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Resumen

En este estudio vamos a comparar los resultados obtenidos con la crioprese nucion mediante la vitri fi-
cacion, (técnica que comenzamos a usar de fo rma rutinaria en Enero de 2007) y la congelacion lenta
(protocolo de criopre s e rvacion usado hasta ese momento). Se han analizado un total de 394 ciclos en
los que se realizo wa rming o desvitri ficacion de los embriones en el periodo comprendido entre Enero
de 2007 hasta Abril de 2009. En 175 ciclos los embriones fueron pre s e rvados por congelacion lenta y
en 219 ciclos los embriones fueron vitrificados; en ninguno de los dos protocolos seleccionados se va-
loré la calidad embrionaria a la hora de criopresenar los embriones. Las tasas tanto de supervivencia
(67,9% vs 89,8%), evolucion (51,7% vs 72,8%) y embara zo (6,85% vs 38,81%) son significativamente
mayores para los embriones que fueron vitrificados. Los resultados obtenidos nos han permitido intro-
ducir la vitri ficacion de manera rutinariiyaplicarla en todos los estadios de desarrollo del embrion.
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Summary

In this study we are going to compare the results obtained with the cryoconservation through vitrification
(a technique that we began to use permanently from January 2007) and those obtained through the
slow embryos freezing (cryopresenation procedureactually in use).

It was analy zed 394 cycles and in all of these we realized wa rming or defrost of embryos from
January 2007 until April 2009. In 175 cy cles the embryos were fro zen by using slow embryo fieezing
procedure, embryo quality wasn’tevaluated in any case of the selected procedures before proceeding
with embryo cryopresemation. The rate of survival (67.9% vs 89.8%) evolution (51.7% vs 72.8%) of
embnos and pregnancy (6.85% vs 38.81%) is higher by using vitrified embryos procedure. The results
we obtained gave us the opportunity to introduce the vitrification as a regular procedure and to apply
it in the different phases of develop of embryos.
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INTRODUCCION

Desde que en el afio 1978 con el nacimiento del
primer bebé probeta la fecundacién in vitro fue un he-
cho, uno de los problemas que se planteaba con este ti-
po de tratamiento fue la preservacion de los embriones
sobrantes en cada uno de los ciclos que se realizaban.
Fué en el afio 1983 cuando se describe el primer naci-
miento tras la transferencia de embriones congelados
previamente y descongelados para su transferencia (1).
Esta nueva técnica soluciond el problema de los “em-
briones sobrantes” en cada ciclo de FIV, y ademds da-
ba una segunda oportunidad a las parejas donde la
transferencia en fresco no habia dado resultado, evitan-
do tener que pasar de nuevo por una estimulacién ova-
rica y puncién, en otros casos permitia la consecucién
de un segundo embarazo a partir de un mismo ciclo
aumentando asi el rendimiento del mismo. También se
planteaba como alternativa en casos de complicaciones
como el SHO (Sindrome de Hiperestimulacién
Ovarica) donde no era factible una transferencia en
fresco (2). Gracias a la ciopreservacién de embriones
se consigue detener por completo la actividad enzima-
tica, la respiracion celular, el metabolismo, el creci-
miento, la multiplicacidn etc., los embriones se pueden
mantener sin afectar a su viabilidad ni causar cambios
genéticos (3) pudiendo quedar almacenados durante un
largo periodo de tiempo a -196°C. Sin embargo esta
técnica presentaba una serie de limitaciones ya que el
nimero de embriones disponibles tras la descongela-
cion en determinados casos se veia mermado por la es-
casa supervivencia de los mismos 6 la escasa evolucién
tras la descongelacién (4, 5). En el proceso de criopre-
servacion es necesario un contacto inicial de los em-
briones con soluciones crioprotectoras, su posterior
congelacién y su almacenamiento final. Una vez des-
congelados, hay que diluir y eliminar los crioprotecto-
res antes de pasar a las placas de cultivo donde éstos
volverén a retomar el ciclo celular donde se detuvo con
la congelacién. Durante la congelacion lenta se da un
equilibrio entre la velocidad de enfriamiento, la deshi-
dratacion y la velocidad en la formacién de nticleos de
hielo. En este proceso, los embriones son sometidos a
un gran estrés (mecdnico, térmico y quimico) en el que
en ocasiones no todas las células son capaces de sobre-
vivir y en determinadas ocasiones, si lo consiguen, ven
comprometida su capacidad de divisién posterior a es-
ta descongelacion.

Antecedentes de la vitrificacion

La vitrificacion se define como el proceso fisico
de solidificacidn de una solucién a bajas temperaturas

sin la formacion de cristales de hielo, este fenémeno
puede ser considerado como un incremento extremo
de la viscosidad, que requiere altas tasas de enfria-
miento y calentamiento (6). Su desarrollo ha sido pa-
ralelo al de la congelacidn lenta, ya que existen proto-
colos de vitri ficacion descritos desde el afio 85 (7) en
1985 publicaron un estudio en el que describieron la
primera vitrificacién exitosa de embriones murinos
en estadio de 8 células, usando una mezcla de crio-
protectores como DMSO (Dimetil Sulféxido),
Acetamida, Propilenglicol y Polietilenglicol, a la que
llamaron “criopresenacién libre de hielo por vitrifi-
cacién”. Posteriormente se describieron con éxito
otros protocolos de vitri ficacién para diferentes espe-
cies; en bovino se utilizaba como crioprotector una
mezcla de glicerol y propanediol a altas concentracio-
nes (8); en caprinos (9). Sin embargo, no se consigue
la primera vitri ficacién exitosa en humanos hasta el
afio 1998 (10). Es, sin embargo, en los dltimos 5 afios
cuando la vitrificacidon ha cobrado importancia debi-
do a los excelentes resultados publicados por los dife-
rentes grupos (11, 12, 2, 13), entre otros.

Los pobres resultados obtenidos en el centro me-
diante la técnica de congelacidn lenta nos incliné a
poner en marcha la vitri ficacién como técnica altern a-
tiva a la congelacién lenta y tras un periodo de puesta
a punto en el laboratorio, en el que solapamos ambas
técnicas nos decidimos finalmente por la vitrificacién
debido a los buenos resultados obtenidos.

MATERIAL Y METODO

El estudio muestra los resultados obtenidos tras un
total de 175 ciclos de transferencia de embriones
criopreservados por vitrificacion; de los cuales 126
transferencias corresponden a embriones poocedentes
de FIV-ICSI Y 49 de ellas corresponden a ciclos de
ovodonacion.

PREPARACION DE LAS PACIENTES

Las pacientes fueron estimuladas para un ciclo
inicial de FIV-ICSI. Las pautas elegidas se realizan
segin (14, 15).

P ROCESO DE VITRIFICACION

Los embriones excedentes del ciclo de FIV-ICSI
fueron vitri ficados en dia +2 6 +3 post-aspiracién fo-
licular en funcién del momento de la transferencia
embrionara. El método utilizado para la vitrificacién
fué la técnica del Cryotop (12). Los embriones fueron

484 - La vitrificacién

Vol. 26- n° 6 - Nwiembre-Diciembre 2009




equilibrados en una solucién de equilibrio ES: (7,5%
etilenglycol (EG) + 7,5% dimetil sulféxido [DMSO]
en medio Ham F-10 (Gibbco) +20% SSS (Serum
Sustitutivo Sintético) (IRVINE) durante un periodo
entre 5 y 15 minutos en funcién del estadio celular de
los embriones vitri ficados. Seguidamente los embri o-
nes son emplazados en una solucién de vitrificacién
VS: (15% etilenglycol (EG)+15% dimetil sulféxido
[DMSO]+ 0,5M de Sucrosa en medio Ham F-10
(Gibbco) suplementado al 20% con SSS (Serum
Sustitutiw Sintético) por un periodo no superior a 1
minuto. Pasado este tiempo, los embriones son colo-
cados en el Cryotop procurando que arrastren un
MVC (minimo volumen de congelacién), para que la
tasa de enfriamiento al ser sumergidos directamente
en el nitrégeno liquido sea la adecuada (-23.000°
C/min) (12).

WARMING DE LOS EMBRIONES

Para la desvitri ficaciéon (Warming) de los embri o-
nes, sacamos el Cryotop del nitrégeno liquido y se su-
merg de forma inmediata en la solucién Th awing en
un periodo nunca superior a un minuto: (1.0 M de su-
crosa en Ham F-10 suplemetado con SSS) que estard
a una temperatura de 37 °C, consiguiendo asf una tasa
de calentamiento adecuada (12.000 °C/min). Pasado
este tiempo, los embriones son transferidos a una so-

lucién de dilucién: DS durante 3 minutos (0,5 M de
sucrosa en Ham F-10 suplemetado con SSS). Una vez
transcurrido este tiempo, los embriones son transferi-
dos a la placa de cultivo donde se realizardn sucesivos
lavados en el medio de cultivo adecuado en funcién
del estadio celular de los embriones que se acaban de
desvitiificar.

Los embriones permanecerdn en esta placa 24 horas
en cultivo antes de ser transferdos a la paciente adecua-
damente prep arada para la realizacién de la misma (14).

RESULTADOS

Se compararon los resultados obtenidos tras des-
congelacidn lenta y vitrificaciéon. Se descongelaron
un total de1929 embriones procedentes de ciclos de
ICSI y ovodonacién: 796 embriones habian sido con-
gelados mediante el protocolo de congelacién lenta
(14) y 1133 fueron desvitrificados segtin el método
del Cryotop (12). Los resultados obtenidos fueron los
siguientes: (Tablas 1y 2)

Los resultados obtenidos con la técnica de vitri fi-
cacién son significativamente mayores a los obteni-
dos por el protocolo de descongelacion lenta. Las ta-
sas de supervivencia son mejores en vitrificacion y
esto se traduce asimismo en unas mayores tasas de
evolucién embrionara y de embarazo final (Tabla 3).
Estos datos son muy a tener en cuenta, ya que en

Tabla 1
Resultados obtenidos con embriones crioprese nados en congelacion lenta: tasas de superv ivencia y evolucion, tanto
paraciclos realizados en ICSI como para ciclos realizados en donacion de évulos

CONGELACION N° embriones N° embriones Tasa de N° embriones Tasa de p

LENTA descongelados sobrev iven supervivencia evolucionan ewlucion

ICSI 694 491 70,7% 262 53,3% P<0,01

OVODONACION 102 54 52,9% 18 33,3% P<0,01

TOTAL 796 541 67,9% 280 51,7% P<0,01
Tabla 2

Resultados obtenidos con embriones criopreservados mediante vitri ficacion: tasas de superv ivencia y evolucion, tanto
paraciclos realizados en ICSI como para ciclos realizados en donacion de évulos

VITRIFICADOS N° embriones N° embriones Tasa de N° embriones Tasa de P
desvitrificados sobreviven supervivencia evolucionan ewlucion

ICSI 900 809 89,8% 583 72,06% P<0,01

OVODONACION 233 209 89,69% 158 75,5% P<0,01

TOTAL 1133 1018 89,84% 741 72,78% P<0,01
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Tabla 3
Comparativa de las tasas de embara zo obtenidas tras la realizacion de los ciclos criopreservados en ICSI y Donacion
de ovulos tanto para Congelacion lenta como para Vitrificacion

TASA DE EMBARAZO CONGELACION LENTA VITRIFICACION p

ICSI (19/145) 13,2% (68/163) 41,7% P<0,01
OVODONACION (3/27) 11,18% (19/56) 35,7% P<0,01
TOTAL (22/175) 12,5% (87/219) 39,7% P<0,01

nuestrocentro no hacemos seleccién embrionaria a la
hora de criopreservar embriones; normalmente se
criopreservan todos los embriones sobrantes en ciclos
de FIV-ICSL

DISCUSION

Tras pasar durante unos afios inadvertida, a favor
de la congelacién lenta (hay reportes de la existencia
de su aceptacién como técnica de criopreservacion
desde el afio 93 (16, 17) siendo los primeros trabajos
realizados en el afio 1989 (22). La vitrificacion esta
empezando en los tltimos afios a ser la técnica usada
de manera utinara en un cada vez mayor nimero de
laboratorios de rep roduccién asistida. La desconfian-
za inicial, justificada por las elevadas concentraciones
de crioprotector con las que se trabaja (18, 19), y el
uso de sistemas abiertos donde los embriones quedan
almacenados (11, 6), (en contacto con el nitrégeno li-
quido (lo que puede constituir una potencial fuente de
infeccion (20), ademas la dive rsidad de técnicas, (ca-
da grupo reporta su propia técnica) y la deficiencia de
una tecnologia estdndar probada (19) di6 lugar a este
recelo inicial. Este ha ido desapareciendo a la vista de
los resultados obtenidos en vitri ficacién ofrecidos por
los diferentes grupos de investigacion (2, 10-13). La
puesta a punto de la técnica no fue fécil, ya que los
primeros protocolos aparecidos se probaron a partir
de modelos animales, y concretamente a partir de em-
briones en mamiferos, los cuales nos ofrecieron una
gran variedad de protocolos dirigidos a aumentar las
tasas de supervivencia embrionaria mediante la dis-
minucién del volumen de los crioprotectores utiliza-
dos y un aumento el la velocidad de enfriamiento.
Estos intentos dirigidos a la puesta a punto de la téc-
nica jugando con los diferentes tiempos de exposicion
a los crioprotectores y las diferentes concentraciones
de los mismos (21), dieron lugar a una cada vez ma-
yor tasa de supervivencia desde estos primeros estu-
dios realizados en el afio 1989. La vitri ficacién es hoy

por hoy la técnica de criopreservacion elegida cada
vez por mds laboratorios ya que simplifica y acelera
notablemente el proceso de criopreservacion, sin que
para ello sean necesario invertir en equipos especifi-
cos. Esta técnica elimina en su proceso la formacién
de cristales de hielo que son la causa del dafio celular
que presentan los embriones tras descongelar (6) y re-
cupera el ciclo celular obteniéndose una buena tasa
de rexpansion in vitro (22), que da lugar a una mejor
tasa de evolucién y embarazo.

CONCLUSION

Los resultados que la vitri ficacién ofrece en tasas
de supervivencia, evoluciéon y embarazo hacen que
sea la mds adecuada para conservar los embriones ex-
cedentes en ciclos de reproduccién asistida. Asi-
mismo, no sélo es la mejor opcidén en criopreserva-
cioén embronaria, los excelentes resultados descritos
en 6vulos (12, 11, 2) en cigotos (23) y Blastocistos (24)
superan los resultados obtenidos por cualquier otro ti-
po de técnica descrita hasta ahora.
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