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Resumen

Objetivos: Analizar los resultados preliminares de un programa de vitrificacion de ovocitos en el
Senicio de Reproduccion Humana Asistida de un Hospital Universitario de referencia, en el dmbito
del Sistema Nacional de Salud.

Materal y Métodos: Fueron vitrificados 112 embriones de 36 parejas que realizaron tratamientos de
fecundacion in vitro (FIV cldsica o ICSI). De ellos, fueron desvitrificados 86 embriones en 42 intentos
de criotransferencia. Fueron transfe ridos 61 embriones en 36 ciclos. Para la transferencia se utilizo
ciclos sustituidos de prep a racion endometrial con estradiol transdémico y progesterona naturd por
via vaginal.

Resultados: Tasa de supervivencia de 70,9%. Ciclos sin transferencia: 16,6%. Tras la desvitrificacion,
el 93,4% de los embriones transferidos conservaron intactas todas las blastomers. La tasa dege sta-
cion fue de 21,9% por ciclo iniciado y de 25% por transferencia. La tasa de implantacion por em-
brion transferido fue de 16,4 %.

Conclusioén: La vitrificacion de los embriones no transferidos en el ciclo original se muestracomo
una opcion efectiva en un programa de reproduccion asistida y puede ser iitil para la prevencion de la
gestacion miultiple tras FIV.

Palabras clave: FIV. ICSI. Criopreservacion. Vitrificacién de embriones. Transferencia.
Resultados. Tasa de gestacion. Tasa de implantacidn.

Summary

Objectives: To analyze the preliminary results observed in a oocyte vitrification program at the Assisted
Human Reproduction Unit of a reference university hospital from the National Health System.
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Material and methods: A total of 112 embryos from 36 infertile couples tre ated by in vitro fertilization
(clasic IVF or ICSI) were vitrified. Eigthy six of them were wa rmed in 42 attempts of transfer and 61
embryos were finally transferred in 36 cycles. In order to carry out the transfer substituted cy cles the

endometrium was prep a red with transdemal estradiol and vaginal natural progesterone.

Results: The survival embryo rate after wa rming was 70.9%. After wa rming 93.4% of embryos con-
served intact all the Hastomeres. Neve rtheless, in 16.6% of cy cles the transfa was not possible be-
cause the embryos did not survive. Pregnancy rates were 21.9% by initiated cycle and 25% by trans-
fer. Implantation rate by transfe rred embryo was 16.4%.

Conclusion: Embnp vitrific ation seems to be a ve ry effective option in a program of assisted repro-
duction when embryos of good quality are not transfe rred in the fresh cy cle and could help to prevent

multiple pregnancies after IVF.

Key words: IVF. ICSI. Cryopreservation. Embryo vitrification. Transfer. Results.

Pregnancy rate. Implantation rate.

INTRODUCCION

La criopresenacion de embriones, sea en estadio
de células o en estadio de blastocisto, es un comple-
mento necesario en los programas de reproduccién
asistida, con el fin de conservar los prembriones no
transferidos en el ciclo original. El objetivo primor-
dial de cualquier procedimiento de crioconsenacion
es obtener elevadas tasas de supervivencia de las cé-
lulas tras la descongelacion. Los dos pardmetros mds
importantes para determinar el éxito en un protocolo
de criopreservacién son: la forma en que las células
recuperan su equilibrio en respuesta al enfriamiento y
la velocidad de congelacion.

Los protocolos de congelacion lenta dan lugar a la
formacion de cristales de hielo durante la congelacién
y descongelacién. La vitri ficacién supone una conge-
laciéon muy rdpida combinada con elevadas concen-
traciones de criopmotectores, de manera que se reduce
de forma muy significativa la formacién de cristales
en el citoplasma de las células. Aunque la supervi-
vencia tras descongelacién depende de las especies,
el estadio de desarrollo y la calidad de los embiones,
estd bastante aceptado que la vitri ficaciéon ha aumen-
tado significativamente el éxito de la congelacién y
parece ser un método mejor que la congelacién lenta
en el campo de la criopreservacioén (1).

La vitrificacidn es relativamente simple y no re-
quiere los costosos equipos de congeladores progra-
mables. Ademads, permite almacenar los embriones en
un volumen muy pequefio de medio de vitrificacién
(2). Estas caracteristicas, unidas a sus buenos resulta-
dos, han motivado que investigadores se pregunten si
los congeladores programables son todavia necesarios
en los centros de rep roduccién asistida (3).

En los tltimos afios se han publicado tasas de su-
pervivencia tras desvitri ficacién superiores al 80% y
tasas de embarazo cercanas el 30% después de trans-
ferir embriones vitri ficados en estadio de zigoto, cé-
lulas, moérulas o blastocistos (4). También han sido
publicadas tasas de nacimientos de nifios sanos en nu-
merosas ocasiones (5).

El presente estudio nuestra los resultados obteni-
dos tras la desvitri ficacién y transferencia de los pre-
embriones vitri ficados en la Unidad de Reproduccién
Asistida del Hospital Universitario La Fe.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio recoge la experencia adquiri-
da después de la vitrificacién de 112 embriones y la
desvitrificacién de 86 de ellos, procedentes de 36 pa-
rejas tratadas mediante FIV o ICSI (o ambos procedi-
mientos). Estas vitri ficaciones se llevaron a cabo en-
tre octubre de 2007 y junio de 2008. Han sido
realizados 42 intentos de transferencia. Veintiocho
pargjas realizaron un solo ciclo de criotransferencia y
cuatro pacientes realizaron 2 ciclos de criotransferen-
cia cada una.

En seis casos, la transferencia no pudo ser practi-
cada por lisis de los 14 embriones desvitrificados;
otros 11 embriones se lisaron tras desvitrificacién pe-
ro la transferencia tuvo lugar con los restantes. As{
pues, los datos presentados en cuanto a implantacién y
gestacion corresponden a 36 ciclos de criotransferen-
cia con 61 embriones tran s feridos en total (Tabla 1).

En 33 de los casos en que fueron vitrificados pre-
embriones se traté de mujeres que no habian gestado
después de la transferencia de pree mbriones en fresco
y en los 3 restantes de mujeres que habian gestado y
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Tabla 1
Resumen de los ciclos realizados

Ciclos con Desvitrificaciones Transferencias de Ciclos de desvitrificacion
Vitificacion desvitrficados sin transferencia
36 42 36 ()

abortado después de la misma. No fueron considerados
en este estudio los embriones vitrificados procedentes
de ciclos de diagnéstico genético preimplantacional.

Fueron estudiadas las caracteristicas de la cohorte
de ovocitos y preembriones obtenidos en el ciclo en el
que se realiz6 la vitri ficacion. Fueron vitrificados 106
preembriones de buena calidad en dia 2 6 3 post FIV o
ICSI: 4 u 8 células con blastémeras de forma y tama-
fio uniforme y con una fragmentacion inferior al 20%.
Los 6 embriones restantes presentaban una fragmenta-
cion de 20 a 25%, tres tenian 4 células en dia 2, y tres
fueron vitri ficados en dia 3 cuando contaban con 8 cé-
lulas. En estos 6 casos, ademas se vitri fico otros em-
briones con una fragmentacion infe rior al 20%.

Se estudiaron las caracteristicas morfolégicas de
los embriones antes y después de la desvitrificacion y
se constatd también la calidad morfol 6 gica de los em-
briones en el momento de la transferencia.

Sélo se transfirié los embriones que mostraron al
menos una divisién tras 18 horas de cultivo in vitro o
embriones con buena calidad morfol 6 gica tras 2-4 ho-
ras de cultivo.

Procedimiento de vitrificacion

Se utiliz6 el protocolo descrito por Kuwayama y
cols (6), comercializado por Irvine Scientific (Izasa,
Irvine Scientific Vitrfication Freeze Kit) con el con-
tenedor Cryotip (90133S). Todos los pocedimientos
fueron realizados a temperatura ambiente y se cargd
un miximo de 2 preembriones por contenedor. Los
preembriones fueron incubados hasta que recuperaron
su tamaifio ori ginal y se realizarm cuatro pases suce-
sivos en gotas de 20 (1 de la solucién de vitificacién
(VS); 5 segundos en VS1, 5 segundos en VS2, 10 se-
gundos en VS3 y un mdximo de 90 segundos en VS4,
solucién con la que se introdujo los embriones en el
CryoTip. Se sell6 durante 0,2 y 0,5 segundos los ex-
tremos fino y ancho del CryoTip y se sumergi6 éste
rapidamente en nitrégeno liquido.

Procedimiento de desvitrificacion

La desvitrificacion de los embriones se realizd si-

guiendo el protocolo antes citado (6) (Irvine-
Scientific Vitrification Thaw Kit - 90137S). Todos
los procedimientos fueron realizados a temperatura
ambiente. Se sumergi6 el CryoTip en un bafio de
agua a 37°C durante 3 segundos, se sec6 con una ga-
sa estéril, se cortaron los extremos y se deposité el
volumen del CryoTip (1pl) justo al lado de una gota
atemperada de solucién de descongelacion (TS) del
mismo volumen; ambas gotas se juntaron con la ayu-
da del Cryo Tip y se dej6 los embriones en la mezcla
durante 1 minuto. Los embriones fueron transferidos
a una gota de 20 pl de TS, se dejaron 1 minuto y, a
continuacién, se realizaron dos pases por dos gotas
de 20 pl de solucién de dilucién (DS), dejdndolos 2
minutos en cada gota. A continuacién, se trasladaron
a tres gotas de 20 pl de solucién de lavado (WS), de-
jéndolos 3 minutos en cada gota. Finalmente, los em-
briones se incubaron en el medio secuencial adecua-
do al estadio embrionario durante 2-4 horas antes de
la transferencia.

En dos casos se realizé eclosién asistida de los
embriones veinte minutos después de la vitrificacidn,
realizando la perforacién asistida total de la zona pe-
ldicida mediante 2-3 pulsos (13 um) con el Laser
Diode Saturn®.

Preparacion del endometrio

Todas las transferencias fueron llevadas a cabo du-
rante un ciclo sustituido de preparaciéon endometrial
con 17 B estradiol transdérmico a dosis progresiva-
mente crecientes desde 200 pg/dia hasta 400 pg/dia,
durante un periodo minimo de 12 dias.

Una vez comprobado que el aspecto ecogrifico
del endometrio (espesor y textura trilaminar) era ade-
cuado, se redujo la dosis diaria de estradiol a 200
pg/dia y se asocid la administracion de progesterona
natural micronizada, a dosis de 600 mg/dia. En caso
de que la determinacién de BhCG fuera superior a 20
UI/L, se cit6 a la paciente para confirmar la gestacién
mediante la visualizacién de al menos un saco em-
brionario con latido cardiaco, momento en el que se
estableci6 el diagndstico de gestacion y se mantuvo el
tratamiento hasta la semana 10 de gestacidn.
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RESULTADOS

Las principales caracteristicas de las pacientes y
de los ciclos de estimulacién ov drica que dieron lugar
a los embriones vitri ficados se muestran en la tabla 2.

Se realiz6 FIV o ICSI en funcién de los pardmetros
seminales segtin los protocolos habituales del centro.
En 17 parejas se realizé ICSI, en tres casos se realizd
FIV convencional y en las 16 restantes se realiz6 una
técnica mixta, microinyectando al menos 4 ovocitos
metafase II e inseminando el resto de ovocitos.

Tabla 2
Caracteristicas de las pacientes y de los ciclos de
estimidacion ov d rica que dieron lugar a
embriones vitrificados

Todos los embriones fueron vitri ficados al segun-
do dia de la FIV o ICSI, excepto cinco casos que fue-
ron vitrificados al tercer dia.

La transferencia de los embriones desvitrificados
se realiz6 al menos 2 meses después de la estimula-
cidén ovdrica.

Las pacientes fueron tratadas con estradiol trans-
démico una media de 13,3+2,9 dias. El grosor endo-
metrial el dia que se inici6 la administracién de pro-
gesterona vaginal fue de 10,3+2,7 mm y los niveles
de estradiol el dia de la transferencia de los embrio-
nes fueron de 224+107 pg/mL.

Las caracteristicas de los embriones vitrificados y
desvitrificados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Niimero de embriones vitri ficados, desvitri ficados y trans-

La tasa de fecundacién en FIV fue de 85,9% y en IC-
SI de 77,9%. De los 89 embriones obtenidos mediante
FIV hubo 5 embriones procedentes de 4 casos con fecun-
dacién anémala y de los 162 obtenidos tras ICSI hubo
dos embriones en dos casos con fecundacién anémala.

En todos los casos fueron transferidos en fresco
los dos mejores embriones de la cohorte, excepto en
un caso en que se transfirié un solo embrién a peti-
cién de la paciente. Tres pacientes gestaron pero
abortaron en el primer trimestre.

Todos los embriones no transferidos que presenta-
ban al menos 4 células en dia 2 6 6 células en dia 3 y
que presentaban menos de un 20% de fragmentacién
citoplasmatica fueron vitri ficados. En total, fueron vi-
tri ficados 112 pre-embriones.

. . feridos por ciclo
Variable Media+xDT Rango
Edad mujer (afios) 32,55 21-39 Variable Media+DT Rango
IMC 24,4+4,9 17,6-34,9 N° embriones
Dias estimlacién 8,8+1,6 714 vitificados/ciclo 3,3+1,7 1-8
Total FSH (UI) 2220926 | 1050-4050 N® embriones
desvitrificados/ciclo 2,6+1,2 1-6
Estraliol dia hCG S - _
(pg/mL) 2049+691 990-3303 N embr.lones Qesvunﬁcados
transferidos/ciclo 1,9+0,8 1-3
N° foliculos = 16 mm 8,9+3,9 4-20
Grosor endometrial
dia hCG (mm) 11,3+1,9 7-15 Fueron desvitrificados un total de 86 embriones,
o . de los cuales 25 procedentes de 12 ciclos degeneraron
N” ovocitos recuperados 14,4+5,6 6-26 tras la desvitrificacién. En seis de estos 12 ciclos to-
N° ovocitos metafase IT 9,8+3,7 6-20 dos los embriones vitrificados degeneraron, por lo
N° total de embriones 8,4+3,3 3-24 que no se realizo la transferencia de ningtin embrién.
; En total, fueron transferidos 61 embriones desvitri fi-
N®embriones cados en 36 pacientes. La tasa global de superviven-
transferidos frescos 1,79+0,41 12 : p ' & p
cia fue, por tanto, de 70,9%.

El nimero de células en que fueron vitrificados
los 61 embriones transferidos y el grado de fragmen-
tacion de los mismos antes de la vitri ficacidn, tras el
proceso de desvitrificacidon y en el momento de la
transferencia se muestran en las figuras 1,2 y 3 res-
pectivamente. El test de Chi* mostré diferencias sig-
nificativas entre el nimero de células en que fueron
vitrificados y las que presentaban en el momento de
la transferencia (Chi* 0,006) y entre el nimero de cé-
lulas tras desvitrificacién y en el momento de la
transferencia (Chi? 0,000). El nimero de células en
que fueron vitri ficados los embriones y el nimero de
células tras desvitrificacién no mostr dife rencias sig-
nificativas (Chi? 0,088).

El grado de fragmentacién (%) de los embriones an-
tes de la vitri ficacién fue significativamente menor que
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Figural
Niimero de células y grado de fragmentacion de los embriones antes de la vitrificacion
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Figura2
Niimero de células y grado de fragmentacion de los embriones después de la vitrificacion
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Figura3
Niimero de células y grado de fragmentacion de los embriones en el momento de la transferencia

tras la desvitrificacion (Chi* 0,038). Sin embargo, en los
embriones transferidos, la fragmentacién no mostré di-
ferencias significativas antes de la desvitrificacién y en
el momento de la tran s fe rencia (Chi*> 0,826).

De los embriones transferidos, 57 (93,4%) conser-
varon intactas todas las células tras la desvitrificacion.
De ellos, 38 no siguieron dividiéndose en las horas
que permanecierm en cultivo y los 19 embriones res-

tantes, que conservaron intactas todas las blastémeras
tras la desvitrificacién, siguieron dividiéndose y en el
momento de la transferencia presentaron entre 1y 4
células mds. Cuat ro embriones de 8 células lisaron dos
de sus blastomeras tras la desvitrificacion y no siguie-
ron dividiéndose en el tiempo de cultivo.

Cuando fue evaluado el grado de fragmentacién
tras la desvitrificacion, en todos los casos fue similar
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a la situacién previa, excepto en 6 casos, que pasaron
de grado 1 a grado 2 (3 casos) de grado 2 a grado 3 (2
casos) y de grado 1 a grado 4 (1 caso). Cuando se
evalud el grado de fragmentacién en el momento pre-
vio a la transferencia, ésta no se modifico respecto a
la que presentaron tras la desvitri ficacién excepto en
9 casos en que los embriones pasaron de grado 1 a
grado 2 (2 casos) o de grado 2 a grado 3 (7 casos).
Figuras 1 a 3.

Todas las transferencias ex cepto una fueron consi-
deradas faciles o muy féciles segiin el score de trans-
ferencia empleado en el centro (7).

Nuew pacientes gestaron, lo que supone una tasa
de gestacion por ciclo iniciado de 21,9% y de 25%
por transferencia. Todas las gestaciones fueron de fe-
to Unico excepto una que fue gemelar, lo cual supone
una tasa de implantacién de 16,4%. En todos los ca-
sos en que se produjo una gestacién, los embriones
conservaron todas sus blastémeras intactas tras la
desvitrificacién y no se modificé el grado de frag-
mentacion. Ademads, en 4 casos, los dos embriones
transferidos reanudaron la division en el tiempo en
que pemmanecieron en cultivo hasta su transferencia.
En dos ciclos se realizé eclosion asistida de los pre-
embriones antes de la transferencia, de los cuales, en
un caso se produjo una gestacion.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en estos ciclos eviden-
cian buenas tasas de supervivencia (70,9%), con muy
aceptables tasas de gestacion y de implantacién de los
embriones tras vitrificacion. Estos resultados son si-
milares a los comunicados por Desai y cols, autores
que llevaron a cabo la vitrificacién en dia 3 (estadio
de 6-8 células) en cryoloops. Tras la desvitrificacion
cultivaron hasta dia 5. Obtuvieron excelentes tasas de
supervivencia, gestacidon e implantacién: 85, 44 y
20%, respectivamente (8).

Loutradi y cols revisaron los resultados de 8.824
congelaciones de preembriones (7.482 vitrificaciones
y 1.342 congelaciones convencionales). La tasa de
superv ivencia tras la descongelacién fue mds alta tan-
to para preembriones en células como para blastocis-
tos que habian sido vitrificados, lo que les llevo a
concluir que la vitri ficacién se asocia a mayor tasa de
supervivencia y que se deberia evaluar (cosa que no
hicieron) en términos de gestacién a término (9).

Este aspecto ha sido evaluado recientemente por
Rama Raju y cols (10), quienes observaron una tasa
de gestacién y de implantacién de 36,8% y de 18,1%
respectivamente, con una tasa de aborto de 7,7% y de

recién nacidos vivos de 24,2%. Compararon el indice
de Apgar y la tasa de defectos congénitos de los 91
nacidos tras transferencias de embriones vitrificados
con un grupo de pacientes a las que se realizé trans fe-
rencia de embriones frescos, no observando diferen-
cias significativas entre los dos grupos. La tasa de
malformaciones fue de 1,18 en los recién nacidos de
embriones desvitri ficados. En los dos grupos la trans-
ferencia se realiz6 en dia 3.

Al Hasani y cols, después de la transferencia de
302 zigotos (2.2 transferidos/TRF): obtuvieron tasas
de gestacion significativamente més altas con la
transferencia de zigotos vitri ficados que con la trans-
ferencia de congelacion lenta (4).

Estos resultados han sido corroborados reciente-
mente en un estudio randomizado que comparaba la
congelacién lenta con la vitrificaciéon de embriones
en dia 3. Para los autores, la vitri ficacidén se asocid a
tasas mds elevadas de supervivencia y de formacion
de blastocistos que la congelacién lenta (11).

Estos mismos resultados han sido observados en
una revision sistemdtica y metaandlisis que ha inclui-
do cuatro estudios que comparan la superv ivencia tras
descongelacién de embriones en estadio de células y
de blastocistos (9).

En un estudio prospectivo y randomizado, Ge y
cols evidenciaron que reducir el espesor de la ZP me-
diante Laser antes de la transferencia incrementa sig-
nificativamente las tasas de gestacién (25 vs 14 %) e
implantacién (16,7 vs 7,3%) en los ciclos de transfe-
rencia de preembriones descongelados y no lo hace
en las transferencias de preembriones frescos (12).
Sin embargo, los resultados previamente obtenidos
por Petersen y cols fueron discordantes (13).

Ghobara y col revisaron la literatura y concluye-
ron que no existen datos concluyentes que pemmitan
decantarse por el ciclo natural, el ciclo sustituido o el
ciclo estimulado para la transferencia de embriones
congelados y descongelados (14). Conclusiones simi-
lares habian sido obtenidas por Wright y cols (15),
aunque estos autores seflalaron que la incidencia de
endometrio de bajo espesor es mayor en el ciclo esti-
mulado.

Otros aspectos han sido analizados en torno a la
transferencia de preembriones descongelados. Asi,
Isachenko y cols comprobaron que una elevada tasa
de integridad de los pronucleos es predictiva del desa-
rrollo embrionario ulterior y de la implantacién des-
pués de la criopreservacion de zigotos en estadio pro-
nuclear (16). Lee y cols no encontraron diferencias en
los resultados de transferencia de descongelados al
comparar ciclos previos tratados con agonista con tra-
tados con antagonista (17). Liu y cols comprobaron
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que los resultados (tasa de implantacién y gestacion
mejoran cuando la transferencia de embriones des-
congelados parcialmente dafiados se hace después de
extraer de los mismos las Hastdmeras necréticas (18).
Jun y cols valoraron la prevalencia de gestaciones ec-
tépicas tras la transferencia de preembriones descon-
gelados, comprobando que no se incrementa respecto
a la transferencia de preembriones frescos (19).

La casuistica analizada es demasiado escasa para
analizar aspectos puntuales tales como resultados en
funcién de que se practique FIV clasica o ICSI, se
utilice o no la eclosién asistida o hayan sido adminis-
trados agonistas o antagonistas, por ejemplo.

No obstante, de esta experiencia se puede concluir
que la vitrificacién de embriones no transferidos en
fresco es una técnica que se muestra eficaz en térmi-
nos de tasa de gestacion y que, en consecuencia, pue-
de contribuir a mejorar los resultados globales (pare-
jas que han conseguido la gestacién pretendida) y,
ademads, facilitando la transferencia selectiva, contri-
buir a disminuir la tasa de gestaciones multiples.
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