que permite un 
estricto control de las condiciones estricto control de las condiciones 
para bajar la para bajar la TTªª fracciones de grado fracciones de grado 
centcentíígrado por minutogrado por minuto

El recipiente de congelaciEl recipiente de congelacióón donde n donde 
colocamos la muestra se conecta a un colocamos la muestra se conecta a un 
tanque de nitrtanque de nitróógeno lgeno lííquidoquido

Mediante un programa especMediante un programa especíífico y fico y 
sensores especiales, el ordenador sensores especiales, el ordenador 
registra la registra la TTªª en el interior del en el interior del 
recipiente, y segrecipiente, y segúún las indicaciones n las indicaciones 
programadas, inyectarprogramadas, inyectaráá vapores de Nvapores de N22
para bajar la para bajar la TTªª
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MMéétodo de envasado. Envasestodo de envasado. Envases
PajuelasPajuelas

CriotubosCriotubos o o criovialescrioviales

AmpollasAmpollas

GobeletsGobelets o o criotuboscriotubos

TODOS tienen sus ventajas e inconvenientes, por lo que la decisión de 
emplear uno u otro depende de las necesidades de cada laboratorio



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

CONGELACICONGELACIÓÓN DE TEJIDO OVN DE TEJIDO OVÁÁRICORICO

►► 1/650 ni1/650 niñños  desarrollaros  desarrollaráá un cun cááncer.ncer.

►► Incidencia de cIncidencia de cááncer infantil estncer infantil estáá aumentando, pero tambiaumentando, pero tambiéén la esperanza n la esperanza 
de vida.de vida.

►► En 2010:  1/250 jEn 2010:  1/250 jóóvenes de 20venes de 20--29 a29 añños seros seráá superviviente de csuperviviente de cááncer ncer 
infantil.infantil.

►► TratTrat. . AntineoplAntineopláásicossicos (sobre todo alquilantes y radiaci(sobre todo alquilantes y radiacióón ionizante) n ionizante) 
producen producen gonadotoxicidadgonadotoxicidad dando lugar a FOP.dando lugar a FOP.

►► GonadotoxicidadGonadotoxicidad relacionada con: edad, agente teraprelacionada con: edad, agente terapééutico y la dosis.utico y la dosis.



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

IndicacionesIndicaciones

►► Mujeres con cMujeres con cááncer, ncer, enfenf autoinmuneautoinmune, cirug, cirugííaa

►► Mujeres sin pareja (jMujeres sin pareja (jóóvenes)venes)

►► Parejas que no quieren congelar embriones Parejas que no quieren congelar embriones –– evitar evitar 
conflictos conflictos ééticos con embriones congeladosticos con embriones congelados



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

Criopreservación

Ovario Ovocitos 

Embriones Corteza Ovárica

Congelación

Ovario entero

Transplante

Ortotopico Heterotopico

FIV-ICSI Concepcion Natural

Ovocitos MII

FIV

FIV ICSI

Transferencia Embrionaria
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TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► Gran cantidad de folGran cantidad de folíículos culos 
primordiales en la corteza primordiales en la corteza 
ovovááricarica

►► Se cree que los folSe cree que los folíículos culos 
primordiales son menos primordiales son menos 
senciblessencibles a la a la criopreservacicriopreservacióónn
por su bajo metabolismo por su bajo metabolismo 
(profase de (profase de meiosisImeiosisI))

►► Flujo vascular garantizado por Flujo vascular garantizado por 
la arteria ovla arteria ováárica.rica.

►► Al descongelar y reinsertar se Al descongelar y reinsertar se 
restaura la funcirestaura la funcióón n endendóócrinacrina y y 
la fertilidad ( a diferencia de la fertilidad ( a diferencia de 
la congelacila congelacióón de ovocitos o n de ovocitos o 
embriones)embriones)

►► No depende del ciclo No depende del ciclo 
menstrual ni requiere menstrual ni requiere 
estimulaciestimulacióón ovn ovááricarica

►► La mLa méédula jugardula jugaríía un papel en a un papel en 
el desarrollo folicular y el desarrollo folicular y 
esteroidogesteroidogéénesisnesis



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► Los trasplantes restauran la fertilidad pero Los trasplantes restauran la fertilidad pero 
tienen una duracitienen una duracióón limitada, por tanto, n limitada, por tanto, 
aconsejan que los trasplantes se hagan justo aconsejan que los trasplantes se hagan justo 
cuando se tengan deseos reproductivos.cuando se tengan deseos reproductivos.

La pLa péérdida folicular es debida a: rdida folicular es debida a: 
►► proceso de congelaciproceso de congelacióónn--descongelacidescongelacióón n 7%7%
►► proceso de reproceso de re--vascularizacivascularizacióónn 65 %65 %
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CONGELACICONGELACIÓÓN LENTA:N LENTA:

►► T T ªª inicio: 18 inicio: 18 ººCC –– 0 0 ºº CC
►► 22--3 3 ºº C/C/minmin
►► T T ªª seedingseeding: : --7 7 ºº CC
►► 0.3 0.3 ºº C / C / minmin hasta hasta –– 30 30 óó --40 40 ºº CC
►► Descenso rDescenso ráápido hasta pido hasta –– 150 150 ºº CC

►► Intercambio aguaIntercambio agua--crioprotectorcrioprotector
((dmsodmso + + sacsac , , prohproh + + sacsac))

►► DESHIDRATACIDESHIDRATACIÓÓN CELULARN CELULAR
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► VITRIFICACIÓN:

► Altas concentraciones de 
crioprotectores que inducen la 
solidificación de la muestra, 
SIN formación de cristales, 
por elevación de la viscosidad 
durante el enfriamiento( 
DMSO, PROH, EG, SAC)

► Ultrarrápida, por inmersión 
directa en N2 líquido. Entre 
15000 y 30000 º C/min.

► Alta conc crioprotectores con 
muy poco volumen-200
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CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► TTéécnica de cnica de crioopreservacicrioopreservacióónn
basada en el basada en el enfrenfrííamientoamiento
rráápido de las soluciones pido de las soluciones 
crioprotectoras, sin crioprotectoras, sin 
formaciformacióón de cristales de n de cristales de 
hielo.hielo.

►► Requiere una alta Requiere una alta 
concentraciconcentracióón de n de 
crioprotectores.crioprotectores.

►► Las mejoras de esta tLas mejoras de esta téécnica cnica 
se logran disminuyendo el se logran disminuyendo el 
volvolúúmenmen de medio en el que de medio en el que 
se vitrifica, permitiendo se vitrifica, permitiendo 
disminuir notablemente la disminuir notablemente la 
concentraciconcentracióón de los n de los 
crioprotectores crioprotectores 

VITRIFICACIVITRIFICACIÓÓNN
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VITRIFICACIÓNCONGELACIÓN



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

Glicerol, EG, Glicerol, EG, 
DMSODMSO

VitrificacionVitrificacion20042004RamihiRamihi, , 
IsachenkoIsachenko

EGEG--SacarosaSacarosaSlowSlow freezingfreezing20042004SchmidtSchmidt

PROHPROHSlowSlow freezingfreezing20032003HreinssonHreinsson

PROHPROHSlowSlow freezingfreezing19991999GookGook

Glicerol, PROH, Glicerol, PROH, 
DMSO, EGDMSO, EG

SlowSlow freezingfreezing19961996NewtonNewton

PROHPROH--sacarosasacarosa
DMSODMSO

SlowSlow freezingfreezing19961996HovattaHovatta
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Criopreservación

Ovario Ovocitos 

Embriones Corteza Ovárica Ovario entero

Congelación

Transplante

Ortotopico Heterotopico

FIV-ICSI Concepcion Natural

Ovocitos MII

FIV

FIV ICSI

Transferencia Embrionaria
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INDICACIONESINDICACIONES

►► ConservaciConservacióón de la fertilidad en mujeres con riesgo de perder su funcin de la fertilidad en mujeres con riesgo de perder su funcióón gonadal n gonadal 
((quimioquimio/ radioterapia, cirug/ radioterapia, cirugíía)a)

►► ProlongaciProlongacióón de la n de la fertlidadfertlidad en mujeres que postergan la maternidaden mujeres que postergan la maternidad

►► Facilidad  en la gestiFacilidad  en la gestióón de donacin de donacióón de n de ovulosovulos

►► Alternativa para pacientes que por distintos motivos (Alternativa para pacientes que por distintos motivos (ééticos, morales, religiosos) no ticos, morales, religiosos) no 
quieren congelar embrionesquieren congelar embriones

►► SoluciSolucióón al problema del alto nn al problema del alto nºº de embriones almacenados en bancosde embriones almacenados en bancos

►► Salvar y rentabilizar un ciclo en el que se detecte cualquier inSalvar y rentabilizar un ciclo en el que se detecte cualquier incidencia que impida la cidencia que impida la 
transferencia de embriones( SHO, imposibilidad de recoger semen,transferencia de embriones( SHO, imposibilidad de recoger semen, etcetc))
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HISTORIAHISTORIA

La experiencia con congelaciLa experiencia con congelacióón se remonta a mediados de n se remonta a mediados de 
los alos añños 80os 80

ChenChen y y colscols. 1986, 1988. 1986, 1988
Van Van UemUem y y colscols 19871987
TuckerTucker y y colscols. 1998. 1998
PorcuPorcu y y FabbriFabbri 1997, 1998,19991997, 1998,1999
Marina y Marina y colscols. 2002. 2002
FossasFossas y y colscols. 2003. 2003



CRIOPRESERVACICRIOPRESERVACIÓÓN DE GAMETOS, EMBRIONES Y N DE GAMETOS, EMBRIONES Y 
TEJIDO OVTEJIDO OVÁÁRICO: Aspectos del laboratorioRICO: Aspectos del laboratorio

►► CCéélula grande (130um)lula grande (130um)
►► DistribuciDistribucióón y n y 

organizaciorganizacióón de organelas n de organelas 
citoplasmcitoplasmááticasticas

►► Gran Gran áárea superficie/ rea superficie/ 
volumenvolumen

►► CCéélula detenida en MII lula detenida en MII 
con organizacicon organizacióón n 
caractercaracteríística de los stica de los 
cromosomascromosomas

►► CCéélula con alto contenido lula con alto contenido 
de agua intracelularde agua intracelular
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►► CAMBIOS MORFOLOGICOSCAMBIOS MORFOLOGICOS
►► ZPZP
►► GrGráánulos corticalesnulos corticales
►► Membrana plasmMembrana plasmááticatica

►► CAMBIOS EN EL CITOESQUELETOCAMBIOS EN EL CITOESQUELETO
►► Huso Huso meimeióóticotico
►► MicrofilamentosMicrofilamentos de de actinaactina
►► AlteraciAlteracióón en el transporte de calcion en el transporte de calcio
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METODOLOGIA Y PROTOCOLOSMETODOLOGIA Y PROTOCOLOS

CONGELACICONGELACIÓÓN LENTA N LENTA –– DESCONGELACIDESCONGELACIÓÓN N 
RAPIDARAPIDA

CONGELACICONGELACIÓÓN LENTA N LENTA –– DESCONGELACIDESCONGELACIÓÓN N 
LENTALENTA

VITRIFICACIVITRIFICACIÓÓNN
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3 3 + 28 + 28 
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13,2%13,2%32,5%32,5%
(39)(39)
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(305)(305)

99%99%
(330)(330)

AntinoriAntinori
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??56,5%56,5%
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89%89%
(120)(120)

LucenaLucena
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7 7 + 3 + 3 
en en 

cursocurso

41,4%41,4%
((transfertransfer

de 1 de 1 embemb))

41,4%41,4%
(12)(12)

292989,7%89,7%
(52)(52)

91% 91% 
(58)(58)

KuwayamaKuwayama
20052005

RNVRNVImplantImplantGestacGestacTransTransFecFecSupSupvitrivitri
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►►VENTAJAS TECNICASVENTAJAS TECNICAS
Buenos resultadosBuenos resultados
RRáápidapida
No necesita congeladorNo necesita congelador biolbiolóógicogico

Soportes y almacenamientoSoportes y almacenamiento
CriotuboCriotubo
Pajuelas abiertasPajuelas abiertas
HemistrawHemistraw systemsystem
CryoloopCryoloop
CryotopCryotop

DESVENTAJAS TECNICASDESVENTAJAS TECNICAS
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CONCLUSIONESCONCLUSIONES

►► SlowSlow freezingfreezing vsvs VitrificaciVitrificacióónn

►► Tiras de corteza ovTiras de corteza ovááricarica

►► DuraciDuracióón limitada del transplanten limitada del transplante

►► Auto transplante Auto transplante OrtotOrtotóópicopico

►► Baja eficacia hasta el momentoBaja eficacia hasta el momento
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CONCLUSIONESCONCLUSIONES

►► VitrificaciVitrificacióón ofrece excelentes tasas de n ofrece excelentes tasas de 
supervivencia, es rsupervivencia, es ráápido y barato, pero pido y barato, pero 
requiere experiencia y falta estandarizarrequiere experiencia y falta estandarizar

►► SerSeráá el procedimiento de elecciel procedimiento de eleccióón en el n en el 
futurofuturo
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