La vitrificacion permite obtener tasas de embarazo comparables a las
obtenidas con embriones en fresco

Vitrification to obtain pregnancy rates comparable to those obtained with
fresh embryos
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Resumen

El objetivo de este estudio es comparar el porcentaje de embarazo de transferencias de embriones en
fresco y en vitrificados.

Se realizo un andlisis retrospectivo de las tasas de embarazo desde que empezamos a realizar vitrifi-
cacion de embriones en la clinica Ginemed, especializada en reproduccion humana asistida.

Se compararon las tasas de embarazo de los ciclos en fresco realizados en la clinica desde enero de
2007 hasta septiembre de 2008 con las tasas obtenidas en transferencias de vitrificados de aquellos
embriones que no habian dado embara zo en fresco.

La tasa de embara zo en transferencias en fresco fue del 49,8% de 1279 ciclos realizados. Tras la vi-
trificacion de los embriones sobrante de estos ciclos, serealizaron 184 ciclos de vitrificados consi-
guiendo una tasa de embara zo del 41%.

No se observaron diferencias significat ivas en transferencias en funcion de la calidad de embriones
en frescos 'y en vitri ficados (1 bueno: 37,5% frente 38%, 2 buenos: 55% frente 47%, 3 buenos: 57 %
frente a 51% respectivamente).

Tampoco encontramos diferencias con respecto a la tasa en funcion de la edad de las pacientes en
fresco y vitrificados.

En conclusion, la vitrificacion es una técnica que nos permite conservar los embriones sobrantes de
ciclos de rep roduccion asistida manteniendo intacta la funcionalidad de embriones. Nos permite can-
celar ciclos por riesgo de hiperestimulacion o por mala calidad endometrial sin comprometer la cali-
dad embrionaria y las tasas de embarazo.
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Summary

The object of this study is a comparison between the rates of pregnancy proceeding from a transfer
with fresh embryos and vitri fied embryos.

The investigation was made as aretrospective analysis about the success rates since we choose to rea-
lize the embryo vitrification in the Ginemed Clinic, specialized in assisted human rep roduction.

The comparison was made between the pregnancy rates proceeding from a fresh embryos cycle from
January 2007 to September 2008 and the pregnancy rates proceeding from transfersrealized with vi-
trificated embryos, whichdidn’t give before a positive pregnancy result by their employment as fresh
embryos.

We obtained significant results: the pregnancy rate (PR) in cycle by employing fresh embryos was
49.8% in about 1279 realized transfer. After the vitrification of remaining embryos of this cycle, it was
realized 184 cy cle of embryo vitrification getting a 41% as PR result.

It wasn 't observed significant differences by employment in transfa of good quality fresh and vitrified
embryos (1 good: 37.5% ve rsus 38%, 2 good: 55% ve rsus 47%, 3 good: 57% as opposite to 51% re s-
pectively). It was any differences, as well, respect to the PR based on the Age of the patients by trans-
fer with fresh and vitrified embryos.

As conclusion of this study can be affi rmed that vitrification is a technique that allows to conserve the

leftover embryos maintaining their functionally intact at the same time. Thus we can delay transfer
without jeopardizing the embryonic quality and the PR.
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INTRODUCCION

La conservacién de embriones desempefia un pa-
pel muy importa en la reproduccién humana asistida.
El proceso de estimulacién ovdrica se intenta optimi-
zar al maximo, procurando obtener un nimero sufi-
ciente de embriones donde seleccionar los de mejor
calidad para transferr y el resto poder congelar para
un segundo intento. De esta forma conseguimos au-
mentar la tasa acumulativa de embarazo reduciendo
la exposicién a gonadotropinas (1,2).

Existen dos técnicas bdsicas utilizadas para la
crioconsenacidon de embriones: congelacion lenta y
vitri ficacidén. La congelacién lenta induce dafios celu-
lares, alteracidon del metabolismo y descenso de la
viabilidad (3).

La vitri ficacidn es un método de criopreservacion
en el que se enfrian las soluciones a altas velocidades
para solidificarlas sin formar cristales de hielo, esto
minimiza los inconvenientes de la congelacién lenta.
El enfriamiento se realiza en un solo paso a una velo-
cidad de -23.000°C/min (4). Nosotros utilizamos la
técnica del cryotop. Esta técnica reduce el choque os-
motico, la toxicidad del criopraector y los dafios cau-
sados por el enfriamiento, al tiempo que aumenta el
rango de superv ivencia y la tasa de embarazo (5,6).

El objetivo de nuestro estudio es comparar las ta-
sas de embarazo en pacientes sometidos a ciclos de

reproduccidn asistida en transferencias en fresco y en
vitrificados.

MATERIAL Y METODO

El estudio ha sido realizado en la Clinica Ginemed
en Sevilla, Espaifia. Todos los ciclos fueron ciclos de
ICSI. La técnica de Vitrificacidn se introdujo a finales
de 2006 aceptdandose como tnica técnica de criocon-
servacion de embriones desde enero de 2007. Entre
enero de 2007 y septiembre de 2008 se realizaron un
total de 1279 ciclos con transferencias en fresco. En
715 de ellos vitrificamos al menos 1 embridn, reali-
zéndose un total de 184 ciclos de transferencias con
embriones vitri ficados hasta este periodo.

Se incluyeron todos los ciclos en los que hubo
embriones para transferir en fresco. En transferencias
de vitrificados, incluimos todas aquellas en las que
habia habido transferencia en fresco y no habian que-
dado embarazadas. La media de edad en transferencia
en fresco y en vitrificados fue similar (34,8 frente a
35,5 afios respectivamente).

Los ciclos de ICSI se realizaron en protocolo lar-
go tras un mes de reposo ov drico con anticoncep tivos.
Para la supresién se ha usado andlogos de la GnRH
(aGnRH),nafarelina (Synarel(®) comenzando en el
Dia 14° de anticonceptivws en una dosis de 200 mg
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dos veces al dia, manteniéndolo hasta el dia de la
HCG. Segiin los niveles séricos de FSH, LH y estra-
diol y en funcién de la edad de la paciente y anélisis
por ecografia se fijan las dosis de estimulacién ov ari-
ca. Nosotros utilizamos el protocolo “Combo” con
hormona foliculo estimulante (FSH) (Gonal-F®) y
gonadotropina menopdusica humana, HMG (HMG
Lépori(®) en dosis entre 150Ul a 300UIL La adminis-
tracion de estos se individualiza de acuerdo al control
ecogrifico del ciclo. El criterio para la administracién
de la hormona gonadotréfica humana (1000 UI HCG)
(HCG Lepori(®) es la presencia de al menos dos foli-
culos de 18 mm. de didmetro. La administracién de
aGnRH y FSH/HMG se suspende le dia de la admi-
nistracién de la HCG. Las punciones se realizaron a
las 36 horas de la administracién de la hCG por via
vaginal ecoguiada.

Las mu e s t ras de semen usadas para ICSI se prep ara
ron por gradiente de densidad en capas de 0,3 a 1 mL
de 40% y de 0,3 a 1 mL de 80% de Sperm Grad
(Vitrolife(®) y Ham F-10 (Gibco) con gentamicina a
1100 rpm durante 20 minutos. Realizando después un
lavado con Quinn’s(®) Sperm Washing Médium (Sage)
y otro con Quinn’s Advantage(®) Fettilization (HTF)
Unive rsal Médium (Sage) a 1500 rpm 5 minutos.

La microinyeccion se realizé entre las 3 y 6 horas
de la captacidn ovocitaria descrita en detalle por
Svalander et at.(7)

Previamente el ciimulo fue eliminado con HYASE
10(Vitrolife(®) en Quinn’s Advantage(®)
Fertilization (HTF) Unive rsal Médium (Sage) en mi-
crogotas de 25 pL, ahf se dejaban unos segundos y fi-
nalmente pasando repetidas veces por micropipetas
estiradas de distintos didmentros en Quinn’s
Advantage(®) Fertilization (HTF) Unive rsal Médium
(Sage). La fecundacioén se evalu6 a las 16-20 horas.

A 'los 2 6 3 dias de la puncién se realiz6 la transfe-
rencia de un maximo de los 3 embriones de mejor ca-
lidad. El tratamiento con progesterona (Progeffik(r))
se mantiene igual hasta el dia de la B-hCG (dos se-
manas) y si ésta es positiva se mantiene hasta el ter-
cer mes de embarazo.

La vitrificacién se realizé con la técnica de
Cryotop (8). Los embriones fueron vitri ficados en dia
+2,4+3 6 +5 en funcién del dia que se realiz6 la trans-
ferencia en fresco. Se introdujeron en una solucién
estabilizadora (15% de etilenglicol y dimetilsulféxi-
do) durante 7 minutos pasando después a la solucién
de vitri ficacién (15% de etilenglicol, 15% de dimetil-
sulféxido y sucrosa) donde permanecen menos de 1
minuto antes de ser cargados en el cryotop con el mi-
nimo volumen y sumergirlos en nitrégeno liquido.

Los embriones se desvitrificaron mediante un ca-
lentamiento rdpido (12.000 °C/min) en Thawing
Solution con 1 ul de sucrosa a 37°C durante menos de
1 minuto. Posteriormente se equilibraron en Dyluent
Solution con 0.5 pl de sucrosa durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente se pusieron en me-
dio de cultivo Quinn’s Advantage(®) Cleavage
Médium o Quinn’s Advantage(®) Blastocyst Médium
(en funcién del dia de la congelacién) hasta la hora
de la transferencia al dia siguiente o en caso de blas-
tocistos durante al menos 4 horas en el incubador al
6% de CO2 a 37°C.

El andlisis estadistico se obtuvo aplicando con-
traste de hipétesis de igualdad de proporcién pobla-
cional con un nivel de significacién <0.05 con el soft-
ware comercial SigmaStat 3.1.

RESULTADOS

Se transfirieron un total de 3896 embriones. La
media de embriones transferidos en fresco fue de
2.64 por ciclo frente a los 2.46 embriones transferi-
dos en ciclos de vitificados.

La tasa de supervivencia de los embriones vitri fi-
cados fue del 91%, la mayoria con todas las blastd-
meras intactas, de los cuales el 76 % evolucionaron
desde la desvitrificacion hasta el momento de la
transferencia.

El porcentaje de embarazo en frescos y en vitrifi-
cados no mostré diferencias significativas en funcién
de la calidad de los embriones (Tabla 2) ni por la
edad de las pacientes (Tabla 3). En cambio, si encon-
tramos diferencias en funcién de los endometrios
(Tabla 4 y Tabla 5).

DISCUSION

La vitrificacién proporciona una supervivencia,
evolucién y tasa de embarazo superior a la obtenida
con la congelacion lenta (9), hechos que nos hicieron
decidirnos para cambiar a esta técnica.

La vitri ficacién es una técnica relativamente nueva
y es necesario observar el efecto que puede provocar
en los nifios nacidos tras aplicar esta técnica. Un estu-
dio de Takahashi et al. (10) comparé los resultados
perinatales de transferencia de vitri ficados y de fres-
cos y no encontr diferencias significativas en la edad
gestacional, peso al nacer o defectos congénitos; aun-
que no por ello haya que dejar de seguir investigando.

En nuestro estudio hemos comparado las tasas de
embarazo evolutivos que conseguimos durante los
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aflos 2007-2008 sin seleccionar y las comparamos
con aquellas que obtuvimos con los embriones que
vitrificamos de esos ciclos y aportaron un resultado
negativo en fresco. Observamos que el porcentaje de
embarazo es similar en fresco y en vitrificado (tabla
1). Este estudio compara ciclos en fresco sin seleccio-
nar con embriones que no han sido seleccionados pa-
ra ser transferidos en fresco y han sido vitrificados.
Por tanto estos embriones considerados “no tan bue-
nos” deberian dar una tasa menor de embarazo si hu-
bieran sido transferidos en fresco y atin mds baja al
haber sufrido el proceso de vitrificacién/ warming.
Sin embargo esto no se observa, lo que nos hace pen-
sar, dado que la funcionalidad del embrién tras la
desvitrificacién permanece intacta, que la tasa ligera-
mente inferior de embarazos en vitri ficados se puede
deber tnicamente a la calidad de esos embiiones.

Tabla 1
Tasas de embarazos en transferencias en fresco frente a
transferencias en vitrificado

Frescos Vitrificados p

2007-2008 49.70% 41% 0.064

Si nos fijamos mds y tratamos de encontrar dife-
rencias significativas vemos que no las encontramos
ni siquiera cuando diferenciamos por calidad embri o-
naria (tabla 2) o por edad (tabla 3). Estos datos reafir-
man que la funcionalidad del embridn tras la desvitri-
ficacién permanece intacta.

Tabla 2
Tasas de embarazos en fresco vs vitrificado segiin el numero
de embriones de buena calidad transferidos

Frescos Vitrificados p
0 26% 8% N.V*
1 37.5% 38% 0.8
2 55% 47% 0.18
3 57% 51% 0.23
*N.V no valorable por bajo tamafio muestral

Tabla 3
Tasas de embara zo segiin la edad de las pacientes (sin ovodon)
Frescos Vitrificados p
<30 58.4% 45.5% 0.19
>30Y <38 53.3% 42.8% 0.17
>38 15.8% 25%%* N.V*
*N.V no valorable por bajo tamafio muestral

Cuando comparamos el porcentaje de embarazo
en freso relaciondndolo con la medida del endometrio
vemos que por debajo de 9 mm se reduce (tabla 4),
hecho que concuerda con los datos aportados por De
Geyter (11). Si ademds queremos observar el efecto
de la calidad de los embriones transferidos (tabla 5)
comprobamos que juega un papel decisivo transferr
embriones de buena calidad independientemente del
endometrio. Es posible que una buena calidad em-
brionaria sea capaz de compensar un pobre endome-
trio (1). Con respecto al endometrio en transferencia
de embriones vitri ficados no podemos sacar conclu-
siones debido al bajo tamafio muestral. En nuestro es-
tudio el porcentaje de vitrificados transferidos con
endometrios <9 es muy bajo lo que nos impide poder
valorarlos comectamente.

Tabla 4
Tasas de embarazo en funcion de la medida de los
endometrios el dia de la transferencia

Frescos Vitrificados p
<9 45.8% 44% 0.8
9 51.7% 41.4% 0.03*
Tabla §

Tasas de embarazo en funcion de la medida del endometrio
y calidad embrionaria

Frescos Vitrificados
Endom. Almenos Obuenos Almenos 0 buenos
1 bueno 1 bueno
<9 41% 23% 42% 33%
=9 57% 28% 43% 30%

En conclusidn, la vitri ficacién es una técnica muy
util, que reduce los dafios que produce la congelacién
lenta y aumenta la tasa de superv ivencia, evolucién y
embara zo hasta tal punto que nos permite equiparar-
las a los ciclos en fresco. Esto representa una exce-
lente alternativa para pacientes que tienen probabili-
dad de padecer sindrome de hiperestimulacién
ovéarica pues pueden vitrificar sus embriones para ser
transferidos mds adelante sin que ello suponga un
descenso de posibilidades que quedar embarazadas.

La vitri ficacién representa una excelente altemn ati-
va para pacientes que decidan mantener el resto de
embriones o no realicen transferencia en fresco, para
tener una segunda oportunidad de realizar una trans-
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ferencia embriones vitri ficados sin que ello suponga
un descenso de la calidad de dichos embriones.

BIBLIOGRAFIA

1. Veeck LL.: Does the developmental stage at freeze
impact on clinical results post-thaw? Reprod Biomed
Online 2003; 6:367-374.

2. Anderson AR, Wilkinson SS, Price S, Crain JL.:
Reduction of high order multiples in frozen embryo
transfers. Reprod Biomed Online 2005;10:402-5.

3. Sheehan CB, Lane M, Gardner DK.: The CryoLoop
facilitates re-vitrification of embryos at four successi-
ves stages of development without impairing embryo
growth. Human Rep rod 2006;21:2978-84.

4. kuleshova L, Lobata A.: Vitrification can be more fa-
vorable than show cooling. Fertil Steril 2002;
78:3,449-53.

5. Kuwuayama M.: Vitification of human oocytes and
embryos. IVF Update. Tokyo: Medical View
Co.,2001, 230-4.

6. Gottumukkala Achyuta Rama Raju, Gomedhikam
Jaya, Kota Murali Krishna, and Kalagara Madan.:
Neonatal outcome after vitrified day 3 embryo trans-
fers: a preliminary study.Article in press Fertil Steril
2008.

7. Svalander P, Forsberg AS, Jakobsson AH, and

10.

11.

12.

Wikland M.: Factor of importance for the establish-
ment of a successful program of intracytoplasmic
sperm injection treatment for male infertility. Fertil.
Steril.1995; 63: 827-37.

. Kuwayama M.: Vitrification of human oocytes and

embryos. IVF Update. Tokyo: Medical View
Co.,2001;230-4.

. Balaban B, Urman B, Ata B, Isiklar A, Larman

MG, RHamilton R and Gardner DK.: A randome-
zed controlled study of human Day 3 embryo cryopre-
servation by slow freezing or vitrification: vitrification
is associated with higher survival, metabolism and
Hastocyst formation 2008;23:1976-82.

Takahashi K, Mukaida T, Goto T, Oka C.: Perinatal
outcome of blastocyt transfer with vitrification using
cryoloop: a 4-year follow-up study. Fertil Steril
2005:84:88-92.

De Geyter C, Schmitter M, De Geyter M, Nieschlag
E, Holzgreve W, Schneider HP.: Prospective evalua-
tion of the ultrasound appearance of the endometrium
in a cohort of 1.186 infertile women. Fertil Steril
2000;73:106-13

Xingqi Zhang, Chi-Huang Chen, Edmond Confino,
Randall Barnes, Magdy Milad, and Ralf R Kazer.:
Increased endometrial thickness is associated with im-
proved treatment outcome for selected patients under-
going in vitro fertilization- embryo transfer. Fertil
Steril 2005;83:336-40.

Vol. 26- n° 5 - Septiembre-Octubre 2009

La vitiificacién -409




