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Resumen

La criopreservacidn es una técnica que permite alma-
cenar células y tejidos a temperaturas bajo cero para
detener toda actividad bioldgica y, de esta manera,
preservarlos para ser utilizados en el futuro. La crio-
preservacion de ovocitos humanos maduros ofrece una
solucidn aceptable para las pacientes que necesitan
preservar su fertilidad. La principal ventaja del al-
macenamiento de ovocitos para este grupo de pacien-
tes consiste en la ausencia de los problemas asociados
con el almacenamiento de embriones. Las opciones
respecto a la disposicion futura de estos embriones
sobrantes (cémo, cudndo y si serdn o no utilizados)
conllevan decisiones complejas desde el punto de vista
ético y religioso para algunos pacientes. En la actuali-
dad, y en base a que se han publicado varios estudios
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prospectivos y aleatorizados con resultados compara-
bles entre embarazos obtenidos a partir de ovocitos
[rescos y vitrificados provenientes de pacientes infér-
tiles, asi como también a la publicacion de resultados
obstétricos y perinatales de nacimiento de niios sanos
sin incremento de alteraciones cromosémicas a partir
de ovocitos vitrificados y a la Guia de Pricticas Cli-
nicas de la ASRM (Sociedad Americana de Medici-
na Reproductiva) del asio 2013 sobre vitrificacién de
ovocitos maduros se ha establecido que esta técnica no
debe ser mds considerada una técnica experimental.
El objetivo de este trabajo fue evaluar los resultados
reproductivos del uso de la técnica de vitrificacién/
desvitrificacion de ovocitos supernumerarios, prove-
nientes de pacientes infértiles que realizaron trata-
mientos de reproduccion asistida de alta compleji-
dad, en quienes la criopreservacién de embriones no
representaba, por diferentes motivos, una alternativa
posible. El presente estudio retrospectivo fue realiza-
do entre septiembre de 2008 y diciembre de 2012 en
el Departamento de Reproduccion Asistida de Alta
Complejidad del Instituto de Fertilidad (IFER). Un
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total de 583 parejas infértiles vitrificaron ovocitos
supernumerarios luego de realizar un procedimiento
de reproduccion asistida de alta complejidad, de las
cuales 107 (18,3%) desvitrificaron un total de 611
ovocitos. La edad promedio de las pacientes infér-
tiles fue 34,8 + 3,4 aiios y el niimero promedio de
ovocitos desvitrificados por pareja fue de 5,7 + 2,8.
De los 611 ovocitos, sobrevivieron a la vitrificacion/
desvitrificacion un total de 562 (92,0%). Todos
ellos fueron inseminados y la tasa de fertilizacion
obtenida fue 66,9% (376/562). Se obtuvieron 332
embriones (88,3%), de los cuales evolucionaron y se
transfirieron 263 (79,2%), realizdndose 107 trans-
[ferencias. Se transfirieron un total de 132 embriones
de muy buena calidad (Clase II1 y Clase 1V), lo que
representa un 50,2%. El nimero de embriones de
buenafregular calidad (Clase I1) transferidos fue de
108 (41,1%), mientras que se transfirieron un total
de 23 embriones (8,7%) de mala calidad (Clase I).
La tasa global de embarazo clinico por transferencia
obtenida fue 30,8% (33/107) mientras que la tasa
de implantacion fue 13,7% (36/263). La tasa de
aborto fue de 30,3% (10/33). La tasa de nacimiento
por transferencia fue de 21,5% (23/107). Entre los
pacientes que vitrificaron/desvitrificaron 6 o menos
ovocitos y los que vitrificaron/desvitrificaron mds
de 6 ovocitos, la tasa de sobrevida fue del 89,6%,
2771309 vs 94,4 %, 285/302, la tasa de fecundacion
fue del 63,5%, 176/277 vs 70,1%, 200/285, el por-
centaje de embriones de buena calidad transferidos
fue del 49,0%, 47/96 vs 50,9%, 85/167, la tasa de
embarazo clinico/transferencia fue del 27,3%, 9/33
vs 32,9%, 24/73, la tasa de implantacion fue del
15,0%, 25/167 vs 11,5%, 11/96, la tasa de abor-
to fue del 22,2%, 2/9 vs 33,3%, 8/24 y la tasa de
nacimiento por transferencia fue del 28,0%, 7/25 vs
21,9%, 16/73; estos grupos no presentaron diferen-
cias significativas. Estos resultados indican que, en
nuestro grupo de pacientes, el efecto del niimero de
ovocitos desvitrificados no incidid en los pardmetros
reproductivos. Cuando comparamos los resultados re-
productivos obtenidos para pacientes menores de 38
afios y pacientes mayores de 38 aios (independiente-
mente del niimero de ovocitos vitrificados/desvitrifi-
cados) observamos que la tasa de sobrevida (91,5%,
460/503 vs 94,4%, 102/108), la tasa de fecunda-
cidn (68,7 %, 316/460 vs 58,8%, 60/102) y el por-
centaje de embriones de buena calidad transferidos
(51,1%, 113/221 vs 45,2%, 19/42) no presentaron

diferencias significativas entre ambos grupos. Sin
embargo, la tasa de embarazo clinicoltransferencia
(36,4%, 32/88 vs 5,5%, 1/18), la tasa de implan-
tacion (15,8%, 35/221 vs 2,4%, 1/42) y la tasa
de nacimiento por transferencia (25,0%, 22/88 vs
5,5%, 1/18) presentaron diferencias significativas a
Javor del grupo de pacientes menores de 38 arios. La
vitrificacion ovocitaria ha demostrado ser una téc-
nica simple, segura y eficiente para la preservacion
de gametas en numerosos centros de reproduccion
asistida a nivel mundial. Debe ser recomendada en
Jforma individual y acorde a cada paciente. Las tasas
de embarazo obtenidas son muy aceptables y compa-
rables con la bibliografia publicada. Si bien atin son
algo menores a las obtenidas con el uso de embriones
criopreservados, creemos que puede ser ofrecida como
alternativa en los Centros de Reproduccidn Asistida,
dadas las ventajas adicionales respecto al congela-
miento de embriones.

Palabras claves. Ovocitos, criopreservacion, vitrifi-
cacion, sobrevida, tasa de embarazo.

Cryopreservation of oocytes, an alter-
native to embryo freezing in infertile
patients

Summary

Cryopreservation is a technique that enables the sto-
rage of cells and tissues, freezing to a stop all bio-
logical activity. Mature human oocyte cryopreserva-
tion may provide an acceptable solution for patients
who need to preserve fertility. The main advantage
of storing oocytes is the lack of issues associated with
embryo cryopreservation. There have been several
prospective randomized studies with comparable re-
sults between pregnancies obtained from fresh and
vitrified oocytes, as well as various publications asses-
sing obstetric and perinatal outcomes which showed
no chromosomal abnormalities increment in the offs-
pring. The ASRM (American Society of Reproducti-
ve Medicine) Clinical Practice Guideline (2013) on
mature oocyte vitrification states that this technique
should not be considered as experimental. The aim of
this study was to evaluate the reproductive outcomes
of the vitrification / devitrification of supernumerary
oocytes from infertile patients who underwent assisted
reproductive techniques, and in whom embryos cryo-
preservation was not an alternative. This retrospec-
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tive study was performed between September 2008
and December 2012 in the Fertility Department of
IFER. 583 infertile couples vitrified supernumerary
oocytes after performing an In Vitro Fertilization,

and 107 couples (18.3%) thawed 611 oocytes. The
average age of infertile women was 34.8 + 3.4 years
old, and the average number of oocytes devitrified per
couple was 5,7 + 2.8. A total of 562 oocytes (92.0%)

survived the vitrification / devitrification procedu-

re. All were inseminated and the fertilization rate
was 66.9% (376/562). 332 embryos were obtained
(88.3%), and 263 were transferred (79.2%). There
were 132 (50.2%) good quality embryos (Class 111
and Class 1V), 108 (41.1%) fair quality embryos
(Class I) and 23 (8.7%) poor quality embryos (Class
1) transferred. The clinical pregnancy rate per trans-

fer obtained was 30.8% (33/107) while implan-

tation rate was 13,7% (36/263). Miscarriage rate
was 30.3% (10/33). The live birth rate per transfer
was 21.5% (23/107). When comparing results from

patients who vitrified G or less oocytes to those who

vitrified more than 6 oocytes, there were not signi-
ficant differences in terms of survival rate (89.6%,

2771309 vs 94.4%, 285/302), fertilization rate
(63.5%; 176/277 vs 70.1%, 200/285), percentage
of good quality embryos transferred (49.0%, 47/96
vs 50.9%, 85/167), clinical pregnancy rate / trans-
fer (27.3%, 9/33 vs 32.9%, 24 /73), implantation
rate (15.0%, 25/167 vs 11.5%, 11/96), abortion
rate (22.2%, 2/9 vs 33.3% 8/24) and live birth
rate per transfer (28.0%, 7/25 vs 21.9%, 16/73).

When comparing reproductive outcomes obrained
[from patients younger than 38 years old to patients
older than 38 years old (regardless of the number of
oocytes vitrified / devitrified), the survival rate was
91.5%, 460/503 vs 94.4%, 102/108, fertilization
rate was 68.7%, 316/460 vs 58.8%, 60/102 and
the percentage of good quality embryos transferred
was 51.1%, 113/221 vs 45.2%, 19/42 did not di-
[fer significantly between the two groups. However,

clinical pregnancy rate / transfer was 36.4%, 32/88
vs 5.5%, 1/18), implantation rate was 15.8%,

35/221 vs 2.4%, 1/42) and live birth rate per
transfer was 25.0% 22/88 vs 5.5%, 1/18) showed
significant differences in favor of the younger group
of patients. Qocyte vitrification is a simple, safe and
efficient technique for the fertility preservation. It
has different indications, fertile patients in need of
[fertility preservation for medical conditions; or in-
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fertile patients who do not wish to freeze embryos
while performing assisted reproduction treatments.
This technique should be recommended individua-
lly and according to each patient. We believe it can
be offered as a valuable alternative while counseling
patients in Assisted Reproduction Centers.

Key words. Oocyte cryopreservation, vitrification,
survival rate, pregnancy rate.

Introduccion

La criopreservacién es una técnica que permi-
te almacenar células y tejidos a temperaturas bajo
cero para detener toda actividad bioldgica, y de
esta manera, preservarlos para ser utilizados en el
futuro.! Uno de los mayores avances en los ulti-
mos afios, ha sido el desarrollo y la mejora en los
resultados de la criopreservacién de ovocitos hu-
manos maduros.

Este procedimiento puede ofrecer una solu-
cién aceptable para las pacientes que necesitan
preservar su fertilidad. Serfa de utilidad aplicarlo
en aquellas mujeres con patologfas benignas del
ovario que requieren multiples cirugfas (endo-
metriosis recurrente) o que disminuyen la reser-
va ovdrica; previo a un tratamiento oncoldgico,
ante la necesidad de la remocién de uno o ambos
ovarios, o por el efecto deletéreo sobre los mis-
mos de la quimio o radioterapia; también ante la
posibilidad de una futura menopausia prematura,
entre las que debemos tener en cuenta las causas
autoinmunes. También puede ser considerado en
causas sociales como el deseo de postergacién de
la maternidad por motivos personales, laborales o
en pacientes sin pareja. Otros motivos a tener en
cuenta serfan por razones éticas y/o religiosas en
parejas que no estén de acuerdo en la criopreser-
vacién de embriones en técnicas de fertilizacion
asistida de alta complejidad.

La principal ventaja del almacenamiento de
ovocitos para este grupo de pacientes infértiles
consiste en la ausencia de los problemas asociados
con el almacenamiento de embriones,” que radi-
can, fundamentalmente, en la eventual pérdida
de la vitalidad embrionaria al momento del des-
congelamiento; y en el grave problema que susci-
ta la existencia de embriones sin destino, por las
multiples circunstancias por las que los embriones
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no son requeridos por sus padres para realizar las
transferencias. *

Debemos considerar otras ventajas que aporta
la aplicacién de esta técnica, tales como la posi-
bilidad de congelar ovocitos ante la dificultad de
obtener una muestra de semen en el momento de
la recoleccién de ovocitos, durante un procedi-
miento de reproduccién asistida; o para evitar los
inconvenientes derivados de un posible sindrome
de hiperestimulacién ovdrica.

Otra indicacién serfa la creacién de bancos de
ovocitos para los tratamientos de reproduccién
asistida de alta complejidad que requieran ovodo-
nacién, ya que permite mayor flexibilidad en la
coordinacién de los ciclos entre la donante y la
paciente receptora.

Por tltimo, esta tecnologia también es aplica-
ble en lugares en que las legislaciones restrictivas
respecto al congelamiento de embriones impidan
la realizacién de estos procedimientos.”

Desde el punto de vista técnico, las caracte-
risticas del ovocito (su tamafo y su forma esfé-
rica) interfieren con la correcta distribucién de
los crioprotectores utilizados durante el congela-
miento lento. Dentro de las causas del dafio de
la congelacién lenta debemos incluir a la forma-
cién de hielo intra y extracelular, el riesgo de una
deshidratacién excesiva, el efecto del aumento de
las concentraciones de solutos y el hecho de que
algunas estructuras subcelulares han mostrado ser
muy sensibles a la congelacién.”®

Todos estos inconvenientes han sido, al menos
parcialmente, superados con la optimizacién del
desarrollo de la técnica de vitrificacién de ovoci-
tos.” La vitrificacién es un proceso fisico en el que
un liquido es transformado en un sélido de forma
vitrea. Bdsicamente, es el siper enfriamiento de
un liquido a una temperatura a la que su visco-
sidad es tan alta que puede ser definido como un
s6lido.'* 1!

Histéricamente, esta técnica fue originalmente
aplicada por Rall y Fahy'? en embriones de ratén.
Pensis y col' lograron con éxito la sobrevida de
ovocitos humanos desvitrificados. La fecundacién
y el desarrollo embrionario en humanos, a partir
de ovocitos vitrificados, fueron conseguidos por
Hunter y col en 1995." Ya en 1999, Hong y col
desarrollaron los primeros blastocistos humanos a
partir de ovocitos vitrificados.” En ese afio tam-
bién Kuleshova y col publicaron el primer naci-

miento a partir de ovocitos vitrificados.'® Pero fue
recién a partir del afo 2005 con los trabajos de
Kuwayama y col que la técnica de vitrificacién de
ovocitos ha mostrado ser altamente eficiente.'”!

Si bien el reporte del primer caso de criopre-
servacion eficiente de ovocitos humanos utilizan-
do la técnica conocida como criopreservacién len-
ta fue publicado por Chen en 1986,* esta técnica
permanecié con resultados muy poco eficientes y
variables, hasta la optimizacién de la nueva téc-
nica de congelamiento rédpido (vitrificacién).?2

La bibliograffa presentada a la fecha muestra
un escaso nimero de trabajos en los que los ovo-
citos vitrificados han provenido de pacientes in-
fértiles.”” La mayor parte de los mismos publican
la utilizacién de ovocitos de mujeres jévenes que
son almacenados para realizar técnicas de ovodo-
nacién.’* En un principio, la eficiencia clinica y
seguridad de la criopreservacién fue cuestionada
por falta de ensayos clinicos bien controlados y
las recomendaciones de la Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva (ASRM) del ano 2006
y 2008, y de Sociedad Americana de Oncologia
Clinica (ASCO) del afio 20006, establecian que la
criopreservacién de ovocitos s6lo podria ser utili-
zada en la preservacién de fertilidad en pacientes
oncoldgicas, mientras que las otras indicaciones
deberian ser consideradas experimentales.

En la actualidad, y en base a que se han publica-
do varios estudios prospectivos y aleatorizados con
resultados comparables entre embarazos obtenidos
de ovocitos frescos y vitrificados provenientes de
pacientes infértiles, asi también la publicacién de
resultados obstétricos y perinatales de nacimiento
de nifios sanos sin incremento de alteraciones cro-
mosémicas a partir de ovocitos vitrificados,34 la
Guia de Prictica Clinica de la ASRM35 del afo
2013 sobre vitrificacién de ovocitos maduros esta-
blece que esta técnica no debe ser considerada, en
la actualidad, experimental, especificando que esta
tltima gufa reemplaza lo publicado en el 2008 so-
bre la criopreservacién de ovocitos.

Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar los re-
sultados reproductivos del uso de la técnica de
vitrificacién/desvitrificacién de ovocitos supernu-
merarios provenientes de pacientes infértiles que
realizaron tratamientos de reproduccién asistida de
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alta complejidad, en quienes la criopreservacion de
embriones no representaba una alternativa posible.

Materiales y métodos

El presente estudio retrospectivo fue realizado
entre septiembre de 2008 y diciembre de 2012 en
el Departamento de Reproduccion Asistida de Alta
Complejidad del Instituto de Fertilidad (IFER).

Durante este periodo, un total de 583 parejas
infértiles vitrificaron ovocitos supernumerarios
luego de realizar un procedimiento de reproduc-
cidén asistida de alta complejidad, de las cuales 107
(18,3%) desvitrificaron un total de 611 ovocitos.

Estimulacién ovdrica

Los ovocitos frescos fueron obtenidos median-
te hiperestimulacién ovdrica controlada, utilizan-
do como esquemas de estimulacién: un protocolo
largo con andlogos, agonistas de GnRh 0,1 ml/
dfa subcutdneo hasta la menstruacién y 0,05 ml/
dfa subcutdneo hasta la aplicacién de la HCG; o
un protocolo basado en antagonistas de GnRh,
iniciado a razén de una dosis diaria de 0,25 mg
subcutdneo con un foliculo dominante de 15 mm.
En ambos casos, la hiperestimulacién ovirica fue
realizada utilizando FSH recombinante y HMG
altamente purificada, a razén de 150 a 225 Ul/
dia y ajustando las dosis segtin respuesta. El de-
sarrollo folicular fue monitoreado por via ultra-
sonogréfica transvaginal y por dosaje de estradiol
sérico. Cuando al menos 2 foliculos tuvieron un
didmetro mayor a 18 mm, los pacientes recibie-
ron 10.000 IU de HCG. La aspiracién folicular
realizada por via transvaginal para la captacién
ovocitaria fue realiza da 36 horas después de la
inyeccién de HCG.

Manejo de los ovocitos

Una vez que fueron identificados los com-
plejos ovocito-cumulus oophorus fueron sepa-
rados inmediatamente del fluido folicular, lava-
dos y transferidos a un medio sintético (Human
Tubal Fluid modified, Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, EE.UU.) suplementado al 2,5% con
albdmina sérica humana (Human Serum Albu-
min, Irvine Scientific, Santa Ana, CA, EE.UU.)
(HTFm+HSA). Concluida la captacién ovocita-
ria, los complejos ovocito-cumulus fueron trans-
feridos a una cdpsula de 4 pozos que contenfa 0,5
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ml de medio G-IVF PLUS (Vitrolife, Kungsbac-
ka, Suecia) y fueron cultivados en estufa a 6%
CO, y 37°C durante 4 horas. La remocién com-
pleta de las células del cumulus y la corona fue
realizada por exposicién a hialuronidasa (80 Ul/
ml) (Sigma Chemical, St Louis, MO, EE.UU.) y
posterior manipulacién mecdnica con pipetas de
vidrio finas.

Figura 1. Ovocitos.

Vitrificacién

La vitrificacién ovocitaria fue realizada uti-
lizando como contenedor el Cryorop (Kitazato
BioPharma Co, Shizuoka, Japén)."” Para ello, en
la tapa invertida de una placa de Petri estéril, se
colocaron: 1 gota de 20pl de medio de cultivo
(HTFm + HSA) y 3 gotas de 20pl de solucién
equilibrante (ES, Code VT101, Vitrification Kit,
Kitazato BioPharma Co, Shizuoka, Japén). Lue-
go se transfirieron hasta 3 ovocitos con el mini-
mo volumen posible del medio G-IVF PLUS de
la incubadora a la gota de HTFm+HSA. Con la
punta de la pipeta de transferencia, se fusionaron
la gota de HTFm+HSA con la de ES hasta per-
mitir la mezcla espontdnea de las dos soluciones
durante 3 minutos. Luego se unié una gota de ES
con medio fresco con la mezcla de gotas anterior
y se los dejé asi durante otros 3 minutos. Pasado
este tiempo, se transfirieron los ovocitos con el
minimo volumen posible de solucién al fondo de
una nueva gota de ES con medio fresco durante
3 minutos. Inmediatamente después, los ovocitos
fueron transferidos a una cdpsula que contenia la
solucién de vitrificacién (VS, Code VT101, Vitri-
fication Kit, Kitazato BioPharma Co, Shizuoka,
Jap6n) durante 60 segundos como mdximo y fi-
nalmente se los cargé en el Cryotop en un ndmero
no mayor de 4 ovocitos, retirindose el exceso de
solucién de vitrificacién por el uso de pipeta. Se
recubrié el Cryotop con el cobertor y se procedié a
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sumergir el Cryotop completo en nitrégeno liqui-
do, logrdndose una tasa de enfriamiento de apro-
ximadamente -12.000 °C/min.

Figura 2. Kit vitrificacion.

Desvitrificacion

Para la desvitrificacién, el Cryorop fue retirado
del nitrégeno liquido e inmediatamente coloca-
do en una cdpsula de Petri chica conteniendo 2
ml de una solucién de descongelacién (TS, Code
VT102, Vitrification Kit, Kitazato BioPharma Co,
Shizuoka, Japén) a 37°C durante 1 minuto. Luego
los ovocitos fueron transferidos a otra placa conte-
niendo una solucién de dilucién (DS) durante 3
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, los
ovocitos fueron colocados en dos soluciones de la-
vados sucesivos, denominados WS1 (Code VT102,
Vitrification Kit, Kitazato BioPharma Co, Shizuoka,
Japén) y WS2 (Code VT102, Vitrification Kit, Ki-
tazato BioPharma Co, Shizuoka, Japén), durante 5
minutos en cada una de ellas, estando la primera a
temperatura ambiente y la segunda a 37°C.

Finalizados los lavados, los ovocitos fueron
transferidos a una cdpsula de 4 pozos que contenfa
0,5 ml de medio G-IVF PLUS a 37°Cy en estufa

hasta el momento de la activacién ovocitaria.

Figura 3. Kit desvitrificacion.

Procesamiento de la muestra de semen e inse-
minacion

La muestra de semen fue procesada a través
de un gradiente de densidad discontinuo 90-
50% (SpermGrad, Vitrolife, Kungsbacka, Suecia)
seguido por dos lavados en HTFm+HSA. La
suspension final de espermatozoides fue dejada
a temperatura ambiente hasta el momento de la
inseminacién.

El procedimiento de Inyeccién Intracitoplas-
mdtica de Espermatozoides (ICSI) fue realizado
segtin protocolo estandarizado.*

Evaluacion de fecundacién y desarrollo em-
brionario

Diecisiete horas pasado el momento de la in-
seminacidn, los ovocitos fueron cuidadosamen-
te inspeccionados para observar la presencia
de dos prondcleos (indicador de fecundacién
normal), en un microscopio invertido (Nikon
Inverted Microscope Diaphot 300, Nikon Corpo-
ration, Tokio, Japén). Las cigotas producidas
fueron cultivadas en estufa a 6% CO2 y 37°C
en grupos de hasta 4 en el interior de cdpsulas
de 4 pozos que contenian G1.5 PLUS (Vitrolife,
Kungsbacka, Suecia) hasta dia 3 de desarrollo.
La calidad embrionaria se evalué siguiendo una
modificacién del criterio de Brugo Olmedo y
colaboradores, en donde los embriones se cla-
sifican de I a IV de acuerdo a la presencia o no
de fragmentacidn, la velocidad de clivaje y a la
simetria de las blastémeras, observindolos con
microscopio invertido.

Las calidades propuestas son las siguientes:

Embrién Clase I: Embrién de 4 a 8 células y
multiples fragmentos que cubren mds de la mitad
de la superficie del embrién.

Embrién Clase II: Embrién de 4 a 8 célu-
las que presenta fragmentacién citoplasmdtica
que cubre hasta el tercio de la superficie em-
brionaria.

Embrién Clase I1I: Embrién de 4 células sin
fragmentos o entre 4 y 8 blastémeras desiguales
con muy pocos o ningdn fragmento citoplas-
mdtico.

Embrién Clase IV: Embrién de 6 a 8 células
de igual tamafo y forma, sin fragmentos o con
menos de 5% de fragmentos.
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Figura 4. Calidad embrionaria. A. Embrién clase 1V,
B. Embrion clase III, C. Embrion clase II, D. Embrion
clase I.

Preparacion endometrial

La preparacién endometrial se realizé con va-
lerato de estradiol 4 - 8 mg/dfa hasta alcanzar un
endometrio mayor o igual a 8 mm trilaminar (la
dosis de la medicacién fue regulada segtin el gro-
sor endometrial), y luego, se agregd progesterona
micronizada 600 - 800 mg/dfa. El dia de comienzo
de la progesterona, se desvitrificaron los ovocitos y
luego fueron microinyectados. En todos los casos se
realizé transferencia embrionaria intrauterina bajo
gufa ecogrifica en dia 2 6 3 del desarrollo embrio-
nario y el soporte de la fase litea fue llevado a cabo
con valerianato de estradiol 8 mg y progesterona
micronizada 600 — 800 mg/dfa.

Figura 5. Endometrio trilaminar.

©4/11/13 09: 32
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Transferencia embrionaria y tasa de embarazo

Las transferencias embrionarias intrauterinas
se realizaron utilizando catéter de Frydman (Fryd-
man classic catéter 4,5, Laboratoire CCD, Paris,
Francia) y se transfirieron entre 1 y 3 embriones
en dfa 2 6 3 de desarrollo.

Se consideré embarazo clinico cuando se ob-
servé uno o mds sacos gestacionales intratitero con
actividad cardfaca positiva. La tasa de embarazo
clinico por transferencia se determiné como el nd-
mero de pacientes con embarazo clinico/nimero
de pacientes transferidas. La tasa de implantacién
se calculé como el nimero de sacos gestaciona-
les implantados intrattero/nimero de embriones
transferidos.
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Figura 6. Cinula de transferencia embrionaria.

Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando
test Chi?, rest exacto de Fisher o z-zest, segtin fuera
requerido. El andlisis de los datos se realizé utili-
zando un paquete estadistico /nstat.

Resultados

Durante el periodo en que fue realizado este
estudio se desvitrificaron un total de 611 ovocitos
correspondientes a 107 parejas infértiles.

La edad promedio de las pacientes infértiles
fue 34,8 + 3,4 afios (minima 27 afios, mdxima 42
anos) y el ndmero promedio de ovocitos desvitri-
ficados por pareja fue de 5,7 + 2,8.

En un primer andlisis, evaluamos los resul-
tados generales de la técnica de vitrificacién/
desvitrificacién de ovocitos: de los 611 ovocitos,
sobrevivieron a la vitrificacién/desvitrificacién un
total de 562 (92,0%). Todos ellos fueron insemi-
nados y la tasa de fertilizacién obtenida fue 66,9%
(376/562). Se obtuvieron un total de 332 em-
briones (88,3%), de los cuales evolucionaron y se
transfirieron 263 (79,2%) en 107 transferencias.

Se transfirieron un total de 132 embriones de
muy buena calidad (Clase III y Clase IV), lo que
representa un 50,2%. El nimero de embriones
de buena/regular calidad (Clase II) transferidos
fue de 108 (41,1%), mientras que se transfirie-
ron un total de 23 embriones (8,7%) de mala
calidad (Clase I).

La tasa global de embarazo clinico por trans-
ferencia obtenida fue 30,8% (33/107) mientras
que la tasa de implantacién fue 13,7% (36/263).
La tasa de aborto fue de 30,3% (10/33). La tasa
de nacimiento por transferencia fue de 21,5%
(23/107) (Tabla 1).

En un segundo andlisis, se compararon los resul-
tados reproductivos para las pacientes infértiles que
desvitrificaron menos de 6 ovocitos 6 mds de 6 ovo-
citos (independientemente de la edad) (Tabla 2).
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Tabla 1. Resultados reproductivos en las pacientes infértiles.

Edad 34,8 + 34 aos
N° casos 107
N° ovocitos desvitrificados 611
Embriones ;laei:si\élg{glcados por 57+28
Sobrevida (%) 562/611 (92,0)
Tasa Fertilizacion 376/562 (66,9)
Embriones transferidos 263

20/263 (7,

N° Embriones Clase IV (7,6)
112/263 (42,6)
(
(

N° Embriones Clase IIl
108/263 (41,1)
23/263 (8,7)
33/107 (30,9)
36/263 (13,7)

N° Embriones Clase Il
N° Embriones Clase |
Embarazo clinico (%)
Tasa implantacion (%)

Tasa aborto (%) 10/33 (30,3)
Tasa de nacimiento (%) 23/107 (21,5)
N° de nacidos 26
N° multiples 1 doble y 1 triple

Tabla 2. Resultados reproductivos para las pacientes in-
Jeértiles que desvitrificaron menos de 6 ovocitos o mds de 6
ovocitos (independientemente de la edad).

N° de ovocitos <a6Mi >a6 Ml P
N° casos 73 33
N° ovos
desvitrificados 302 309
Sobrevida (%) 285/302 (94,4)  277/309 (89,6) NS
Tasa Fertilizacion 200/285 (70,1)  176/277 (63,5) NS
Embnopes 167 9%
transferidos
N° Embriones
Clase IV 9/167 (5,4) 11/96 (11,4) NS
N Embriones 76/167 (455)  36/96 (375 NS
Clase Ill

N° Embriones

70/167 (41,9 38/96 (39,6) NS

Clase Il
o )
N® Embriones 12167 (72)  11/96(115 NS
Clase |
Embarazo
dlinico (%) 24/73 (32,9) 9/33 (27,3) NS
Tasa
implantacion (%) 25/167 (15,0) 11/96 (11,5) NS
Tasa aborto (%) 8/24 (33,3) 2/9 (22,2) NS
Tasa de
nacimiento (%) 16/73 (21,9) 7/33 (21,2) NS
N° de nacidos 17 9 17
N° mdiltiples 1 doble 1 triple !

doble

A continuacién se presentan los resultados re-
productivos correspondientes a las pacientes in-
fértiles cuya edad es < a 38 afios y para pacientes
cuya edad es = a 38 afos (independientemente del
ndmero de ovocitos desvitrificados) (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados reproductivos para las pacientes in-

[fértiles cuya edad es < a 38 arios y para pacientes cuya
edad es > a 38 aios (independientemente del nikmero de
ovocitos desvitrificados).

Edad < a 38 afios > a 38 afios p
N° casos 88 18
N° ovos
desvitrificados 503 108

Sobrevida (%)
Tasa Fertilizacion

460/503 (91,5)
316/460 (68,7)

102108 94,4) NS
60/102 (58,8) NS

Embriones

transferidos 221 42

N° Embriones

Clase IV 17221 (7.7) 3/42(71) NS
o )
N° Embriones 96/221 (43.4) 16742.38.1) "
Clase Il

N° Embriones

Clse | 89/221 (40,3)

19/42 (45,2) NS

N° Embriones

Clase | 19/221 (8,6) 4/42 (9,5) NS
Embarazo clinico (%)  32/88 (36,4) 118 (5,9) p<0,01
Tasa
implantacion (%) 35/221 (15,8) 1/42 (2,4) p<0,01
Tasa aborto (%) 10/35 (28,6) 0/1(0) p<0,01
Tasa de
nacimiento (%) 22/88 (25,0) 1/18 (5,5) p<0,01
N° de nacidos 25 1 17
N° mltples 1 dobley 1 0 1 doble
triple

Por dltimo, se procedié a generar 4 grupos de
pacientes:

a) Pacientes que desvitrificaron entre 1 y 6
ovocitos maduros y cuya edad era menor o igual a
38 afios (< 6 ovocitos y = 38 afos).

b) Pacientes que desvitrificaron entre 1 y 6
ovocitos maduros y cuya edad era mayor a 38 afios
(< 6 ovocitos y > 38 afos).

¢) Pacientes que desvitrificaron mds de 6 ovo-
citos maduros y cuya edad era menor o igual a 38
afios (> 6 ovocitos y < 38 afos).

d) Pacientes que desvitrificaron mds de 6 ovo-
citos maduros y cuya edad era mayor a 38 afios (>
6 ovocitos y > 38 afos).
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Los resultados reproductivos correspondientes
a estos 4 grupos se presentan en la Tabla 4.

El nimero total de partos fue de 23 y nacieron
26 bebés sanos. Del total, uno correspondié a un
nacimiento doble (del grupo = 6 ovocitos y < 38
afos) y el otro a un nacimiento triple (del grupo >
6 ovocitos y < 38 afnos).

Tabla 4. Resultados reproductivos en los 4 grupos consi-
derados.

0
N® de <a6Mi >a6Mi
ovocitos
Edad £e~138 >§138 s§38 >e}38
anos anos anos anos
N° casos 63 10 25 8
0
N® ovos 265 37 238 71
desvitrificacion
. 249/265 36/37  211/238  66/71
0,
Sobrevida (%) g3 @73 @86 (929
Tasa 177/249 23/36  139/211  37/66
Fertilizacion 71,9) (63,9 658  (56,1)
Embriones 149 18 72 24
transferidos
N° Embriones 8/149 1/18 9/72
Clase IV (5.4) (5.5) (125 283
Ne Embriones  71/149 5/18 25/72  11/24
Clase Il (47,6) ©7.8) 347) (459
N° Embriones 59/149 11/18 30/72 8/24
Clase Il (39,6) 61,2) @7 (333
N°Embriones  11/149 1/18 8/72 3/24
Clase | 7.4 (5,5) any (126
Embarazo 23/63 110 9/25 0/8
clinico (%) (36,5) (10) (36,0 ©)
o Izist:cio’n 24/149 1/18 1172 024
P (16,1) (5.5) (152 )
(%)
Tasa 8/23 01 2/9 .
aborto (%) (34,7) ©) (22.2)
Tasa de 15/63 1/10 7/25 )
nacimiento (%) (23,8) (10) (28)
N° de nacidos 16 1 9 0
N° mltiples 1 doble 0 1 triple 0
Discusion

El desarrollo de un método confiable, como lo
es en la actualidad la criopreservacién de ovocitos,
presenta un interés médico muy importante tanto
para la poblacién fértil como infértil. La utilidad de
la preservacién de la fertilidad a través de la vitrifica-
cién de ovocitos en la poblacién fértil radica en los
motivos ya expuestos: razones médicas o sociales.
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En la poblacién infértil puede ser dtil en aquellas
pacientes que disponen de un nimero de ovocitos
mayor a los que se desean fertilizar en fresco en un
primer intento, y que no consideran la criopreser-
vacién de embriones como una alternativa posible.

Debido al esfuerzo continuo por disminuir
el nimero de embriones transferidos en procedi-
mientos de reproduccién asistida de alta comple-
jidad, con el consiguiente descenso de la tasa de
embarazo multiple, se producen una gran canti-
dad de embriones supernumerarios.”’

La capacidad de almacenar ovocitos supernu-
merarios en forma efectiva, nos permitird, en un
futuro, eliminar o disminuir la gran cantidad de
embriones supernumerarios que existen en to-
dos los centros de fertilidad. El almacenamiento
de embriones presenta criticas desde el punto de
vista ético, ya que, una gran parte de los mismos
resulta sin destino al no ser transferidos a sus pro-
genitores.”

La baja eficiencia en los resultados de las tec-
nologias disponibles en las dltimas dos décadas,
habfa limitado la implementacién de la criopre-
servacién ovocitaria en la préctica clinica. A pe-
sar de que los protocolos de congelamiento lento
ovocitario habfan mejorado,® *°
troduccién del método de vitrificacién se ha podi-
do lograr un importante avance de esta metodolo-
gfa para los tratamientos de reproduccidn asistida.

A pesar de los promisorios resultados obteni-
dos en una serie de centros de reproduccidn asis-
tida,”* la aceptacién universal de la técnica de
vitrificacién de ovocitos era considerada contro-
versial.> “ A partir de la publicacién de la Gufa
de Prictica sobre la Criopreservacién de Ovocitos
Maduros de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva del afio 2013, se establece que esta
técnica no debe ser considerada experimental en
base a la bibliografia existente, aplicada tanto en
pacientes donantes de ovocitos, como en pacien-
tes infértiles.®> >4

Los resultados de embarazos mostrados en la
bibliografia a partir de ovocitos vitrificados/des-
vitrificados, son adn menores a los obtenidos a
partir del uso de embriones supernumerarios crio-
preservados. En este sentido, Young y colaborado-
res, publicaron tasas de sobrevida al descongelar
cigotas del 93,6 + 14,3%, de embriones clivados
en difa 2 del 84,6 + 15,4, de embriones de dfa 3 del

recién con la in-
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73,6 £ 24,7, con una tasa de embarazo global de
25,0% (317/1269), siendo del 13,1% (71/543)
para mujeres mayores de 40 afios o mujeres jove-
nes bajas respondedoras (con menos de 3 ovocitos
maduros captados) y del 33,4% (246/736) para
mujeres menores de 40 afos.”

Estos resultados concuerdan con los publica-
dos previamente en la literatura, Salumets y col,47
Senn y col,48 quienes obtuvieron tasas de sobrevi-
da para ovocitos pronucleados de 86,5% y 80,4%
respectivamente, mientras que para embriones de
dia 2 una sobrevida de 61,7% y 71,8% respecti-
vamente. Salumets y colaboradores reportaron un
43,1% de sobrevida para embriones congelados en
dia 3. El hecho de que la sobrevida de los embrio-
nes luego del congelamiento/descongelamiento
esté altamente relacionada con el estadio de desa-
rrollo en el que fueron congelados no es novedosa,
ya que los embriones clivados son mds vulnerables
al congelamiento debido a un aumento del 4rea to-
tal en donde los procesos de deshidratacién, pene-
tracién del crioprotector, rehidratacién y salida del
crioprotector (comunes al proceso de congelacién/
descongelacién) deben ocurrir en forma correcta en
todas las células que constituyen el embrién.®

Las tasas de embarazo reportadas por estos
autores coinciden con las obtenidas por diversos
autores en la literatura. >0

La obtencién de resultados reproductivos muy
similares
ovocitaria con microinyeccién de espermatozoi-
des y los obtenidos por el congelamiento/descon-
gelamiento de embriones, nos permite suponer
que gradualmente la primera de estas técnicas se
impondrd en un futuro préximo como alternativa
de almacenamiento en los centros de reproduc-
cién asistida, debido a las grandes ventajas adicio-
nales respecto al congelamiento de embriones.

Nuestros resultados en una poblacién no selec-
cionada de 107 pacientes infértiles mostraron una
alta tasa de sobrevida luego de la desvitrificacién
de los ovocitos (92,0%, 562/611) y de fertilizacién
(66,9%, 376/562), con aceptables tasas de emba-
razo clinico por transferencia (30,8%, 33/107), de
implantacién (13,7%, 36/263) y de nacimiento
(21,5%, 23/107), comparables con las obtenidas
del uso de ovocitos desvitrificados y en fresco en

paises con restricciones legales sobre el nimero de
ovocitos a fertilizar (Tabla 1).26 446,53, 54

entre la vitrificacidn/desvitrificacién

Por otra parte, la totalidad de los nifios nacidos
a la fecha fueron normales (26 en 23 partos) en
nuestro grupo de pacientes. Si bien es un niime-
ro pequefio de nacidos, estos resultados estdn en
concordancia con las observaciones bibliograficas
respecto a que la vitrificacién ovocitaria no estarfa
asociada con un incremento en el riesgo de even-
tos adversos perinatales.">

Cuando profundizamos el andlisis de los re-
sultados obtenidos, el primer elemento que eva-
luamos fue el efecto del nimero de ovocitos vi-
trificados/desvitrificados  (independientemente
de la edad de las pacientes), sobre los resultados
reproductivos.

En nuestras pacientes la tasa de sobrevida
(89,6%, 2771309 vs 94,4%, 285/302), la tasa
de fecundacién (63,5%, 176/277 vs 70,1%,
200/285), el porcentaje de embriones de buena
calidad transferidos (49,0%, 47/96 vs 50,9%,
85/167), la tasa de embarazo clinico/transferen-
cia (27,3%, 9/33 vs 32,9%, 24/73), la tasa de
implantacién (15,0%, 25/167 vs 11,5%, 11/96),
la tasa de aborto (22,2%, 2/9 vs 33,3%, 8/24) y
la tasa de nacimiento por transferencia (28,0%,
7125 vs 21,9%, 16/73) no presentaron diferencias
significativas entre los pacientes que vitrificaron/
desvitrificaron 6 o menos ovocitos y los que vi-
trificaron/desvitrificaron mds de 6 ovocitos. Estos
resultados indican que, en nuestro grupo de pa-
cientes, el efecto del nimero de ovocitos desvitri-
ficados no incidi6 en los pardmetros reproductivos
analizados (Tabla 2), lo que no es coincidente con
algunos de los trabajos publicados al respecto. En
varias publicaciones presentadas en la bibliografia,
la mayor parte de los pardmetros reproductivos
vistos estdn influenciados por el nimero de ovoci-
tos desvitrificados, esperdndose mejores resultados
reproductivos cuanto mayor nimero de ovocitos
se disponga para vitrificar, desvitrificar, fertilizar
embriones para transferencia.* >

El segundo de los elementos a analizar en
nuestros resultados es la edad de las pacientes.
Cuando comparamos los resultados reproducti-
vos obtenidos para pacientes menores de 38 afos
y pacientes mayores de 38 afios (independiente-
mente del nimero de ovocitos vitrificados/des-
vitrificados) observamos que la tasa de sobrevida
(91,5%, 460/503 vs 94,4%, 102/108), la tasa de
fecundacién (68,7%, 316/460 vs 58,8%, 60/102)
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y el porcentaje de embriones de buena calidad
transferidos (51,1%, 113/221 vs 45,2%, 19/42)
no presentaron diferencias significativas entre
ambos grupos. Sin embargo, la tasa de embara-
zo clinico/transferencia (36,4%, 32/88 vs 5,5%,
1/18), la tasa de implantacién (15,8%, 35/221 vs
2,4%, 1/42) y la tasa de nacimiento por transfe-
rencia (25,0%, 22/88 vs 5,5%, 1/18) presentaron
diferencias significativas a favor del grupo de pa-
cientes menores de 38 afios (Tabla 3).

Estos resultados ponen de manifiesto una vez
mds la importancia de la edad de las pacientes que
vitrifican ovocitos, con respecto a sus expectativas
reales de embarazo y nacimiento. Por otra parte,
coinciden con lo publicado en la bibliografia res-
pecto a las bajas chances de embarazo y nacimien-
to para mujeres mayores de 38 afos que criopre-
servan ovocitos.’* >’

Finalmente, en el total de la muestra, los re-
sultados reproductivos obtenidos cuando agru-
pamos a la totalidad de las pacientes en fun-
cién del nimero de ovocitos vitrificados (mds
o menos de 6) y la edad de las mismas (mayo-
res o menores de 38 afios) indican que la tasa
de embarazo clinico por transferencia (36,5%,
23/63 vs 36,0%, 9/25), la tasa de implantacién
(16,1%, 24/149 vs 15,2%, 11/72) y la tasa de
nacimiento por transferencia (23,8%, 15/63 vs
28,0%, 7/25) fueron semejantes en las pacientes
menores de 38 afos, independientemente de la
cantidad de ovocitos vitrificados/desvitrificados.
En las mujeres mayores de 38 anos la expecta-
tiva de embarazo (10,0%, 1/10 vs 0%, 0/8), de
implantacién embrionaria (5,5%, 1/18 vs 0%,
0/24) y nacimiento (10%, 1/10 vs 0%, 0/8) es
muy baja, independientemente del ndmero de
ovocitos vitrificados/desvitrificados.

El resto de los pardmetros reproductivos no
presenté diferencias significativas entre los 4 gru-
pos estudiados.

La importancia de este andlisis radica en que
nos permite evaluar cudl es la poblacién que pre-
senta mejores expectativas de éxito al plantearse la
posibilidad de la vitrificacién de ovocitos, infor-
macién imprescindible para el consejo a las pa-
cientes acerca de las verdaderas chances de obtener
embarazo y nacimiento por el uso de esta técnica.

Por otra parte, y en funcién de los resultados
obtenidos, creemos que la vitrificacién de ovoci-
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tos constituye un avance muy importante en las
técnicas de reproduccién asistida, permitiendo, ya
en este momento, reducir el gran problema ético,
social y econémico que significa un nimero su-
pernumerario de embriones a conservar, evitando,
en un futuro, la dificil situacién de decidir sobre
los embriones sobrantes.

En nuestras manos esta técnica ha mostrado
ser un método eficiente y satisfactorio, convir-
tiéndose en una herramienta mds para ofrecer a
las pacientes que consultan por tratamientos de
fertilidad, y mds importante adn, ha resultado
una alternativa aceptable desde el punto de vis-
ta clinico.

Conclusién

La vitrificacién ovocitaria ha demostrado ser
una técnica simple, segura y eficiente para la pre-
servacién de gametas en numerosos centros de re-
produccién asistida a nivel mundial.

Tiene diferentes indicaciones, tanto en pacien-
tes fértiles que necesitan de la preservacién de la
fertilidad por causas médicas, siendo las oncolégi-
cas las mds frecuentes, como sociales por la pos-
tergaciéon de la maternidad con la consiguiente
disminucién de la calidad y cantidad ovocitaria
debido a la edad; como en pacientes infértiles,
que, por diferentes motivos, no quieren congelar
embriones durante la realizacién de tratamientos
de reproduccidn asistida de alta complejidad.

En todos los casos, esta técnica debe ser recomen-
dada en forma individual y acorde a cada paciente.

Hemos logrado implementar este desarrollo
tecnoldgico en nuestro instituto con tasas de em-
barazo obtenidas muy aceptables y comparables
con la bibliografia publicada. Si bien atin son algo
menores a las obtenidas con el uso de embriones
criopreservados, creemos que puede ser ofrecida
como alternativa en los Centros de Reproduccién
Asistida, dadas las ventajas adicionales respecto al
congelamiento de embriones.
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