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RESUMEN

Leyre Herrero Grassa

UTILIDAD DE LA VITRIFICACION DE OVOCITOS Y EMBRIONES EN LA PREVENCION DEL
SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA

Facultad de Ciencias de la salud

Departamento de Medicina y Cirugia, Psicologia, Medicina Preventiva y Salud Publica e

Inmunologia y Microbiologia Médica.

Universidad Rey Juan Carlos, Madrid, Espaiia. 2014.

La criopreservacion es una parte fundamental de los tratamientos de
reproduccién asistida, que maximizan opciones clinicas de los especialistas, y las
probabilidades de embarazo de los pacientes. Los resultados obtenidos tras la
aplicacién de estas técnicas deben ser comparables a los obtenidos en fresco para

poder afirmar que un programa de criopreservacion es eficaz.

La vitrificacién es un novedoso método de criopreservacién que ha demostrado
ser seguro, facilmente reproducible y eficaz en numerosas publicaciones, lo que hace
gue sea el método de rutina en muchos laboratorios cada. Se basa en una velocidad de
enfriamiento ultrarrdpida, una concentracién de crioprotectores muy alta, y un

volumen de medio muy pequefio.

La vitrificacién, ademds de ser eficaz en embriones, ha permitido la

criopreservacién segura de blastocistos, que con los métodos tradicionales no



alcanzaban tasas de supervivencias aceptables; y lo que es mas novedoso, ha
permitido la criopreservacion de ovocitos, células con caracteristicas muy particulares
gue hacen dificil su criopreservacidn. Las tasas de supervivencia, gestacidén y recién
nacidos con vitrificacion de ovocitos son inmejorables, y las posibilidades clinicas que
se abren a los pacientes con esta nueva indicacién son muchas, como la preservacién
de la fertilidad en pacientes oncolédgicas o por motivos sociales, o la formacién de

bancos de dvulos para la donacion.

Otra nueva indicacion, nacida de la posibilidad de criopreservar ovocitos, es la
cancelacion de la transferencia embrionaria en el ciclo de estimulacidn debido a riesgo
de que la paciente desarrolle Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO). Estas
pacientes, que en nuestro centro solian llevar a cabo protocolos de prevencidn como
el coasting, se ven beneficiadas por la vitrificacion sus ovocitos, o también por la
vitrificacion de embriones resultantes del ciclo de FIV, que serdn transferidos
posteriormente al ciclo de hiperrespuesta, anulando el riesgo de sufrir un SHO

moderado o grave.

En este trabajo se repasa el estado actual de las técnicas de criopreservacién y
ademas tres estudios consecutivos que se han realizado en torno a estos temas. El
primero compara dos protocolos: la vitrificacién y la congelacién lenta de ovocitos, y
analiza el dafio celular inducido por cada uno de ellos. El segundo de los estudios
compara la tradicional estrategia de actuacién frente al SHO, el coasting, con la
vitrificacion de los ovocitos de estas pacientes. Y el tercero compara, también en estas
pacientes en riesgo de sufrir SHO, los resultados obtenidos tras la vitrificacion de

ovocitos y embriones.

Los resultados obtenidos de estos estudios concluyen que la vitrificacidén es una
técnica segura y de facil aplicacion, que ayuda en diferentes situaciones clinicas y que
no induce dafio celular ni altera el ADN del ovocito. En el caso de las pacientes con
riesgo de SHO la vitrificaciéon de embriones da lugar al almacenamiento de un nimero
de embriones alto, asi que serd necesario valorar cada caso para aconsejar a los

pacientes el protocolo que mas convenga a su historia clinica.
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Capitulo 1

INTRODUCCION
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A. HISTORIA DE LA REPRODUCCION ASISTIDA

La fertilidad, la mujer y la reproduccién han sido siempre temas de gran
importancia en todas las sociedades y civilizaciones de la historia de nuestro mundo.
En cambio, la esterilidad se ha considerado un gran problema social y médico, y se ha

vivido como una amenaza y un tema tabu.

La esterilidad es hoy un serio problema, pero sabemos que esta preocupacién
existe desde los tiempos de los egipcios, cuando ya se escribia sobre ginecologia y

Ill

fertilidad en tratados médicos como en el “papiro Ebers”. También hay documentos
escritos de hebreos y judios para los cuales la fertilidad era un regalo divino. Mas tarde
la civilizacidn griega, en la que se basé durante mucho tiempo la medicina occidental,
desarrollé un increible método de diagnostico temprano del embarazo utilizando una
mezcla de granos de trigo y cebada, arena y datiles. Al mojar esta mezcla con orina de

una mujer, se sabia que estaba embarazada si hacia germinar las semillas, gracias a la

accién de la hCG (Morice et al. 1995)

La escuela de Hipdcrates, en el afio 460 AC, intentd construir un sistema
médico basado en el racionalismo, con examen clinico, diagnostico y tratamiento
apropiados. Se escribieron entonces numerosos tratados en los que se describian
patologias ginecoldgicas, como en “The Excision of the Fetus” (Hipdcrates, Tratados
hipocraticos 1V). Seguidores de esta escuela como Sorano de Efeso o Galeno fundaron
las bases de la medicina tedrica y practica de las sociedades Romana y Bizantina

durante 1400 anos.

La escuela arabe (700-1200 DC) conté con un prestigioso médico llamado
Avicena (980-1037), que escribié unos 30 tratados médicos y estudid la infertilidad y

sus posibles causas femeninas y masculinas.

También en la época medieval hubo médicos que estudiaron la infertilidad,
como Arnau de Villeneuve (1240-1311). La medicina medieval se basaba en la griega,
lo que provocd un estancamiento del conocimiento, hasta que en el Renacimiento se

11



produjo un progreso real de la medicina y la ciencia, gracias a la observacion y la
diseccidn, llevadas a cabo por anatomistas como Vesalio (1514-1564) o Leonardo da

Vinci (1452-1519).

A partir de 1600 surgieron importantes descubrimientos. En 1651 William
Harvey (1578-1657), anatomista inglés, presentd una nueva teoria sobre el desarrollo
embrionario humano conocida como “Preformacionismo”, que postulaba el
crecimiento y la diferenciacién de las estructuras especializadas a partir del ovocito
(“ex ovo omnia”). En 1672 Reignier de Graaf (1641-1673) escribiéo “De Mullerium

Organis” que describia el ovario y el ciclo folicular.

En el siglo XVIII comienza la verdadera metodologia cientifica y el
razonamiento médico se transforma. Anthony Van Leeuwenhoek (1632-1723)
construyd un primer microscopio y observé por primera vez los espermatozoides, a los
que llamé “animaculos” (ver figura 1) y que pensaba contenian un embrién

practicamente formado.

Figura 1. Anthony Van Leeuwenhoek (1632-1723) y sus
“animdculos”. Fue un fabricante holandés de micros-
copios, pionero en descubrimientos sobre los protozoos,
los glébulos y los ciclos vitales de los insectos.

La primera inseminacién artificial llevada a cabo con éxito en mamiferos fue
realizadada en 1784 por un sacerdote italiano, Lazaro Spallanzani (1729-1799), en
perros (Spallanzani 1784). En 1785 Jonh Hunter (1728-1793) realizé las primeras

inseminaciones artificiales humanas, que resultaron con el nacimiento de un nifio sano

12



al inyectar el semen de un vardn con hipospadias en la vagina de su mujer (Hanson and

Rock 1951)

Durante los siglos XIX y XX se han descubierto numerosas sustancias
terapéuticas y se han dado pasos decisivos en el tratamiento de la infertilidad, como la
introduccion de la valoracion bajo microscopio de la calidad seminal. En 1884 se
produjo la primera inseminacién artificial con semen de donante en el Jefferson
Medical College, al inseminar con éxito a una mujer con el semen de un estudiante
(Hard 1909). Walter Heape (1855-1929) introdujo la idea del cultivo de embriones en
el laboratorio, y consiguié un embrién preimplantatorio del oviducto de una coneja

que posteriormente trasfirié a otra, donde continud su desarrollo (Heape 1891).

A principios del siglo XX comenzé el desarrollo de la endocrinologia
reproductiva y se comenzaron a utilizar gonadotropinas para estimular e inducir la
ovulacion (Ascheim and Zondek 1928). En 1944 se crea la Asociacion Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM) y el equipo de Harvard de John Rock (1890-1984)
comunica la realizacién de los primeros experimentos de fecundacién in vitro (FIV) en
ovocitos humanos (Rock and Hertig 1944). En 1951 se consigue la primera
transferencia exitosa de embriones bovinos (Willet et al. 1951) y se descubre la
capacitacién del semen (Chang 1951). En 1953 se consiguen embarazos con semen
congelado usando glicerol como agente crioprotector (Bunge and Sherman 1953). En
1966 se obtienen los primeros ovocitos humanos mediante laparoscopia (Edwards et
al. 1966). Continuan mejorando las técnicas de manipulacién y estimulacidon ovarica
controlada hasta que en 1978 (ver figura 2) nace la primera nifia sana en el mundo tras
una FIV y transferencia embrionaria (Steptoe and Edwards 1978). En 1983 se
consiguieron los primeros embarazos con ovocitos donados (Buster et al. 1983, Lutjen
et al. 1984). En 1987 se publica un nuevo método de recuperacion de ovocitos
mediante ecografia transvaginal (Russell et al. 1987). En 1986 se produce la primera
congelacion-descongelacion, fecundacion y transferencia de ovocitos humanos (Chen
1986). En 1988 se comunica el primer embarazo obtenido inyectando espermatozoides
en el espacio perivitelino del ovocito (SUZI) (Ng et al. 1988). Algun error en esta técnica

llevé al desarrollo de la microinyeccion de un solo espermatozoide viable en cada

13



ovocito (ICSI) lo que posibilitaria en embarazo en casos de patologias seminales graves
(Palermo et al. 1992). EI ICSI sigue siendo hoy la técnica de eleccién en casos de factor

masculino.

A partir de 1990 se unieron las técnicas de reproduccion asistida y biologia
molecular dando lugar al desarrollo del Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP).
El grupo de Handyside consiguid el primer embarazo tras la determinacién del sexo de
embriones con riesgo de padecer una enfermedad ligada al sexo (Handyside et al.
1990) y mas tarde comunicé el nacimiento de un nifio sano tras DGP para la deteccién

de fibrosis quistica (Handyside et al. 1992).

Hoy en dia la FIV cuenta con un gran numero de aplicaciones en ciencias
basicas y aplicadas, como la transferencia nuclear (ver figura 3) o clonacién en
animales (Campbell et al. 1996) o para conseguir células madre embrionarias de la
masa celular interna de blastocistos cultivados in vitro (Hwang et al. 2004, Lanzendorf

et al. 2001).

Meet Louise, the world’s
first test-tube arrival

SUPERBABE

Wide-eyed Louise Brown pictured in hospital 18 bowrs after
sho was horn. Teday she's deing well. Seo Page Three

Figura 2. Pdgina principal del

periddico (1978, UK) en el que Figura 3. Fotografias de Dolly, la oveja que fue
aparece la fotografia de Louise obtenida a partir de transferencia nuclear
Brown, la primera “nifia probeta”. (Clonacién)
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B. ESTERILIDAD

La esterilidad se define como la incapacidad de concebir o lograr un embarazo
tras un afio de relaciones sexuales no protegidas. Se considera esterilidad primaria si la
pareja no ha conseguido un embarazo nunca, y secundaria si se consigue un embarazo

pero no otro después de un afio de relaciones sin proteccion.

Segun la OMS entre un 2% y un 10% de las parejas tienen este problema, pero
dar porcentajes exactos es muy complicado, debido al sesgo en la recogida de datos y

las diferencias demograficas que existen entre los diferentes paises del mundo.

Las causas pueden ser tanto femeninas (tubaricas, anatdmicas, ovaricas o
sistémicas) como masculinas, mixtas e incluso multiples. Aunque estd demostrado que
el factor que mas afecta a la capacidad de conseguir embarazo es la edad de la mujer,
ya que la fertilidad femenina disminuye con el aumento de la edad. A partir de los 35
afos la capacidad reproductora de la mujer baja significativamente, y mas aun a partir
de los 40. Otro importante factor a tener en cuenta es el deterioro de las

caracteristicas del semen.

Cuando una pareja acude a una consulta de esterilidad deben investigarse
simultdneamente a los dos miembros de la pareja, siendo imprescindibles la
confirmacién de la ovulaciéon, la permeabilidad tubarica y la presencia de
espermatozoides con morfologia y movilidad normales, dentro de los pardmetros
definidos por la OMS en su ultima revision en el 2010. En esta primera consulta
ademas se realiza una anamnesis, una exploracion ginecoldgica y ecografica, y una
analitica general con perfil hormonal de la mujer. En funcién de los resultados de estas
primeras pruebas, los ginecdlogos realizaran otras pruebas y encaminaran a los

pacientes hacia la TRA que mas les convenga.

15



C. TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA EN EL LABORATORIO

Las TRA que se aplican a las parejas con problemas de infertilidad exigen
coordinacion entre las diferentes partes que forman una clinica de RA. Desde el
laboratorio de analisis clinicos, donde se procesan muestras de sangre u orina, hasta el
laboratorio de analisis genético, donde se estudia la dotacién cromosémica de los

embriones preimplantatorios.

A continuacién se resumen las TRA que se llevan a cabo en un laboratorio de

FIV:

e Criopreservacion de muestras de semen, que se almacenan criopreservadas por

tiempo indefinido, manteniendo, al menos en parte, sus propiedades funcionales.

e Inseminacidn artificial, que consiste en depositar en el tracto genital femenino los
espermatozoides procesados de una muestra de semen preparada en el

laboratorio.

e FIV convencional, o unién de ovulo y espermatozoide fuera del cuerpo de la madre
con el fin de obtener un embrién de buena calidad que pueda dar lugar a un
embarazo viable. En este caso el ovulo se pone en contacto con espermatozoides

en medio de cultivo, sucediendo la fecundaciéon en dicho medio.

e ICSI, que es otra forma de realizar una FIV, pero en este caso se utiliza un
micromanipulador acoplado a un microscopio para introducir un Unico

espermatozoide dentro de un évulo maduro.

e Cultivo de embriones, que se realiza en medios de cultivo preparados para cada
fase del desarrollo embrionario. Los embriones se pueden cultivar en el laboratorio
durante un méaximo de 6 dias, hasta que abandonan la cubierta que los protege, la

Zona Pelucida (ZP), para implantar en el endometrio del Utero materno.

e Assited Hatching, o eclosion asistida, que consiste en realizar un orificio en la ZP

del embridn para facilitar su salida e implantacion.

16



e Criopreservacion de embriones en diferentes fases de desarrollo, tanto por ser
excedentarios del tratamiento como por otras razones tanto personales como

relacionadas con el propio tratamiento de reproduccidn asistida.

e Criopreservacion de ovocitos, técnica de reciente introduccion en los laboratorios

de FIV que abre un mundo de posibilidades para los clinicos y las pacientes.

e Donacion de gametos, tanto dvulos como espermatozoides, que se lleva a cabo
cuando no es posible obtener los gametos de una de las partes de la pareja, o de
ambas. En los laboratorios también se realiza la seleccidon de los donantes y la

gestion de los bancos de évulos y semen.

e Biopsia embrionaria y DGP, para estudiar anomalias cromosdémicas en los
embriones antes de la implantacion. El estudio genético de las células biopsiadas se

realiza mediante PCR, FISH o Arrays de CGH (Comparative Genomis Hybridization).

La aplicacién de una u otra técnica depende en cada caso de la historia de los
pacientes, del resultado de sus pruebas diagndsticas y de la valoracidn por parte de los

clinicos en la consulta de esterilidad.
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D. ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA E INDUCCION DE LA
OVULACION

Para que tenga lugar una ovulacion normal es necesario el correcto
funcionamiento y coordinaciéon del eje hipotdlamo-hipoéfisis-ovario. La Estimulacién
ovdrica controlada (EOC) se puede utilizar en pacientes ovuladoras o anovuladoras, y
pretende conseguir el nimero de foliculos dominantes iddneos para el TRA que se va a
utilizar en cada caso. Ademas se persigue un correcto desarrollo y maduracién

folicular, para poder asi optimizar cada ciclo de estimulacion.

Figura 4: Accion de las
hormonas ovaricas en el eje
hipotdlamo-hipdfisis-ovario
en la ovulacién normal. La
Vasos portales GnRH estimula la
produccién de Gonado-
tropinas en la hipdfisis
anterior. La LH actua sobre
las células de la teca,
€« induciendo actividad

estereoidogénica. La FSH
+ induce actividad aromatasa,

produciéndose un aumento

en el nivel de EZ. El

Hipofisis anterior
Células Gonadotropas

aumento de estradiol tiene
un efecto negativo sobre la
sintesis de FSH hipofisaria,
Androégenos lo que produce un pico de
LH, que desencadenard la
ovulacidn.

Estradiol <€¢

Foliculo ovarico

Los foliculos que crecen en un ciclo ovarico normal son dependientes de FSH en
la fase folicular. La EOC pretende sobrepasar el umbral de FSH necesario para el
desarrollo de un foliculo, consiguiendo un desarrollo multifolicular como respuesta.

Pero esta respuesta es diferente entre pacientes, pudiendo encontrarnos con:

- Pacientes normorespondedoras
- Hiperrespondedoras

- Y pacientes con baja respuesta a la EOC.
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Actualmente se dispone de muchos farmacos que se utilizan tanto para

estimulacion ovarica como para la inducciéon de la maduracidn folicular y la ovulacion.

En los tratamientos de FIV se intenta conseguir un nimero éptimo de embriones de

buena calidad que maximicen las posibilidades de embarazo, teniendo en cuenta las

caracteristicas de cada paciente. Para ello se pueden utilizar, entre otros:

El citrato de clomifero (CC): fue el primer farmaco que se utilizé para la inducciéon
de la ovulacién. Se absorbe por via oral y se une a los receptores de estrégeno del
hipotdlamo, bloqueando la retroalimentacién negativa del estradiol (E;) vy
activando la secrecion de GnRH (Hormona liberadora de las Gonadotropinas),
produciendo un aumento estable de FSH, LH y E,. La supresién del CC da lugar, tras
la disminucidon de gonadotropinas, a un pico estrogénico enddgeno y una nueva

oleada de gonadotropinas que, finalmente, desencadena la ovulacién.

Inhibidores de la aromatasa. La aromatasa es un sistema enzimatico presente en
el ovario y otros tejidos, que interviene en la conversion de testosterona vy
androstendiona en E; y Estrona respectivamente. Los inhibidores de la aromatasa
no esteroideos son activos por via oral y no presentan accidn antiestrogénica sobre
el endometrio (no afecta a la posible implantacién embrionaria). Su accidn
consistiria en bloquear la retroalimentacién negativa de los estréogenos sobre el eje
hipotalamo-hipofisario, aumentando los niveles de FSH y LH. Ademas aumentarian

la expresién de receptores de FSH en el foliculo debido al ambiente androgénico.

Gonadotropinas (LH, FSH y hMG), que se han utilizado durante mas de 30 afios
para inducir la ovulacién en mujeres infértiles. En la figura 5 se exponen y explican
la accidn, indicaciones y ventajas de los farmacos basados en gonadotropinas

disponibles hoy en dia.

Analogos de la GnRH: Son péptidos sintéticos con modificaciones en su estructura

gue alteran su afinidad por el receptor de la GnRH. Se comenzaron a utilizar como
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adyuvantes en pacientes con fallos previos en TRA. Hoy en dia con su uso se evita
el pico prematuro de LH y se mejoran los resultados de los ciclos de FIV al
aumentar el numero de ovocitos aspirados. Se han desarrollado dos tipos de

analogos:

1. Los agonistas de la GnRH: su afinidad por el receptor de la GnRH es mayor
la propia GnRH, dando lugar a un efecto llamada (flare up) de liberacion
inicial de FSH y LH. Posteriormente producen una desensibilizacion. Se
utilizan en EOC en tres protocolos: largo, corto o flare up, y microflare up,

dependiendo de las caracteristicas de la paciente.

2. Los antagonistas de la GnRH: Se unen y bloquean el receptor de la GnRH
provocando en horas una supresiéon hipofisaria. Se administra en protocolo
de dosis multiple o de dosis Unica. Parece que estos farmacos reducen el

numero de ovocitos obtenidos, pero a su vez reducen el riesgo de SHO.

La ovulacién, que se produce en cada ciclo menstrual normal, se desencadena
debido a un aumento de LH hipofisaria. La LH estimula el foliculo y la maduraciéon del
ovocito y su cumulo, y desencadena la ruptura de la pared folicular, lo que acaba con la
liberacion de un ovocito maduro y potencialmente fecundable. En RA es importante
controlar el momento de la ovulacién para poder fijar el dia de la inseminacién, y la
hora a la que debe realizarse la puncidn folicular en los casos de FIV. Hay diferentes

formas de fijar el momento de la ovulacién en los TRA:

e |dentificando el pico enddgeno de LH.

e Induciendo el pico de LH con la administracidn exdgena de hCG. La hCG se utiliza
por su similitud en estructura con la LH en ciclos naturales y estimulados con
gonadotropinas exdgenas, una vez que hay foliculos maduros. La ovulacidn ocurre
37-38 horas tras la administracién de hCG, por lo que los foliculos deben ser
aspirados 36 horas después.

e [nduccion de la ovulacidon con LH recombinante.
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e Induccion de la ovulaciéon con agonistas de la GnRH, cuando en el ciclo se han

usado antagonistas. Este protocolo se asocia con un menor riesgo de SHO.

Figura 5: Resumen de los mecanismos de accién de las 3 gonadotropinas utilizadas

en EOC:
hMG FSH LH
Tiene activad FSH y
g 5 LH al 50%, recluta 'y Reclutamiento Estimula Ia
2 G estimula a los foliculary .
S 9o ) ) .. maduracidn
S g foliculos, y a la vez estimulaciéon de su folicular
S © facilita su crecimiento. ’
maduracion.
Se usa tanto en Se usa tanto en
" estimulacién como . - T4
i en induccion de la estimulacion como Util en
S 9 en induccion de la estimulacion
'S ovulacion. . L.
5 ovulacion. ovarica en
© - . pacientes
£ Util en pacientescon | .. . .
. P . Util en pacientes con | jévenesy LR.
hipogonadismo LH elevada y PCO
hipogonadotropo. '
. Reduce el
© Desarrollo folicular Desarrollo folicular desarrollo de
‘© s . multiple. Pureza, X
€ multiple y accién LH . foliculos
g juntas efectividad y equefios (<10
> J ' seguridad. fnr?\)
[7,)
8
(1]
- SHO y embarazo SHO y embarazo Coste elevado
g multiple. multiple. ’
(]
a
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E. OVOCITOS

Los ovocitos y los espermatozoides se forman ambos a través de la meiosis,
que consiste en dos divisiones celulares sucesivas, tras un ciclo de replicaciéon del ADN.
La meiosis da lugar a células haploides, los gametos. Los ovocitos son los gametos
femeninos y son las células mas grandes del organismo. Poseen gran cantidad de
material de reserva en su citoplasma, necesario para el posterior desarrollo del
embriéon. Un ovocito maduro con capacidad de ser fecundado posee la capacidad Unica

de formar un nuevo individuo tras ser activado.

Un ovocito maduro tienen las siguientes caracteristicas observables al

microscopio:

e Estd rodeado de células de la granulosa, que ayudan al ovocito en su crecimiento y

maduraciéon mediante conexiones citoplasmaticas.

e Posee una cubierta denominada zona peltcida (ZP), que lo rodea y protege. Estd
cubierta esta formada principalmente por glicoproteinas secretadas por el propio

ovocito y sus células acompafantes.

e El espacio perivitelino, donde se encuentra el primer corpusculo polar (CP)

resultante de la primera division meidtica.

e El citoplasma del ovocito esta rodeado por la membrana plasmatica, y cuenta con
gran cantidad de material de reserva necesario para la division celular y el

desarrollo embrionario temprano.

La ovogénesis

Los ovocitos se desarrollan a partir de células germinales del embridon en un
proceso denominado ovogénesis (Resumen en figura 6). Las células germinales se
producen en el endodermo del saco vitelino del embrién y migran hacia la cresta

genital en la quinta semana de gestacion.
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En este momento pasan a denominarse ovogonias. Durante la sexta y séptima
semana de gestacion entran en mitosis para aumentar su nimero y en la semana 8 es

cuando comienza la meiosis.

Figura 6. Resumen de la ovogénesis.
M @ Células germinales primordiales. Durante la embriogénesis migran a la
} ﬂ goénada en desarrollo.
o]
? @ @ @ Ovogonias diploides. Se dividen por MITOSIS en el ovario.
=1
Las ovogonias entran en MEIOSIS, pero se detiene en diplotene, dando
@ lugar a ovocitos primarios en estadio de VG.
M |
0s ovocitos primarios crecen en volumen y adquieren su cubierta,
E L itos primari | dqui biert
| ﬂ la zona pelucida.
O
S Al llegar la pubertad reanudan la MEIOSIS hasta la metafase II, y
| extruyen el primer corpusculo polar. Estos ovocitos secundarios
S maduros tienen la capacidad de ser fecundados, y entonces terminaran
ﬂ ; su MEIOSIS, extruyendo el segundo CP.

Las ovogonias entran en meiosis, independientemente de las gonadotropinas,
entre el sexto y séptimo mes de embarazo y se detienen en el estadio de diplotene. En
este momento los cromosomas estan dispersos y rodeados de una membrana nuclear
llamada vesicula germinal (VG). En la pubertad la meiosis se reanuda hasta la metafase
de la segunda division meidtica (Mll), dando lugar a ovocito maduros y con capacidad

de ser fecundados. Esta maduracién implica:

e condensacién de los cromosomas y alineamiento de los mismos en la placa
metafisica, gracias a la formacidn del huso meidtico (MS, Meiotic Spindle)

e disolucion de la membrana nuclear

e segregacion de cromosomas homadlogos

e extrusién del primer corpusculo polar.
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La segunda division meidtica se completard una vez que el ovocito sea

fecundado por un espermatozoide funcional.

La foliculogénesis

El desarrollo y maduracidn de los ovocitos va ligado al desarrollo de las células

que lo rodean e interaccionan con él (resumen en figura 7).

Figura 7.Foliculogénesis, variacion del grosor endometrial y del nivel de las hormonas sexuales a lo largo del ciclo

menstrual: - .
Seleccion del foliculo

Fase de Reclutamiento dominante Dominancia Ovulacién Luteinizacion
Poblacién de
foliculos Foliculo Foliculo preovulatorio. El pico de
primordiales. primario  Foliculo ) gonadotropinas promueve la
Ovogonias . secundario  Foliculo antral. maduracién a Mil del ovocito que ~ CUerpo luteo, que
detenid Células de Ovocito aln es ovulado acaba degenerando

etenidas en la granulosa detenido en VG
diplotene (VG)

O N
0500 : ® &3
0% e : ®

LH ® _ Ovulacién

! 44—

Hormonas hipofisarias:

FSHy LH Estradiol
Hormonas ovdricas: \

E2y P4.

(E _1RERE”]

Fase Folicular Fase Lutea |

Menstruacién

Variacién del grosor endometrial

Hacia el 52 dia de ciclo comienza la actividad mitdtica de epitelio y glandulas endometriales. En la fase lutea el endometrio
mide 5-6 mm de espesor, las glandulas son muy activas, se desarrollan arterias espirales y suceden cambios predeciduales: el
endometrio es apto para la implantacién.

El foliculo primordial esta formado por el ovocito en estadio de VG rodeado
por las células precursoras de las células foliculares. La gran poblacion de foliculos
primordiales sirve de fuente de desarrollo de ovocitos durante todo la vida

reproductiva de la mujer y se van reclutando en los sucesivos ciclos menstruales.
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Los foliculos primordiales pasan a ser foliculos primarios cuando las células que
rodean al ovocito se dividen y crecen, pasando a denominarse células de la granulosa.
Cuando el ovocito ya esta rodeado de mas de una capa de células se denomina foliculo
secundario. El desarrollo y la maduraciéon posterior del foliculo dependen de las
gonadotropinas. El tiempo estimado que tarde un foliculo primordial en llegar a

preovulatorio es de unos 150 dias.

El desarrollo folicular continda, y se forma una cavidad o antro entre las células
de la granulosa por accion de la FSH (foliculo antral temprano). Este foliculo crece y
forma un antro bien desarrollado pasando a denominarse foliculo antral
preovulatorio. Las células foliculares que lo rodean se dividen entonces en: células del
cumulo, mas asociadas al ovocito, y células de la granulosa, que forman las paredes del

foliculo. La fase antral dura 60 dias y en ella el ovocito alcanza su maximo didmetro.

En este momento los ovocitos aln contindan detenidos en diplotene, pero el
pico preovulatorio de gonadotropinas induce la maduracién del ovocito hasta la Mll, y
el cimulo segrega acido hialurénico, que se hidrata y embebe las células en una matriz

mucilaginosa.

La seleccién del foliculo ovulatorio se produce al final de la fase folicular. Varios
foliculos antrales tempranos progresan en su desarrollo, pero solo uno de ellos
madurard y sera ovulado, mientras que el resto entrardn en atresia. Las células de la
granulosa y la teca del foliculo ovulatorio contintan su diferenciacion en el ovario tras

la ovulacién y forman el cuerpo ltteo, en un proceso denominado luteinizacion.

Al nacer una mujer tiene unos 2 millones de foliculos primordiales que van
entrando en atresia, y al llegar a la pubertad quedan unos 400.000. La atresia continua
a lo largo de la vida y solo alrededor de 500 se desarrollaran a ovocitos en Mll y serdn
ovulados. La reserva ovarica, por lo tanto, va disminuyendo a lo largo de la vida hasta

gue tiene lugar la menopausia.
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La competencia ovocitaria

Como se ha explicado antes, existe una estrecha interaccién entre el ovocito y
las células somdticas que lo rodean, necesaria para que el ovocito crezca y madure.
Esta relacion se mantiene desde la gametogénesis hasta la maduracién (Eppig et al.
2002). La competencia ovocitaria consiste en el crecimiento, maduracién y adquisicién
de la maquinaria necesaria para el desarrollo temprano del embridn. Este proceso estd
muy ligado al correcto desarrollo del foliculo. Un desarrollo embrionario temprano

correcto depende de que esta unidn tenga lugar de forma (Krisher and Bavister 1998).

La maduracion nuclear y citoplastamatica es fundamental para la adquisicidn
de la competencia ovocitaria y tiene lugar en los estadios preantral y antral temprano,
es decir, en las uUltimas fases de la foliculogénesis, cuando el ovocito y la granulosa
forman un sincitio. Antes de la ovulacion este tipo de uniones desaparecen para

favorecer el proceso.

La conexion del foliculo con el ovocito estd implicada en la detencién del
ovocito en profase |, en la nutricién del ovocito y en la regulacién de su expresion

génica y sintesis de proteinas necesarias para el inicio del desarrollo embrionario.

Las células de la granulosa se introducen a través de la zona pelucida y forman
uniones tipo GAP con el ovocito. Estas uniones permiten el intercambio de moléculas,
principalmente de la granulosa hacia el ovocito (Eppig 1994). También existen estas
uniones entre las células de la granulosa. Los iones, aminoacidos y nucleétidos se
equilibran asi entre compartimentos, siendo esto fundamental para el crecimiento y
maduracion ovocitaria (Colonna et al. 1989). Ademas permiten el paso de moléculas
reguladoras como las purinas o el AMPc, que intervienen en la regulacién de la meiosis
(Racowsky 1985). Estas uniones desaparecen cuando el foliculo estd maduro,
guedando unidas solamente mediante microvellosidades, que se encargarian de

suministrar nutrientes al ovocito y retirar catabolitos (Makabe et al. 2006)
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Figura 8. Caracteristicas de un ovocito competente:
. Microvellosidades que interaccionan con la zona pelucida
. Acumulo de granulos corticales cercanas a la membrana plasmatica, para evitar la
polispermia.
. Aumento del nimero de mitocondrias (unas 100.000)
. Acumulo de ribosomas
. Acumulo de mRNA y proteinas.
. Huso meidtico

El ovocito también participa en la regulacion de las células de la granulosa y la
funcién ovarica mediante la secrecion de factores paracrinos a través de los espacios
intercelulares (Eppig 2001). Participa activamente en la estereidogénesis, induciendo la
produccién de estradiol e inhibiendo la produccién de progesterona. El ovocito
estimula la proliferacién y diferenciacién de la granulosa, y suprime la expresion del
mRNA de los receptores de LH en la granulosa, evitando la luteinizacién precoz del

foliculo (Eppig 1998).

Las células del cimulo incorporan glucosa del medio que las rodea, y mediante
la glicolisis y forman piruvato que pasa al ovocito mediante las uniones GAP y asi

obtienen la energia necesaria para conseguir la competencia (Saito et al. 1994).

Los ovocitos maduros, capaces de ser fecundados, finalizar la meiosis, vy
sustentar el desarrollo temprano del embrién, presentan ciertas caracteristicas

citoplasmaticas, que los diferencian de un ovocito inmaduro, como se ve en la figura 8.

El liquido folicular, producido fundamentalmente por las células de la

granulosa, contiene proteinas, citoquinas y factores de crecimiento importantes para
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el desarrollo de ovocitos de buena calidad. Su composicion es similar a la del plasma

filtrado (Gosden and Faddy 1998).

Calidad y dismorfismos ovocitarios

La calidad y viabilidad del embrién en desarrollo depende tanto de la calidad
del espermatozoide como de la del ovocito. El espermatozoide ha sido ampliamente
estudiado, sin embargo la calidad ovocitaria es un tema aun controvertido, debido
probablemente al bajo nimero de ovocitos de los que se dispone para investigar,

comparado con el nUmero de espermatozoides.

El ovocito aporta todo su citoplasma y la mitad del ADN al embrién, luego su
importancia es muy grande. Cada vez hay mas evidencias sobre la importancia de la
apariencia citoplasmatica y la presencia de un MS bien estructurado. La presencia de
defectos en el ovocito puede dar lugar a defectos en la segregacion cromosdémica,

causando embriones aneuploides (Battaglia et al. 1996)

Los cambios microambientales debidos a cambios en la concentracidon de
gonadotropinas que sufre el ovocito durante la foliculogénesis implican cambios
metabdlicos y estructurales en él (Makabe et al. 2006). En el laboratorio lo Unico que
podemos hacer es observar el ovocito bajo el microscopio, y descubrir si tiene
alteraciones citoplasmaticas o en el MS. Existen ciertas caracteristicas morfolégicas
gue estdn cobrando importancia ultimamente, y aunque muchos piensan que los
dimorfismos ovocitarios se deben a la estimulacion ovarica (Balaban et al. 1998,
Meriano et al. 2001, Van Blerkom and Henry 1992, Xia 1997) y que solo son pequefias
variaciones del aspecto sin importancia sobre la fecundacién, calidad o implantacién
(Balaban and Urman 2006), otros afirman que las deficiencias citoplasmaticas pueden
ser reflejo de importantes anomalias a nivel molecular. Los dimorfismos ovocitarios
gue observamos en el laboratorio de FIV pueden estar relacionados con la zona

pellcida, el citoplasma del ovocito o el corpusculo polar.
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El primer corpusculo polar: el CP normal es Unico, no estad fragmentado y es
pequefio pero facilmente visible a la lupa. Las anomalias referentes al CP mas
frecuentes son: que este fragmentado o aparezca mads de uno, que sea amorfo,

esté aplastado, o que sea muy grande o muy pequefio (Ver fotos figura 9).

Figura 9. Diferentes morfologias del corpusculo polar. A. CP normal. B. CP
fragmentado. C. CP grande. D. CP pequefio. E. CP aplastado. F. Dos CPs.

La Zona Pelucida debe tener un grosor entre 10 y 30 um, siendo de mal
prondstico una ZP demasiado fina o gruesa. Debe ser redondeada, y si es
elongada el ovocito en su interior debe ser redondo ya que si ambos son
elongados el embrién podria tener problemas de desarrollo. (Ver fotografias
figura 10). Las ZP oscuras o de formas anormales no estan asociadas a menor

fecundacion o peor calidad embrionaria tras ICSI (Balaban et al. 1998)

El citoplasma y el espacio perivitelino. En teoria, un ovocito maduro en Ml de
buena morfologia, debe tener un citoplasma claro y homogéneo. Con
granulosidad moderada y sin inclusiones citoplasmaticas (Ebner et al. 2006),
aunque parece que tras la estimulaciéon ovarica pueden mostrar una amplia
variedad de fenotipos (Balaban et al. 1998, Balaban and Urman 2006, Van

Blerkom and Henry 1992). Asi, solamente alteraciones citoplasmaticas severas,
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como el “clustering”, el reticulo endoplasmatico liso o las vacuolas pueden
considerarse anomalias (Meriano et al. 2001, Otsuki et al. 2004) siendo el resto
citoplasmas fenotipicamente heterogéneos. Se acepta, sin embargo, que las
alteraciones, tanto citoplasmaticas como extra-citoplasmaticas, tienen un

efecto deletéreo en la calidad del embridn. (Ver figura 10).

Figura 10. Diferentes morfologias de la ZP. A. ZP normal.
B. ZP gruesa. C. ZP fina. D. ZP densa.

Figura 11. Anomalias morfoldgicas del ovocito. A. Ovocito con ZP, CP y citoplasma normales. B.
Citoplasma “clustered”. C. Vacuola grande. D. Cuerpo necrético. E. Cuerpos refringentes. F. REL. G.
Espacio perivitelino grande. H. Debris en el EP.
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F. EMBRIONES EN EL LABORATORIO DE FIV

Como se ha explicado antes, la finalidad de un ciclo de FIV es conseguir
embriones de buena calidad, que implanten y se desarrollen dando lugar a un
nacimiento viable. Los ovocitos, tras ser fecundados mediante FIV o ICSI, se cultivan en
el laboratorio bajo estrictas condiciones de humedad, temperatura y esterilidad. Desde
los comienzos de las TRA los medios de cultivo han evolucionado mucho, y hoy en dia
son altamente complejos y se disefian basandose en las secreciones del tracto genital

femenino (Lobo 2003)

En el momento de la ovulacién, el ovocito tiene almacenados suficientes
transcritos como para llevar a cabo su metabolismo durante las primeras fases del
desarrollo embrionario, antes de la activacién de su propio genoma. Las condiciones
de cultivo influyen en la trascripcion y la traduccién vy, si estas son subdptimas,
disminuyen el metabolismo embrionario y comprometen su viabilidad (Cobo et al.

2008b, Coticchio et al. 2006, Rienzi et al. 2004).

En un FIV convencional, la fecundacién ocurre rdpidamente tras la inseminacién
de los ovocitos. Después tienen lugar una serie de sucesos y divisiones celulares que
deben tener lugar en unas franjas horarias determinadas. Los embriones con buenas

tasas de divisidn tienen mayor potencial implantatorio.

A continuacién, se resume brevemente lo que ocurre tras la fecundacién, y lo

gue vemos en el laboratorio de FIV:

Entre las 17 y las 20 horas post-inseminacién (Pl) podemos ver en el microscopio como
han aparecido los pronucleos (PN), y alrededor de las 30 horas Pl vemos que el
embrién ha alcanzado el estadio de dos células. Entre las 40 y las 50 horas Pl el
embridn debe tener 4 células. Esta fase se observa la mafiana del dia 2 de desarrollo.
En este momento comienza la activaciéon genémica del embrién, que tarda 24 horas en

completarse. A partir del tercer dia de desarrollo los embriones ya utilizan sus propios
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transcritos, y su metabolismo ya no depende de las reservas ovocitarias. La mafiana
del dia 3 de desarrollo embrionario cada una de las 4 células del embrién deben
haberse dividido, por lo que observaremos 8 blastomeras y, con suerte, otros
pardmetros indicativos de buena salud embrionaria, como una baja tasa de
fragmentacion, ausencia de multinucleacién en las blastdmeras o el inicio de
compactacion entre las células. Sobre las 96 horas Pl se debe observar una moérula
compacta (sobre las 32 células) y en la mafiana del dia 5 deberiamos poder ver que ha
comenzado la formacién del blastocisto, que se expandird a lo largo de los dias 5y 6
para acabar eclosionando. En el blastocisto podemos diferenciar claramente dos
estructuras, la masa celular interna (MCi) y el trofoectodermo (TE), que también deben
estar bien conformados, con un nimero de células adecuado y buena estructura
general (ver figura 11). La eclosion del blastocisto es un proceso mecanico, por la
expansion del TE, y también enzimdtico. Cuando un blastocisto de buena calidad
abandona la ZP que antes lo protegia, ya estd preparado para implantar en un

endometrio receptivo.

Figura 11: Desarrollo embrionario ideal: A. Ovocito MII. B. Zigoto correctamente fecundado con 2PN. C. Embrion
con dos células simétricas y mononucleadas. D. Embridn de 4 células simétricas sin fragmentacion. E. Embrion de
8 células simétricas. F. Modrula compacta. G. Blastocisto cavitado con TE y MCi bien definidas. H. Blastocisto
expandido de muy buena calidad.
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Capitulo 2

LA CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS Y EMBRIONES
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A. DESARROLLO HISTORICO DE LAS TECNICAS DE
CRIOPRESERVACION

La primera criopreservacion de gametos de la que tenemos datos sucedié en

1776, cuando Lazaro Spallanzani realizé una congelacion y descongelacion con buena

movilidad de una muestra de semen. Desde entonces se han desarrollado muchos y

diferentes protocolos con la finalidad de criopreservar embriones y gametos humanos

con buenos resultados, hasta llegar a los procedimientos que realizamos a diario en los

laboratorios de FIV, conscientes de las ventajas que aporta a la actividad clinica el

hecho de tener un buen programa de criopreservacion. Algunos de los hitos mas

importantes en el desarrollo de estos protocolos fueron los siguientes:

El glicerol como CPA se describié por primera vez en 1949 (Polge et al. 1949).

En 1954 se publicé el primer nifio nacido tras el uso de semen congelado (Bunge

and Sherman 1954).

Después se comenzé a utilizar el DMSO como CPA en la congelaciéon de embriones

(Whittingham et al. 1972).

El primer nifio nacido de la transferencia de un embrién congelado en dia 3 con

DMSO tuvo lugar 11 afios mas tarde (Trounson and Mohr 1983).

Cohen y sus colaboradores publicaron en 1985 el nacimiento del primer nifio

nacido de la trasferencia de un blastocisto congelado (Cohen et al. 1985).

La primera vez que se publicé la aplicacion exitosa de la técnica conocida como
vitrificacion fue ese mismo afo, y se aplicé a embriones de ratén (Rall and Fahy

1985).

Como ya se ha comentado previamente, el primer nifio nacido tras Ia
descongelacién lenta de ovocitos se la debemos a Chen (Chen 1986). 13 afios
después se publicé el primer nacimiento tras la vitrificacién de ovocitos usando EG

y Sacarosa (Kuleshova et al. 1999).
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Y por ultimo, en 2003 se presenté el Cryotop como método de vitrificacién con alta

tasa de supervivencia (Katayama et al. 2003)

Desde entonces la evolucién de los protocolos ha sido vertiginosa, consiguiéndose
unos resultados dificiles de imaginar en un principio, que hacen que los programas

de criopreservacion sean muy eficaces y estables en sus resultados.



B. ESTRATEGIAS DE CRIOPRESERVACION

El objetivo fundamental de todo protocolo de criopreservacidn es aportar
soluciones externas a las células a congelar que les ayuden a sobrellevar el proceso,
reduciendo al minimo los dafios ocasionados por el mismo. Existen diversos factores
que pueden influir en los resultados del procedimiento de criopreservacién, como la
especie, el estadio de desarrollo, la calidad embrionaria o la manipulacién previa.
Existen dos grandes estrategias de criopreservacion: los procedimientos de equilibrio y

los de no equilibrio.

En los procedimientos de equilibrio o congelacion lenta:

En este tipo de protocolos, las células son enfriadas por debajo de 0°C, se

Ill

forma hielo en el medio extracelular (gracias al “seeding”) y aumenta la concentracién
de solutos disueltos por la eliminacién de agua libre. El agua intracelular sale de cada
célula para equilibrar la solucién hipertdnica en la que se encuentra y asi se limita la
perjudicial formacién de hielo intracelular, que es incompatible con la supervivencia.
Los efectos adversos derivados de la congelacion y descongelacidon lenta son

principalmente dos: la formacién de hielo intracelular (dafio mecénico) y el exceso de

deshidratacion celular (Leibo 1986).

En los procedimientos de equilibrio la velocidad de enfriamiento es muy lenta,
y las células pueden responder osmodticamente al cambio de temperatura a través de
la deshidratacidon. Se requieren congeladores programables para llevar a cabo el
proceso, y los ovocitos y embriones ovocitos pasan por un rango de temperatura
critico en el que se produce el efecto “chilling”. Los agentes crioprotectores (CPA) se
utilizan en muy bajas concentraciones, con lo que los posibles efectos tdxicos, en

teoria, serian menores.

La optimizacion de los protocolos de congelacién lenta de embriones ha

permitido mejorar mucho los resultados obtenidos tras la descongelacién, sin
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embargo, la congelacién lenta de ovocitos y blastocistos no ha conseguido llegar a
presentar unos resultados estables y aceptables. Sin embargo el desarrollo de los
protocolos de no equilibrio, como la vitrificacidon, ofrece nuevas y prometedoras

expectativas para los programas de criopreservacion de los centros de RA.

Procedimientos de congelacion de no equilibrio (Vitrificacién):

En este tipo de protocolos no es necesario establecer el equilibrio osmético
entes los ambientes intra y extracelular a lo largo del periodo de enfriamiento de las
células (Mazur 1990). Por tanto, los procedimientos basados en este principio
permiten la utilizacién de velocidades de enfriamiento rapidas hasta alcanzar la
temperatura del nitrégeno liquido (NL), y asi el medio intracelular no cristaliza, sino

que adquiere una consistencia vidriosa, de ahi el nombre “vitrificacion”.

Los protocolos de vitrificacién han sufrido diferentes modificaciones a lo largo
de los afios. La mezcla 1:1 de etilen glicol (EG)-dimetilsulféxido (DMSO) ha mostrado
ser altamente efectiva. Pero la innovacién mas relevante ha sido la introduccion del
“minimo volumen” como estrategia para incrementar la velocidad de la vitrificacion y
con ello reducir la concentracion de CPA y consecuentemente su toxicidad. Mas
adelante, en la Figura 13 se muestra la composicion quimica de los CPA utilizados en

los protocolos de vitrificacion.

En la vitrificacion no hay formacidn de hielo a nivel intra o extracelular, sino
que las células se deshidratan osmodticamente antes del enfriamiento, mediante el
tratamiento con una solucion de CPA altamente concentrados (del orden de 6-7M). Se
han realizado diferentes estudios encaminados a establecer la concentracién adecuada
de CPA de manera que sea alta para conseguir la vitrificacién, pero minima para

disminuir la toxicidad.

El incremento en la velocidad ofrece la ventaja de reducir el estrés osmotico

gue causa la alta concentracidn de CPA, ademas de evitar el paso por el rango de
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temperatura de +15°C y -5°C, en el que curre el “Chilling injury”. La desvitrificacion,
tiene lugar en estas mismas condiciones, llevando las muestras de -196°C a 37°C,

siendo la velocidad de desvitrificacién de 442°C por segundo aproximadamente.
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C. ESTADO ACTUAL DE LAS TECNICAS DE CRIOPRESERVACION DE
OVOCITOS Y EMBRIONES

Leyre Herrero, Mdénica Martinez y Juan Antonio Garcia Velasco.

Current Opinion in Obstetrics and Gynecology (Factor de impacto 2,370)

Volumen 23, Paginas 245-250. 2011.

La criopreservacion es el proceso en el cual células o tejidos son congelados a
muy bajas temperaturas (-196°C N2 liquido) para ser almacenados y conservados,
manteniendo su viabilidad por tiempo indefinido. Cualquier actividad bioldgica,

incluidas las reacciones bioquimicas quedan detenidas.

La criopreservacién es una herramienta de uso comun y de gran importancia en
RA, ya que, como ya se ha comentado, permite sacar el maximo rendimiento a los
ciclos de fecundacién in vitro, mediante la transferencia de embriones congelados. La
introduccidon de la vitrificacion y la posibilidad de criopreservar ovocitos abre un

mundo de nuevas indicaciones a los especialistas en RA.

La congelacién lenta, protocolo de uso tradicional en todos los laboratorios de
FIV, estd siendo sustituida gradualmente por la vitrificacién, debido a los resultados

obtenidos con esta técnica en blastocistos y ovocitos.
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En esta revisidon se resumen las publicaciones mas recientes sobre este tema, y

otros aspectos de interés relacionados.

Experiencia clinica con la congelacién lenta de ovocitos

En cuanto a congelacién lenta de ovocitos, desde la primera gestaciéon
conseguida con ovocitos congelados publicada por Chen y sus colaboradores (Chen
1986), el andlisis de la literatura acerca de los resultados obtenidos con la congelacién
lenta, se hace un poco dificil, debido principalmente a que existe una heterogeneidad
considerable en cuanto al protocolo de congelacion aplicado, los CPA utilizados, su
concentracion, escaso humero de ovocitos utilizados en los estudios, naturaleza de los

mismos (envejecidos, madurados in vitro, fallos de fecundacién), etc.

En los ultimos afios, los protocolos de congelacién lenta han evolucionado
considerablemente y se han introducido varias modificaciones relacionadas

principalmente con la mezcla de CPA.

El primer informe acerca de un nacido vivo tras la congelaciéon de ovocitos
utilizando el 1,2-Propanodiol (1,5 M PROH) y sacarosa (0,2M) como CPA fue publicado
por Porcu (Porcu et al. 1997). Posteriormente se publicaron varios casos clinicos, que

resultaron en gestaciones y nacimientos utilizando esta misma técnica.

La utilizacién de estos protocolos fue relativamente ineficiente debido a la baja
tasa de supervivencia y al limitado potencial de los ovocitos que sobrevivieron. Estos
protocolos fueron modificados, intentando mejorar su eficacia. Una de estas
modificaciones, fue elevar la concentracion de sacarosa, con el fin de aumentar la ratio
de deshidratacién y con ello, disminuir las posibilidades de cristalizacidon durante el
proceso. Las primeras evidencias a este respecto, fueron publicadas por Fabbri (Fabbri

et al. 2001).
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Otra modificacion significativa a los protocolos de congelacién lenta utilizando
PROH vy sacarosa, ha sido la sustitucidon los iones de sodio en el medio base, por otro
catién: la colina. Esta aproximacion fue testada inicialmente en ratén, consiguiéndose
muy buenos resultados de supervivencia (90%) y gestacidon (40%) (Stachecki et al.

2002).

En cuanto a la congelacion lenta de ovocitos, un meta-andlisis realizado por
Oktay y colaboradores concluyd que el éxito real de la congelacion lenta a través de los
diferentes protocolos es de sdlo el 2,2% por embridn generado; el 2,3% de tasa de
gestacion por ovocito descongelado; o del 20,1% de tasa de gestacion clinica por

transferencia (Oktay et al. 2006).

Experiencia Clinica con la Vitrificacion de ovocitos

La historia de la aplicacién clinica de la vitrificacion es mas corta que la de la
congelacion lenta, pero de manera semejante, los protocolos de vitrificacion también
han sufrido diferentes modificaciones a los largo de los afios. Por una parte, se han
ensayado diferentes mezclas de CPA. La mezcla 1:1 de etilenglicol (EG)-
dimetilsulféxido (DMSO) ha mostrado ser altamente efectiva y la introduccion del
“minimo volumen” como estrategia para incrementar la velocidad de la vitrificacién y

reducir la concentracién de CPA y su toxicidad, como ya se ha explicado previamente.

El primer RNV publicado tras la utilizaciéon de un sistema de vitrificacion abierto
(open pulled System, OPS) fue publicado por Kuleshova y colaboradores (Kuleshova et
al. 1999). Muchas son las publicaciones que hablan de un dispositivo recientemente
disefiado, llamado Cryotop (Kuwayama et al. 2005a, Kuwayama et al. 2005b)), que
consiste en una lenglieta de polipropileno, unida a un mango de plastico, y equipada
con una pajuela que sirve de proteccion durante la manipulacién y almacenaje. El
volumen de medio vitrificado con este dispositivo es tan pequefio (cerca de 0,1 ul) que

permite una velocidad de enfriamiento de -23.000°C/min.

Utilizando el cryotop, Kuwayama (Kuwayama et al. 2005b), ha obtenido un
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91% de tasa de supervivencia con ovocitos humanos, 81% de tasa de division , y 50%
tasa de blastocistos, con un 41% de tasa de gestacidn por transferencia embrionaria,
resultando en 11 nacidos vivos. Cuando se publicd esta revisién ya habian nacido mas

de 50 nifios a través de esta técnica a manos de este grupo (Kuwayama et al. 2007).

Una publicacion ha reportado un 90,1% de supervivencia y un 34,1% de tasa de
gestacion, habiendo conseguido 34 nacidos vivos hasta la fecha. Mas recientemente,
otro grupo ha publicado sus resultados obtenidos con el Cryotop (Antinori et al. 2007).
La tasa de supervivencia publicada por estos autores es del 99,4% con tasas de

fecundacion, gestacién e implantacion del 9,9%, 32.5% y 13,2% respectivamente.

En una publicacién de nuestros compafieros de IVl Valencia se compard el
desarrollo embrionario obtenido con ovocitos vitrificados y frescos obtenidos
simultaneamente (Cobo et al. 2008a). La tasa de supervivencia fue del 97% (224/231
ovocitos). Los resultados obtenidos en fresco fueron similares a los obtenidos tras la
vitrificacion, lo que hizo que nuestro grupo optase por la vitrificacion como método de

criopreservacion de rutina desde entonces.

Se ha creado un banco de ovocitos de donante, para el beneficio de las
pacientes inscritas en nuestro programa de ovodonacién, y ya no es necesario que las
pacientes entren en lista de espera, ni la sincronizacién donante-receptora. La gestidn
de la donacién de ovocitos en nuestras clinicas ha mejorado sustancialmente gracias a

la vitrificacion de ovocitos.

En el articulo a continuacién se ve resumido como muchos autores han
publicado comparaciones de ambos protocolos de criopreservacion prospectiva y
randomizadamente, concluyendo que la vitrificacion es mejor opcién, ya que induce
menor dafio celular, ofrece mejores tasas de supervivencia, y mejores resultados en
los ciclos de FIV llevados a cabo tras la desvitrificacién. También se ha analizado como
es el desarrollo embrionario tras la aplicacién de ambos protocolos. En general la
vitrificacidon parece ofrecer mayor potencial implantatorio a los ovocitos, haciéndolos

comparables a ovocitos en fresco.
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La repolimerizaciéon del MS del ovocito tras la criopreservacion también se ha
publicado que es mas rapida tras la desvitrificacion. Esta caracteristica del ovocito se
puede observar con un microscopio de luz polarizada, o también usando microscopia
confocal, que da mayor detalle, pero cuyo acceso desde los laboratorios de FIV es
menor. El momento en que se realiza la microinyeccion tras la descongelacién también
es un tema ampliamente estudiado en las ultimas publicaciones, y los autores
coinciden en que el mejor momento es 3 horas tras la descongelacién, dado que la

gran mayoria de husos meiéticos estan repolimerizados.

Criopreservacion de cigotos

En los ultimos afios la criopreservacion de cigotos no ha sido objeto de muchas
investigaciones, y los dos casos comentados en el articulo, la criopreservacion de los
cigotos, obedece a necesidades de los ciclos de las pacientes estudiadas.
Normalmente, o se criopreservan ovocitos, o se criopreservan embriones, ya que la
calidad de los cigotos es dificil de evaluar en comparacion con la informacién que nos

dan los embriones.

Criopreservacion de embriones y blastocistos

También los dos protocolos de criopreservacién han sido comparados por
muchos autores, en casos de ciclos convencionales de ICSI, y también en ciclos de
maduracion in vitro de ovocitos. La conclusién a la que llegan estos autores es que la
vitrificacion no ofrece mayores tasas de gestacidon, pero si mayores tasas de

supervivencia, tanto en embriones como blastocistos.

Respecto al tipo se soporte utilizado, los mejores resultados en embriones se
han obtenido utilizando sistemas abiertos. Y sobre en qué momento del desarrollo
embrionario es mejor realizar la criopreservacion, hay controversia, aunque lo que

estd claro es que en manos expertas, la supervivencia tras la descongelaciéon o
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desvitrificacion es buena, y ahi reside la base de un programa de criopreservacion

eficaz.

También se ha publicado en los ultimos afios sobre el impacto del tiempo de
almacenamiento de los embriones en su tasa de supervivencia. En teoria el tiempo que
pueden estar los embriones almacenados en NL es ilimitado, siempre que las
condiciones se mantengan, pero es cierto que no tenemos datos de embriones que

fueron congelados hace mas de 20 aios.

Existen casos en los que un embrién se descongela, y tiene que volver a ser
congelado por segunda vez. Los estudios que se han publicado recientemente sobre
este tema encuentran resultados comparables tras la transferencia de embriones que
han sido criopreservados una y dos veces. Obviamente no es lo ideal, pero parece que
se descarta que esta doble congelacidn tenga un efecto deletéreo sobre los embriones

y los resultados del ciclo.

Respecto a los resultados perinatales de las transferencias de congelados,
parece que el impacto es comparable al estudiado tras la transferencia de embriones

gue provenian de ciclos de FIV en fresco, aunque los resultados son limitados.

Aspectos relacionados con la seguridad en la criopreservacion

Este es un tema que causa bastante preocupacion, sobre todo entre los
usuarios de la vitrificacion en sistemas abiertos, en los que las muestras estan en
contacto directo con el NL en el que se almacenan. Aunque nunca se ha descrito, hay
autores que temen que se pueda dar una contaminacién cruzada entre las muestras de
pacientes almacenadas en el mismo tanque de NL. A este respecto se han propuesto

dos posibles soluciones:

1. El almacenaje en vapores de nitrégeno, y no en NL. Parece que las

condiciones de vapor de nitrégeno permiten el almacenamiento y no
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comprometen la supervivencia tras la desvitrificacion, ni los resultados de
los ciclos.

2. Otra posibilidad es la esterilizacion del NL mediante rayos ultravioletas.

Pero lo Unico que evita con seguridad la contaminacion son los sistemas de
vitrificacion cerrados, en los que la muestra no esta en contacto directo con el NL, pero
cuyos resultados generales son peores que los obtenidos con sistemas abiertos. Hasta
la fecha no se han descrito casos de contaminacién, por lo que es probable que los

sistemas abiertos y los tanques de NL se sigan utilizando en los laboratorios de FIV.
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Purpose of review

To summarize recent advances in oocyte and embryo cryopreservation techniques and
outcomes.

Recent findings

Vitrification is gradually replacing slow freezing due to a better survival rate after
thawing. Most units use vitrification for both oocyte and blastocyst cryopreservation, as
these two biological structures did not perform very well with slow freezing technique.
Basic experiments show that cellular damage seems lower after vitrification. Taken all
together, this is helping vitirification to be expanding rapidly, and new clinical indications
are being incorporated as well (i.e., fertility preservation).

Summary

Cryopreservation has been used as a complement to IVF, and recent publications
indicate that pregnancy rates achieved with frozen oocytes and embryos are
comparable with those achieved in fresh cycles. Multiple publications studying oocyte
and embryo physiology during cryopreservation have been published recently; however,
larger studies are needed to verify the efficacy of new cryopreservation techniques.
Vitrification is a simple and robust technique that is being incorporated into the majority
of IVF units, mainly for oocyte and blastocyst cryopreservation.
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Introduction

Cryopreservation has always played a central role in
assisted reproductive treatment (ART). Since the first
successful sperm cryopreservation [1] and, 30 vyears
later, embryo cryopreservation [2], these techniques have
become routine in ART laboratories. Later, Cohen ¢z 4/.
[3] reported the first baby born after a frozen-thawed
blastocyst transfer, and just 1 year later Chen [4] pub-
lished the first baby born after oocyte cryopreservation.

Embryo cryopreservation has been used for many years,
and there is sufficient published evidence regarding out-
comes to evaluate efficiency. Embryo cryopreservation
has decreased the number of fresh embryos transferred,
maximizing effectiveness of the IVF cycle. Similarly,
embryo cryopreservation is a crucial tool in cases of
cancelled embryo transfer due to ovarian hyperstimulation
risk, endometrial bleeding, elevated serum progesterone
levels on the day of triggering, or any other unplanned
events.

The history of oocyte cryopreservation implementation
is more recent. The largest published experience came
from Italy due to their large experience, partly forced by
their legal requirements that did not allow them to

1040-872X © 2011 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

fertilize more than three eggs, and was based on slow
freezing methods [5,6]. Nowadays, vitrification has been
demonstrated to be also a highly effective freezing
method [7-13,14°,15,16]. Numerous clinical indications
for oocyte cryopreservation have been recognized:
fertility preservation in women at risk of losing fertility
due to oncological treatment or chronic disease [17],
patients postponing childbirth until a later age [18],
patients concerned with ethical issues of embryo cryo-
preservation, or a safe and reliable source for oocyte
donation [13,19].

Cryopreservation protocols have undergone continuous
modifications in order to minimize possible adverse
effects upon oocytes and embryos, such as ice crystal
formation, which can lead to cell damage [20]. The use
of cryoprotectant agents (CPA) like ethylene glycol,
propylene glycol, glycerol, dimethyl sulfoxide or sucrose,
that lead to cell dehydratation replacing intracellular
water, will help to solve this problem.

Oocyte cryopreservation in particular represents a great
challenge in ART [21]. The oocyte has a very special
structure that leads to complex difficulties associated
with its cryopreservation. The plasma membrane per-
meability to CPA and water compromise the survival rate
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[22] and the sensitivity of the meiotic spindle to tempera-
ture could compromise correct chromosomal segregation
[23,24].

Slow freezing has traditionally been the preferred
method of embryo cryopreservation in IVF laboratories.
These protocols combined controlled cooling rates with
low CPA concentrations. On the contrary, vitrification has
been recently described as a revolutionary technique that
combines high CPA concentrations with extremely fast
cooling rates, and its use has increased greatly, especially
for blastocyst and oocyte cryopreservation [25]. The main
difference between slow freezing and vitrification is that
in the vitrification procedure the oocyte/embryo and also
the surrounding solution solidify in an amorphous struc-
ture similar to glass, without ice formation (Figs 1 and 2).

In this review, we will summarize recent evidence
including our own experience concerning oocyte and
embryo cryopreservation.

Slow freezing and vitrification of oocytes

In the last 2 years, many authors have compared these two
cryopreservation methods. Smith ez /. [26] published
a prospective study in patients with ethical concerns
about embryo cryopreservation. They decided to vitrify
or freeze their supernumerary oocytes between 2005 and
2009. Seventy-eight of 230 patients that cryopreserved
their oocytes did not get pregnant. Survival rate was
higher in the vitrification group (75% vs. 65%; P=
0.01), fertilization rate was also higher (77% vs. 67%;
P =0.03), and clinical pregnancy rate was better as well in
the vitrification group (38% vs. 13%; P =0.02). This pros-
pective study that included 587 cryopreserved oocytes

e Vitrification induces less cellular damage to the
oocyte than slow freezing.

e Both techniques may offer good results in experi-
enced hands, although vitrification results in higher
oocyte survival rates, and most groups report better
outcomes with vitrification than with slow freezing.

e Blastocyst vitrification yields consistently excellent
implantation rates, something not observed with
previous freezing/thawing methods.

concluded that vitrification was a better option than slow
freezing for oocyte cryopreservation.

Excellent results after vitrification have been shown
also by Kim e a/. [16]. They found that vitrification
of oocytes belonging to fertile women resulted in higher
pregnancies and implantation rates after 6 months of
cryopreservation. They achieved 81% survival rate,
80% pregnancies and 65% live birth rate. This is in
accordance with our recently published randomized
controlled trial, in which we showed that fertilization,
implantation, and pregnancy rates from fresh donor
oocytes or vitrified/warmed oocytes are absolutely
comparable [27°°], suggesting that cellular competence
is not altered after vitrification when oocytes come from
young, healthy women.

Spindle repolymerization after different cryopreservation
protocols and temperatures, using donated supernumer-
ary oocytes, has been recently evaluated by Ciotti ez a/.
[28]. The number of oocytes evaluated in each group was
limited, but they found that vitrification using media at
37°C showed faster spindle repolymerization compared

Figure 1 Volume changes during vitrification and rewarming procedure

(a) Oocyte after decumulation; (b) Oocyte in ES1; (c) Oocyte in ES2; (d) Oocyte in ES3; (e) Oocyte in DS; (f) Oocyte in WS1; (g) Oocyte in WS2;

(h) Oocyte after cryopreservation process.
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Figure 2 Volume changes during slow cooling procedure

(a) Oocyte after decumulation; (b) Oocyte in FS1; (c) Oocyte in FS2; (d) Oocyte in FS3; (e) Oocyte in TS1; (f) Oocyte in TS2; (g) Oocyte in TS3; (h)

Oocyte in TS4; (i) Oocyte after cryopreservation process.

with vitrification using media at different temperature or
with slow freezing.

Molinari ez a/. [29] studied slow freezing-induced damage
of the meiotic spindle and zona pellucida, and its relation-
ship with clinical characteristics. They found that the
zona pellucida, specially the inner layer, lost its structural
organization and became thicker. Also, the meiotic
spindle appeared less organized after slow freezing [29].

Although evaluation by polarized light is a satisfactory
tool, confocal microscopy analysis proved much greater
detail in studying the spindle. Using this technique,
Bromfield ez a/. [30] found that slow freezing led to
spindle disassembly. That was reversed 1 h after thawing,
but interestingly, they observed that it was not sustained
2 and 3h after thawing. Coticchio ¢z a/. [31] using
microscopy to assess meiotic spindle and chromosome
organization in oocytes after vitrification noted that the
oocytes maintained their spindle with a bipolar organiz-
ation, but chromosome alignment appeared to be partly
compromised.

Grifo and Noyes [12] published a small series of
23 patients that cryopreserved their oocytes by either
slow-freezing or vitrification. Fertilization and blastocyst
formation resulted in significantly higher rates after
slow freezing of the oocytes (84% vs. 75% fertilization
and 52% vs. 35% blastocyst formation rate; P =0.04 and
0.02, respectively), but survival rate was similar in both
protocols, suggesting that slow freezing in experienced
hands may yield good results.

We recently published a randomized sibling donor oocyte
study [14°] comparing slow freezing and vitrification,
and we found a higher survival rate and higher spindle

recovery after vitrification when compared with slow
freezing (86.8% vs. 50% survival rate, P <0.0001;
93.5% vs. 72% of meiotic spindle presence 3h after
thawing, P=0.01). The survival rate after slow freezing
was lower than published by other groups, most likely
due to our limited experience with this protocol. We also
analyzed DNA fragmentation by TUNEL assay after
thawing, but no fragmentation was detected after either
method. Kader e a/. [32] evaluated postthaw DNA
integrity of mouse blastocysts after cryopreservation,
and found both techniques induced DNA fragmentation,
and that the more expanded the blastocyst, the greater
was the susceptibility to DNA damage during the
process.

Chen and Yang [24] recently reviewed the pros and cons
of vitrification vs. slow freezing. They concluded that,
overall, survival rate with vitrification was higher, and
that pregnancy potential of cryopreserved oocytes was
comparable to that of fresh oocytes. These authors also
found that spindle recovery was faster after vitrification
than slow freezing. This latter finding has led to the
suggestion that intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
should be performed 3 h after postthaw incubation for
slow-freezing oocytes and 2h later in vitrified/thawed
oocytes. Their results are in accordance with our
publication [14°], in which we suggested that 3 h after
rewarming was the best moment to perform ICSI, when
almost all the spindles were repolymerized.

The largest published series comes from Italy. Borini
et al. [33°] performed a multicenter observational study of
slow cooling of oocytes, including 2209 fresh cycles and
940 thawing cycles, and found that slow cooled oocytes
achieved a reduced outcome compared with fresh oocytes
(77.7% live birth per clinical pregnancy obtained vs.
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68.2% in thawed cycles), but showed that slow freezing is
a valid method to preserve oocytes.

Another Italian group with experience in vitrification
published their results recently. Rienzi ez a/. [34°] vali-
dated vitrification technique for oocyte cryopreservation
in a sibling oocyte study in which a total number of
224 oocytes were randomly allocated to fresh ICSI and
subsequent embryo transfer or to vitrification with
Cryotop and thawing. No differences were observed
between fresh and frozen oocytes in terms of fertilization
or embryo development [34°], suggesting excellent
recovery rates and cellular competence after vitrification
and thawing.

Trying to understand the impact of slow freezing on the
oocytes, Magli e al. [35] compared vitrified and slow
frozen sibling oocytes cycles in order to evaluate zygote
morphology and embryo development. They found that
slow freezing had a negative impact on oocyte potential
when compared with vitrification, showing lower fertili-
zation rates (83% vs. 73%, P <0.001) and lower embryo
transfer rate per thawing cycle (93% vs. 79%, P < 0.001).

Vitrification could be a possibility for patients at risk
of ovarian hyperstimulation that need to cancel embryo
transfer [15]. Compared with coasting, this is a much safer
and more efficient approach if triggering is performed
with GnRHa instead of hCG, and it avoids unnecessary
embryo banking that may create ethical problems in
some couples. Oocytes obtained from high responder
patients and subsequently vitrified showed very good
survival and pregnancy rates after the vitrification pro-
cedure [15].

We may conclude that vitrification induces less cellular
damage to the oocyte, results in higher survival rates,
and yields excellent outcomes when compared with slow
freezing.

Zygote cryopreservation

The most important study concerning zygote cryo-
preservation was a prospective, clinical cohort study
about zygote vitrification after GnRH-agonist triggering
for final oocyte maturation in patients at risk of ovarian
hyperstimulation syndrome (OHSS) [36]. Zygotes were
thawed and transferred in a natural cycle, and authors
achieved 77.8% survival rate and 36.8% ongoing
pregnancy rate per patient following zygote vitrification,
suggesting that this could be a good approach to avoid
OHSS.

Zygote cryopreservation has been also used by Shapiro
et al. [37] as a tool to rescue premature luteinization
cycles. They then performed extended culture and

transferred blastocysts. Compared with fresh transfer,
the study group achieved a lower blastocyst formation
rate, but higher pregnancy (56.8% vs. 32.2%) and implan-
tation rates (56.8% vs. 26.9%).

Slow freezing and vitrification of early
cleavage stage embryos and blastocysts
These two different protocols to freeze embryos have
been compared with embryos obtained from in-vitro
maturation (IVM) cycles. Son e a/. [38] published a
comparison between these two techniques in embryos
developed from IVM cycles. From 1999 to 2008, 24 IVM
cycles were performed in women with polycystic ovarian
syndrome. They vitrified/froze the supernumerary
embryos after undergoing fresh embryo transfer. In the
thawed-rewarmed cycles, authors found a 61.8% survival
rate and no pregnancies in the slow freezing group (=06
transfers) and 85.5% survival rate and 25% pregnancy rate
in the vitrification group (# =16 transfers). Even though
the numbers are quite small, these results suggest a better
outcome after vitrification when embryos are obtained
after IVM, where the evidence is limited.

Ku¢ ez al. [39] published a retrospective study comparing
these two protocols of embryo freezing after conventional
IVF-ICSI cycles. Their study showed a higher effective-
ness of vitrification when compared with slow cooling
(50.4% vs. 25.9% ongoing pregnancy rate, P=0.03).
Keskintepe er a/l. [40] also found better results after
Cryotop vitrification. In their retrospective study, in
which they compared postthaw survival, pregnancy,
and implantation rates of biopsied blastocysts were
higher with vitrification (survival rate: 95% vs. 71%,
pregnancy rate: 37% vs. 23%, P < 0.05).

Kolibianakis ez /. [41] summarized in a recent review
the evidence from randomized controlled trials that
compared slow freezing and vitrification of embryos.
They concluded that vitrification was not associated with
a higher probability of pregnancy than slow freezing in
experienced groups, but it did show a higher postthawing
survival rate in cleavage and blastocyst stage embryos,
which may be a positive outcome as less embryos are lost
in the procedure.

Most of the best results obtained after vitrification were
obtained with open systems, such as Cryotop. However,
different open devices had been utilized with varying
results. Hong ¢z a/. [42] using electron microscopy grids,
obtained an implantation rate of 40.6%. Nakashima ez a/.
[43] used a novel nylon mesh container as a vitrification
device, and achieved 98% survival rate.

Embryo cryopreservation could be also used as an
emergency procedure for patients at risk of OHSS, as
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suggested previously with oocyte vitrification [15].
Selman ¢z a/. [44] published their experience in a limited
number of patients with very attractive results. Sixty-nine
embryos derived from 24 patients at risk of developing
OHSS were vitrified and warmed for deferred embryo
transfer, resulting in 10 clinical pregnancies.

There is still a controversy about the optimal stage
for cryopreserving embryos, as the results may vary
according to the experience of the different laboratories.
Moragianni ef al. [45] recently reported the outcome of
their freezing program, with statistically similar clinical
pregnancy and implantation rates whether they froze
zygotes, day 3 embryos or blastocyts.

Creating supernumerary embryos may be a problem for
some patients, according to their ethical and/or religious
beliefs. In fact, most patients do want their embryo to be
replaced in the future. Liyerly ¢z a/. [46] published a US
multiinstitutional survey regarding patients’ choice with
their spare embryos. They found that 54% of the patients
were likely to use their embryos for future reproduction,
while only 21% were donated for research. Thus, it is
crucial to have a successful freezing program in order to
provide optimal care for patients.

The impact of embryo storage duration on survival rates
and cycle outcome were evaluated by Riggs ez al. [47],
who analyzed frozen/thawed cycles from 1986 to 2007.
They noted that the cryostorage duration did not have an
impact on the survival rate or the implantation/pregnancy
rates after thawing.

Cryopreservation of embryos for a second time is some-
times necessary. Kumasako ez a/. [48] compared the out-
come of embryos that required a second vitrification — for
different reasons — after being thawed with the regular
vitrification/thawing program. In their study both implan-
tation and pregnancy rates remained comparable whether
the embryos underwent vitrification once or twice. These
data support the re-vitrification of supernumerary embryos
in situations where there are more good quality embryos
after thawing than the patient desires to transfer.

Perinatal outcomes

A point of interest is whether vitrification may affect
future perinatal outcome, making the follow up of these
pregnancies an attractive issue for future studies.
Although the evidence is still limited, it does not seem
to have any impact as compared with fresh oocytes.
Wikland ez 4/. [49] found no adverse neonatal outcome
after 106 vitrified blastocyst transfers compared with 203
fresh blastocyst transfers and 200 slow frozen early clea-
vage stage embryos. Wennerholm ez /. [50] published a
systematic review of children born after cryopreservation

of oocytes and embryos from 1984 to 2008. They con-
cluded that obstetric as well as perinatal parameters were
similar whether fresh or frozen transfers were undertaken.

Safety

The great majority of vitrification procedures are per-
formed with open devices, where oocytes or embryos
contact directly with liquid nitrogen. Thus, it could be
speculated that open vitrification systems could have
potential risks of cross contamination. One way to avoid
this risk is the use of closed vitrification systems [7,9,11,
13,14°,15,19,23,27°°,51]. A second technique to avoid cross
contamination would be to use vapor storage systems in
which oocytes or embryos do not directly contact the liquid
nitrogen. Studies of this method are still ongoing. Our
group recently evaluated the feasibility of storing vitrified
donor human oocytes in a vapor storage system [51]. Our
prospective randomized study compared classical oocyte
banking in liquid nitrogen with this new storage device;
we were unable to find any differences in survival, ferti-
lization, cleavage, blastocyst formation, pregnancy and
implantation rates between these two methods of storage.

Finally, a third technique to avoid cross contamination
while using an open vitrification system is to sterilize
liquid nitrogen with ultraviolet radiation, as described by
Parmegiani ¢ a/. [52°]. They found no contamination
after radiation, concluding that this method might be
used in combination with open carriers.

Conclusion

Vitrification/warming resulted in significantly higher
survival, fertilization, embryo cleavage and development,
and clinical pregnancy rates when compared with slow-
rate freezing/thawing. Pregnancy potential of cryo-
preserved oocytes is comparable to that of fresh oocytes
when they come from young, healthy women. Even
considering the new approaches that have been intro-
duced in slow freezing protocols, vitrification seems to
have a lower impact on oocyte physiology. A growing
number of centers are incorporating vitrification as it is a
simple, reproducible, robust, and inexpensive technique
to cryopreserve oocytes and/or embryos.
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A. INDICACIONES DE LA CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS

Existen una serie de indicaciones en las que la criopreservacién de ovocitos es
de gran utilidad para resolver diferentes situaciones clinicas o incidencias que pueden

ocurrir durante el ciclo de estimulacion. Algunas de estas indicaciones son:

1. La ausencia de semen de la pareja, ya sea por patologia seminal como
en los casos de azoospermia o por falta de espermatozoides méviles en una biopsia de
testiculo, o por cuestiones circunstanciales como el que la pareja haya tenido que

ausentarse el dia de la puncién ovarica.

2. Otro grupo de pacientes que se pueden beneficiar del almacenaje de sus
propios ovocitos son las bajas respondedoras, en las que el escaso nimero de ovocitos
recuperados tras la puncién ovarica dificulta o merma las posibilidades de éxito. En
estas pacientes la acumulacién de ovocitos MIl provenientes de 2 o 3 ciclos de
estimulacion, en teoria aumentaria la capacidad de seleccién embrionaria y por tanto

las posibilidades de gestacién.

3. En lineas generales todas aquellas pacientes en las que esté
contraindicada la transferencia de embriones en fresco son candidatas a
criopreservacién de ovocitos. Entre ellas encontramos las pacientes en riesgo de sufrir
el SHO, pacientes que presentan linea endometrial inadecuada o sangrado el dia de la

puncidn ovarica, presencia de pdlipos, PCO, etc.

4, La criopreservaciéon de ovocitos es hoy por hoy la mejor opcidn para
preservar la fertilidad en pacientes en riesgo de presentar fallo ovérico ya sea de
forma iatrogénica, generalmente por tratamiento oncoldgico, o como consecuencia de
un proceso patoldgico que desemboque en un fallo ovarico precoz o simplemente a
causa del proceso natural de la pérdida de ovocitos. Hasta hace algunos anos la
problematica del deseo reproductivo en pacientes oncoldgicas era casi inexistente,
dada la baja supervivencia al cancer. Sin embargo hoy en dia la realidad es bien
distinta, ya que las diferentes terapias oncoldgicas estan aumentando la supervivencia
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al cancer, hecho que también ha aumentado la poblacién de adultos jévenes, que una
vez, superada la enfermedad, desean ser madres/padres. No obstante, estas terapias
frecuentemente son responsables de fallo gonadal e infertilidad lo que a menudo
genera angustia, baja autoestima y una merma considerable de la calidad de vida en
estos pacientes (Yap and Davies 2007). El abordaje de este problema es posible gracias
a los avances tecnoldgicos conseguidos a través de la criobiologia aplicada a la

reproduccion asistida

5. Otro grupo de mujeres potencialmente beneficiarias de Ila
criopreservacion de ovocitos estd conformado por aquellas mujeres sanas que
voluntaria o involuntariamente posponen su maternidad. Esta opcion es cada vez mas
frecuente, observandose una elevada proporciéon de mujeres que desean hacerlo a
edades reproductivas avanzadas. Sin embargo, para la gran mayoria de ellas, alcanzar
la maternidad puede ser una tarea realmente dificil o incluso imposible debido a la
disminucion de la fertilidad como consecuencia del proceso natural de la pérdida de
ovocitos. Este proceso ocurre de manera espontanea desde la vida fetal hasta la
menopausia y es consecuencia de la deplecidén natural de la reserva ovdrica. Se estima
qgue la atresia folicular acelerada comienza hacia la mitad de la treintena
incrementandose hacia los 37 afios (Lobo 2003). Simultaneamente la calidad ovocitaria
también se ve disminuida, de ahi que el potencial fértil de la mujer sufra una merma

considerable.
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B. DIFICULTADES ASOCIADAS A LA CRIOPRESERVACION DE
OVOCITOS

Mientras que los espermatozoides pueden ser facilmente obtenidos,
congelados, almacenados y utilizados en pequefas alicuotas, en el caso de los ovocitos
las cosas son muy diferentes. De hecho, los bancos de semen y el uso de semen
autdlogo congelado constituyen una herramienta de gran utilidad, ofreciendo muy
buenos resultados desde hace ya muchos afios. En contraste, la obtencidon de gametos
femeninos requiere una estimulacién y puncién ovarica previa, y por otra parte, su
almacenaje y uso ha planteado serios problemas biolégicos, técnicos e incluso legales

en algunos paises.

Durante casi 30 afos se ha trabajado para conseguir resultados consistentes y
que ofrezcan garantias para su aplicacidn rutinaria. El interés en esta materia ha
crecido durante los ultimos anos, lo que ha contribuido en gran medida al desarrollo

de protocolos para la criopreservacion de ovocitos.

Si se analiza detenidamente, el que un ovocito pueda sobrevivir al estrés que
representa la congelacidn, es un hecho realmente sorprendente. Puede decirse que
durante las diferentes fases del proceso de criopreservacion, incluyendo la exposicién
a los CPA, enfriamiento, almacenaje, descongelacién y retorno a las condiciones
fisioldgicas, la habilidad de prevenir la formacién de hielo es la que finalmente va a
determinar la viabilidad del ovocito. La cristalizacidn es incompatible con cualquier

organismo vivo.

Ademas de los diferentes inconvenientes de tipo técnico que presentan estos
protocolos, existen factores intrinsecos al ovocito, que comprometen los resultados

de la congelacion:

e En primer lugar, esta el gran tamafio de esta célula (~150um de didmetro), siendo

la mds grandes del cuerpo humano y el hecho de que alberga un gran contenido de
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agua. En criobiologia el tamafio, y en consecuencia la masa, es un factor decisivo.
Obviamente esta particularidad implica que los ovocitos tengan un volumen
considerablemente grande, lo que conlleva serias implicaciones a la hora de
afrontar el delicado proceso de la criopreservacion. En estos procesos va implicita
la deshidratacion masiva e incorporacién de CPA, producto del intercambio
osmotico a través de la membrana. Por lo tanto, el proceso de movilizar grandes
cantidades de volumen, tanto de agua como de crioprotector, es mucho mads
complejo en el caso de los ovocitos, existiendo ademas un elevado riesgo de

cristalizacion.

Otra limitante que presentan los ovocitos es la forma. El ovocito es una esfera muy
grande, en la que se ve dificultada la distribucién uniforme del crioprotector ya que
se crea un gradiente desde la periferia hacia el centro y viceversa, lo que ocasiona

que el grado de proteccién no sea el mismo a todos los niveles.

Por otra parte, en criobiologia el nimero de células es un factor a tener en cuenta.
Los sistemas multicelulares pueden compensar hasta en un 50% la pérdida celular,

mientras que si nos referimos a una sola célula, se trata de “todo o nada”.

Existe otro factor directamente relacionado con la vulnerabilidad de los ovocitos a
la congelacién, y es la presencia del MS en los ovocitos maduros (MIl), que se
despolimeriza al disminuir la temperatura, y al que se hace referencia mas

adelante.



C. EFECTOS DE LA CRIOPRESEERVACION SOBRE LOS OVOCITOS

La gran sensibilidad de los ovocitos a cualquier proceso de criopreservacién se
traduce en varios efectos muy especificos, que podemos resumir en tres principales: el
efecto de la temperatura en si, mas conocido como “chilling injury”, la formacién de

hielo y la criofractura.

El enfriamiento o efecto “chilling”

Hace referencia al efecto del frio sobre la célula, ocurre entre +15°C y -5°C y
afecta principalmente a los lipidos de membrana, a los microtubulos del MS y ocasiona
el endurecimiento de la ZP (Vajta and Kuwayama 2006). El efecto chilling ocurre
cuando la membrana de célula se somete a una transicién del estado liquido al estado
sélido (gel). La composicion lipidica de la membrana estd intimamente ligada con sus
propiedades y su resistencia a la temperatura. Ghetler y sus colaboradores
demostraron que la temperatura durante la congelacién lenta ocasiona alteraciones
irreversibles en la conformacién de los lipidos de la membrana, hecho que est3

directamente relacionado con la viabilidad tras la descongelacién (Ghetler et al. 2005)

Las opciones para contrarrestar este efecto son muy limitadas y casi se reducen
a propiciar que los ovocitos pasen por el rango de temperatura comprendido entre
+15°C y -5°C a una velocidad extremadamente rdpida, lo que se consigue en los
procedimientos de vitrificacidn, siendo justamente lo contrario a lo que ocurre con la
congelacion lenta, en la que los ovocitos pasan por este rango de temperatura a

velocidades extremadamente bajas.

El ovocito MII carece de membrana nuclear que a efectos practicos se puede
considerar como una barrera protectora del material genético. EIl MS de un ovocito Mll
contiene los cromosomas alineados en la placa ecuatorial. Esta estructura es muy
sensible a los cambios de temperatura, y la despolimerizacién que ocurre con la

exposicidn al frio, puede ser responsable de una inadecuada segregacidon cromosdmica
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al finalizar la meiosis y como consecuencia, originar gametos no balanceados,

produciendo asi, cigotos aneuploides.

Al contrario de lo que ocurre con los lipidos de membrana, existen diferentes
estudios, con protocolos de criopreservacién mejorados que evidencian la
reversibilidad de este fendmeno (Coticchio et al. 2006, Rienzi et al. 2004). En una
publicacién de nuestro grupo se presenta que la congelacién a través de tres
protocolos diferentes de congelacién lenta y uno de vitrificacidn, no altera la capacidad
de los ovocitos criopreservados para recuperar la morfologia de los husos meidticos,
observandose una proporcidn comparable a la observada en ovocitos frescos (Cobo et
al. 2008b). En la figura 13 podemos ver fotografias de ovocitos tomadas con un
microscopio Optico (columna izquierda), y a la derecha, el mismo ovocito observado

bajo un haz de luz polarizada.

Figura 13. Fotografias de
ovocitos MIl tomadas en
un microscopios con luz
polarizada para ver el huso
meiotico (la luz incide en
las estructuras altamente
organizadas como la ZP o
el huso y devuelve una
imagen blanca. A-B.
Ovocito  aparentemente
maduro, pero que no
muestra huso bajo la luz
polarizada. C-D. Ovocito
aun inmaduro ya que se ve
el huso localizado entre el
ovocito y el CP. E-F.
Ovocito maduro  que
muestra un huso bien
organizado a unos 902 del
CP.
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Formacion de Hielo

La formacion de hielo, tanto en el medio que rodea las células como en el
citoplasma, es una de las mayores fuentes de dafio por congelacién. Este fendmeno
ocurre entre -5°C y -80°C y presenta un grave efecto mecdnico sobre las estructuras
celulares (Liebermann et al. 2003). La formacién de hielo intracelular ocurre cuando la
célula no se ha deshidratado lo suficiente. El efecto nocivo de los cristales de hielo se
debe a que ejercen una accidon mecanica sobre las membranas celulares afectando su
estructura. Este hecho se presenta principalmente durante la recristalizacion que
ocurre con la descongelaciéon, comprometiendo la viabilidad celular. A medida que la
célula se deshidrata, se produce un incremento considerable en la concentracién de
solutos; este fendmeno se conoce como efecto de soluto o de solucion (Mazur 1990).
Aunque los mecanismos moleculares por los que las sales concentradas dafian las
células no se conocen exactamente, se cree que se afectan la estabilidad de la
membrana celular, alterando el equilibrio quimico de las mismas, lo que trae consigo

numerosos cambios biofisicos y bioquimicos que resultan letales para la célula.

Los protocolos de criopreservacidn estan orientados a minimizar estos efectos a
través del control de dos elementos basicos: la utilizacion de CPA y el control de la
temperatura. El empleo de CPA permeables, que difunden al compartimento interno y
diluyendo el medio, ayuda a contrarrestar el efecto de las altas concentraciones de
solutos e interfiere con la nucleaciéon de hielo en el citoplasma. Por desgracia, el uso de
CPA es también otra fuente de efectos nocivos, ya que ninguno de los CPA conocidos
es absolutamente inocuo y todos ellos presentan toxicidad tanto quimica como

osmotica.

Criofractura

El efecto mecanico de la solidificacién o la ruptura ocasional de la solucién puede

generar dafo por criofractura, especialmente en estructuras bioldgicas grandes como los
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ovocitos o los embriones. Se presenta entre -50°C y -150°C y afecta principalmente la ZP

(Liebermann et al. 2003).

En la Figura 14 se muestran fotografias de ovocitos que han sufrido alguno de

estos dafios.

FIGURA 14. Fotos de las consecuencias negativas de la
criopreservacion sobre los ovocitos. A. Ovocito saliendo de
la ZP por una fractura. B, C. Ovocito fuera de la ZP y ZP
vacia. D. ZP. Fracturada. E. Ovocito que ha sobrevivido a la
vitrificacién sin ZP.
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D. VENTAJAS DE LA VITRIFICACION

La vitrificacion es un técnica de criopreservacién de no equilibrio en la que la
solidificacion ocurre en ausencia de cristales de hielo. Este fendmeno tiene lugar
cuando una solucion altamente concentrada se somete a bajas temperaturas. Asi, la
viscosidad de esta solucién aumenta de tal manera que cuando se solidifica no
cristaliza, sino que se forma una estructura de caracteristicas fisicas similares al vidrio

(Rall and Fahy 1985).

Ademads de la caracteristica secuencia de cambios de volumen en respuesta
osmotica que tiene lugar bajo este proceso, existen al menos dos rasgos que los

diferencian de otros procedimientos de criopreservacion:

- No hay formacion de hielo a nivel intra o extracelular, caracteristica muy
ventajosa, si tenemos en cuenta que la cristalizacion no es compatible con la

vida.

- Las células se deshidratan osmadticamente antes del enfriamiento mediante el
tratamiento con una solucién de CPA altamente concentrados, del orden de 6-7

M.

Para que la solucidén la utilizacion de CPA altamente concentrados y la
aplicacion de velocidades de enfriamiento extremadamente altas. La toxicidad de las
soluciones de CPA altamente concentrados, puede llegar a ser un inconveniente a la
hora de aplicar esta técnica. Debido a ello, el objetivo de los nuevos protocolos es

intentar reducir dicha toxicidad.

Para facilitar la deshidratacién y asi disminuir las posibilidades de formacién de
hielo intracelular, hace falta el empleo de un crioprotector no permeable. Se han
sugerido varias sustancias incluyendo polimeros de baja toxicidad, sin embargo, los
azUcares tradicionalmente empleados como sacarosa o trealosa parecen mas
apropiados (Vajta and Kuwayama 2006). Ver Figura 15.
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DMSO SACAROSA
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Ha ﬁ Ca CH.OH
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/\/ O Figura 15. Composicidon quimica de los
e} principales CPA utilizados en Ia
vitrificacion.

La otra via para disminuir los efectos osméticos y tdxicos es la aplicacién de
velocidades muy altas de enfriamiento. Esto se logra con la inmersion directa en NL y
con la utilizacién de volumenes muy pequefios de la solucidn a vitrificar (Kuwayama et
al. 2005b). El incremento en la velocidad ofrece la ventaja de reducir el estrés
osmotico que causa la alta concentracion de crioprotector, ademas de evitar el paso
por el rango de temperatura de +15°Cy -5°C, en el que ocurre el “chilling injury”. Tras
la inmersidn directa en NL a -196°C desde 25°C se logran velocidades de vitrificacién de
15.000°C/min a 30.000°C/min, utilizando pequefios volimenes (aproximadamente 1pl)
de crioprotector concentrado (Vajta and Kuwayama 2006). Una disminucion en el
volumen de la muestra, a niveles cercanos al rango de 1pl, utilizando sistemas de
soporte de minima capacidad, aumenta la velocidad de conduccién de la temperatura
y por tanto se obtienen efectos beneficiosos adicionales. Existe una gran variedad de
estos dispositivos en la literatura, como rejillas de microscopia electrdnica, pipetas
para decumular, bucles de nylon (cryoloops), rejillas de nylon, microgotas, pajuelas
plasticas estiradas (open pulled straw-OPS y closed pulled straw-CPS) (Liebermann et

al. 2002). Ver figura 16.
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FIGURA 16. Diferentes tipos de soportes para la vitrificacion.
ARRIBA: A. Cryoloop. B. Cryoleaf (ambos soportes abiertos en los
gue los ovocitos estan en contacto con el NL). C. Cryotip, soporte
cerrado, en él la muestra no contacta nunca con el NL.

ABAJO: Cryotop.

En nuestro laboratorio utilizamos el Cryotop que consiste en una lenglieta de
polipropileno, unida a un mango de plastico y que esta protegido con pajuela durante

la manipulacién y almacenaje.

El protocolo de vitrificacién con cryotop incluye: un periodo inicial de equilibrio
(7,5% EG + 7,5% DMSO) en varios pasos permitiendo una recuperacion completa del
shock osmético inicial. Y la vitrificacidn, que se realiza en una solucién que contiene

15% EG + 15% DMSO + 0,5M de sacarosa, la carga se realiza en el Cryotop en un

67



volumen minimo antes de su inmersién en NL (velocidad de enfriamiento -3000°C). Ver

figura 17.

Figura 17. Variacion del aspecto de un ovocito durante la vitrificacion: A.
Ovocito antes del proceso. B. Ovocito observado bajo un microcopio de luz
polarizada, en el que se ven las capas de la ZP y el huso meidtico. C. Primer paso
de la vitrificacién: ES1. Contraccion y reexpansién. D. ES2. Equilibrio E. ES3. F.
VS. Contraccion, y posterior carga en el cryotop e inmersion en NL.

Para la desvitrificacion se debe aplicar una velocidad de calentamiento
igualmente elevada con el fin de evitar la formacién de cristales de hielo. Para esto las
muestras se llevan directamente de la temperatura del NL (-196°C) a 37°C, con lo que
se logra una velocidad de 42.000°C/min. Para la rehidratacién de los ovocitos se utiliza

una dilucién decreciente de sacarosa en 4 pasos. Ver Figura 18.

Figura 18. Desvitrificacion del mismo ovocito en las diferentes soluciones:

A. Ovocito en medio de descongelacidn (TS). B. En medio de dilucion (DS). C. Medio de
lavado 1. Comienza la recuperacion. D. Recuperacion casi total en el medio de lavado
2. E. Ovocito 2 horas después de ser desvitrificado. F. Ovocito observado bajo un
microcopio de luz polarizada, en el que se ven las capas de la ZP y el huso meiético.
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E. EFECTO DE LA CRIOPRESERVACION EN LA MORFOLOGIA,
CONFORMACION DEL HUSO MEIOTICO Y EN EL ADN DEL OVOCITO

Monica Martinez, Leyre Herrero, Diego Megias, Rubén Salvanés, Ana C. Cobo,

Juan Antonio Garcia Velasco.

Fertility and Sterility (Factor de impacto 4,265)

Volumen 95, Numero 1. Paginas 374-377. Enero de 2011.

Desde el primer embarazo logrado tras la criopreservacién de ovocitos en 1986,
los protocolos han evolucionado muy deprisa, atendiendo a la necesidad de un
protocolo seguro y eficaz, y también debido a las multiples aplicaciones clinicas de esta
técnica, como la preservacion de la fertilidad, el riesgo de SHO, etc, que se han
explicado previamente. El desarrollo de la técnica de la vitrificacidn ha resultado en un
minimo dano celular y ademds excelentes resultados clinicos, por lo que muchos

laboratorios de RA la han incorporado como técnica de rutina en su practica diaria.

Respecto al dafio celular inducido por las técnicas de criopreservacién, este
estudio tiene como objetivo la valoracion de éste, tanto en la vitrificacion como en la
congelacion lenta de ovocitos. Para ello se ha realizado la evaluacién, antes y después
de la aplicacion de los protocolos de criopreservacidon, de las caracteristicas

morfoldgicas de los ovocito, alteraciones del MS y fragmentacién del DNA (mediante la

69



técnica de TUNEL de Inglés “Terminal Deoxinucleotidyl Transferase dUTP Nick end

Labeling”).

Material y métodos

Los 149 ovocitos que se analizaron en este estudio fueron donados a la
investigacion por 10 donantes andnimas, que firmaron los correspondientes

consentimientos informados, con las siguientes caracteristicas fenotipicas:

- Edad media de 26,2+2 anos
- IMC de 23,9+4,2 kg/m”
- Media de foliculos antrales preovulatorios 12,3+1,6

- Media de FSH en dia 3 de estimulacién 7,7+1,5 mUl/ml

Los 149 complejos cumulo-ovocito obtenidos tras la puncion de las diferentes
donantes fueron incubados durante las 2 horas siguientes, y después decumulados.
Solo los 124 ovocitos en estadio MII fueron incluidos en el estudio (83.2% de tasa de
madurez), y se tomaron fotografias enfocando el CP en el microscopio éptico
(Olympus, London, UK) y bajo luz polarizada (Oosight, CRi, MA, USA) en cada paso de
cada protocolo aplicado a cada uno de los ovocitos del estudio. De cada ovocito se
midié ademas el grosor de la ZP, el angulo formado por el MS (si éste estaba presente)

y el CP, el volumen de citoplasma y su aspecto.

Los 149 MIl obtenidos fueron asignados aleatoriamente a uno de estos 3

grupos de estudio:

- Grupo control (21MIl)

- Grupo 1, protocolo congelaciéon lenta (50 MIl). Cada ovocito fue congelado
por separado siguiendo el protocolo de congelaciéon lenta de ovocitos de
Cook Medical (Bloomington, IN, USA).

- Grupo 2, protocolo de vitrificacion (53 MIl) segun el método del Cryotop,

(Kitazato, Tokio, Japdn), descrito por Kuwayama (Kuwayama et al. 2005b)
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Los ovocitos pertenecientes a los grupos de estudio fueron almacenados en NL
entre 1 y 3 meses, y después descongelados o desvitrificados siguiendo el protocolo
correspondiente, y tomando fotografias en cada paso. Después cada ovocito fue
incubado durante 3 horas, y fijado (In situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) para la posterior comprobacion de la fragmentacion
del ADN mediante la técnica de TUNEL, que consiste en detectar la cascada de sefiales
apoptéticas que causan la fragmentacion del ADN etiquetando el extremo de los

acidos nucleicos.

El anadlisis estadistico de los resultados se realiz6 mediante el Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) for Windows (Chicago, /L, USA) aplicando el test de
Kolmogorov a cada variable para comprobar su normalidad, y la t de student o X* en las
comparaciones de medias y porcentajes respectivamente. Los p valores menores de

0,5 se consideraron significativos.

Resultados

En la tabla 1 del articulo se resumen los resultados principales obtenidos del
analisis de las imdagenes tomadas a cada ovocito. Las diferencias significativas se
observaron en la tasa de supervivencia, que fue mayor en el grupo 2 que en el grupo 1
(86,8% vs. 50%; p valor <0,0001) y en la presencia de MS cerca de CP (entre 0y 30°)
tras la criopreservacion. El porcentaje de volumen perdido y después recuperado fue
similar en ambos grupos, sin embargo la presencia de huso tras la vitrificacién fue
significativamente mayor que tras la descongelacién lenta (93,5% vs. 72%; p valor
0,0128). Se observé también que los ovocitos que no mostraron MS antes de la
criopreservacion sobrevivieron menos que aquellos en los que si se vio MS (50% vs.

78,3%; p valor 0,0035).

En el grupo 2 se observé que el CP tiende a cambiar su posicién respecto al MS,
formando un angulo mayor que antes de la vitrificacién, cosa que no ocurre en el
grupo de congelacién lenta. Todo esto se puede ver en la figura 19, que se resume la

tabla 1 del articulo.
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No se observé ninguna diferencia notable en el aspecto del citoplasma del
ovocito, ni en el grosor de la ZP, ni tampoco se hallé fragmentacién del ADN de ningln

ovocito, ni del grupo control, ni de los grupos de estudio.

Figura 19: Resumen de los datos mas relevantes de la tabla 1 del articulo,

respecto a la supervivencia ovocitaria y las caracteristicas de MS de los ovocitos

estudiados:
Congelacidén
Vitrificacion p valor
lenta

Tasa de supervivencia 86,8% 50% <0,0001
Tasa de aparicion de MS antes de la 67,9% 66% NS
criopreservacion
Tasa de presencia de MS 3h después 93,5% 72% 0,0128
de la cripreservacion
CP y MS formando un angulo entre 0 88,9% 87,9% NS
y 30° antes de la criopreservacién
CP y MS formando un angulo entre 0 32,6% 66,7% 0,0141
y 30°3 horas tras la criopreservacion

Discusion

Tras el analisis de los resultados obtenidos, en general, podemos decir que la
vitrificacion induce menor dafio celular que la congelacidn lenta sobre los ovocitos. La
misma conclusién ha sido publicada por diversos autores, que coinciden con nosotros

ademas en que la vitrificacion es mas simple y eficaz que la congelacién lenta.

Aunque la reduccién de volumen medio de los ovocitos observada en ambos

grupos de estudio fue similar, la velocidad de recuperacién fue mayor en el grupo 2. En

este estudio no se observaron diferencias en el aspecto del ovocito, pero hay
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publicaciones previas que concluyeron que la criopreservaciéon causa endurecimiento

de la ZP, liberacién prematura de los granulos corticales, y alteraciones en el MS.

El hecho de que angulo formado entre el CP y el MS aumente tras la
vitrificacion en el grupo 2, podria ser debido a la rapida contraccién del citoplasma.
Aunque estd descrito que durante el ICSI la probabilidad de dafiar el MS es muy baja,
nosotros recomendamos, debido a este resultado y siempre que sea posible, la
comprobacién no invasiva de la presencia y posicidon del MS antes de la realizacién del

ICSI.

La integridad del ADN no se vio afectada en ninguno de los grupos de estudio,
al igual que han observado otros autores, utilizando también el analisis mediante
TUNEL. Aunque esperdbamos encontrar alguna diferencia en el grado de
fragmentacion del ADN, como se ha observado en publicaciones previas en ovocitos
bovinos, hemos concluido que la fragmentacion del DNA no ocurre en este tipo de

procedimientos.
Como conclusion podemos decir que la vitrificacion permite al ovocito

recuperar antes el volumen celular perdido, preserva la estructura del MS y ofrece una

tasa de supervivencia mayor que los protocolos de congelacién lenta.
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Medicine.)

Oocyte cryopreservation is an extremely useful technique that
allows patients to cryopreserve their eggs in different clinical set-
tings (fertility preservation, ovarian hyperstimulation risk, ethical
reasons, and so on) (1-4). Since Chen (5) described the first preg-
nancy achieved from frozen oocytes, interest in this technique has
grown tremendously. Several freezing protocols have been
described with acceptable survival, fertilization, embryo develop-
ment, and pregnancy rates (6—10). However, the efficiency of the
technique has been quite low, with a pregnancy rate per thawed
oocyte between 2.3% and 4.2% (11, 12).

Vitrification, a newer technique for egg cryopreservation, com-
bines ultrarapid cooling with minimum volume and high cryopro-
tectant concentration (13), avoiding crystal formation because
water is transformed into a gel without ice formation, which may
reduce cellular damage with excellent clinical outcome (13-16).
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Vitrification versus slow freezing of
oocytes: effects on morphologic
appearance, meiotic spindle
configuration, and DNA damage

To assess possible effects on subcellular organization after cryopreservation, we compared vitrified and slowly
frozen oocytes in terms of their post-warm/thaw morphology, meiotic spindle configuration, and DNA integrity.
DNA integrity of cryopreserved oocytes was not altered after the procedures, but vitrification was more effective
than slow cooling, as shown by higher survival rate and spindle assessment despite a higher misalignament between
meiotic spindle and polar body. (Fertil Steril® 2011;95:374-7. ©2011 by American Society for Reproductive

Key Words: Vitrification, slow freezing, cellular volume, meiotic spindle, DNA fragmentation

However, comparisons regarding cellular damage induced by
slow freezing versus vitrification are lacking. In the present study,
we performed this comparison based on evaluation of morphologic
changes in the oocytes, meiotic spindle (MS) alterations, and DNA
fragmentation after application of each technique.

A total of 149 oocytes were obtained and used for research
during follicle aspiration from ten egg donors included in the study
(mean age 26.2 + 4.0 years; body mass index 23.9 + 4.2 kg/m?;
day 3 FSH level 7.7 & 1.5 mIU/mL; antral follicle count 12.3 £+
1.6). Each participant provided written informed consent for re-
search purposes, and the project had Institutional Review Board
approval from the Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI),
Madrid, Spain.

After oocyte retrieval, the oocyte-cumulus complexes were in-
cubated in standard culture conditions for 2 hours in human tubal
fluid medium and denuded. Only metaphase II (MII) oocytes were
individually identified and included in this study. Optical micro-
scope and polarized light microscope oocyte images were taken
at every step of the protocols. The MII oocytes for each donor
were evenly allocated by a technician blinded to the study into
three experimental groups, with a 2:2:1 distribution: group 1
(slow freezing; n = 50; 40.3%), group 2 (vitrification; n = 53;
42.7%), and group 3 (fresh control; n = 21; 16.9%). The total num-
ber of MII oocytes analyzed was 124.

Fifty oocytes included in group 1 were individually frozen by
following a slow-freezing protocol using an Oocyte Cryopreserva-
tion Kit (Cook Medical, Bloomington, IN, USA), and 53 oocytes
included in group 2 were vitrified by following the Cryotop
method described by Kuwayama et al. (13) using Kitazato (Tokyo,
Japan) tools and solutions. Oocytes were stored in liquid nitrogen
(LN,) for 1-3 months. After storage, all oocytes from groups 1 and
2 were thawed or warmed.

Each control (not cryopreserved) oocyte (n = 21) and the surviv-
ing oocytes from slow freezing (n = 25) and vitrification (n = 46)
were cultured in standard conditions for 3 hours and images taken.
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TABLE 1

Meiotic spindle presence and angle formed between polar body and meiotic spindle before and after cryopreservation.

Vitrification Slow freezing P value
Meiotic spindle presence
Survival rate, % (n) 86.8 (46/53) 50 (25/50) <.0001
Meiotic spindle before cryopreservation, % (n) 67.9 (36/53) 66.0 (33/50) .8376
Meiotic spindle 2 h after rewarming, % (n) 87.0 (40/46) 68.0 (17/25) .0545
Meiotic spindle 3 h after rewarming, % (n) 93.5 (43/46) 72.0 (18/25) .0128
Mean zona pellucida thickness after cryopreservation, um 242 + 5.1 241 +55 .9239
Angle formed between polar body and meiotic spindle, % (n)
Before cryopreservation
0-30° 88.9% (32/36) 87.9% (29/33) .8968
31-60° 2.8% (1/36) 6.1% (2/33) .5035
61-90° 8.3% (3/36) 6.1% (2/33) .7248
91-120° 0% 0% —
>121° 0% 0% =
3 h after cryopreservation
0-30° 32.6% (14/43) 66.7% (12/18) .0141
31-60° 9.3% (4/43) 5.6% (1/18) .6311
61-90° 34.9% (15/43) 22.2% (4/18) .3287
91-120° 11.6% (5/43) 0 .1320
>121° 11.6% (5/43) 5.6% (1/18) 4728

Martinez-Burgos. Correspondence. Fertil Steril 201 1.

Oocytes were individually fixed for assessment of DNA frag-
mentation using the terminal deoxynucleotide transferase—medi-
ated dUTP nick-end labeling (TUNEL) technique (In Situ Cell
Death Detection Kit, Fluorescein; Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). Cell imaging was performed using a Leica TCS SPx
AOBS with a x63 Plan Apo 1.32 NA oil immersion objective
(Leica, Mannheim, Germany). Leica confocal software was used
for acquisition and analysis of images, which were later adjusted
for contrast using Adobe Photoshop software.

Oocytes were assessed under a noninvasive polarized light
microscope system (Oosight; CRi, MA, USA) attached to an
IX71 inverted microscope (Olympus, London, U.K.). Each oocyte
was rotated until the polar body (PB) was in focus on the periphery
of the oocyte. Oocytes were considered not to carry spindle after
three negative rotations.

The following measurements were taken using microscopy
software: average zona thicknesses (based on three different
measures), spindle-PB angle, and cytoplasmic volume (calculated
as an average of the estimated radius from three measures).
Cytoplasm appearance, survival, and spindle presence were also
assessed.

Statistical analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences for Windows, version 11.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) and MedCalc Software (Ghent, Maria-
kerke, Belgium). We applied the Kolmogorov test to all our vari-
ables to assure normality (Lilliefors P>.05). ¢ tests and X2 tests
were performed to compare average values and percentages, and
P values of <.05 were regarded to be significant.

The vitrification group showed a significantly higher survival
rate (86.8%) compared with the slow-cooled oocytes (50%;
P<.0001) (Table 1).

The volume of vitrified oocytes was reduced up to 52.4%. The
same volume loss was observed in slow-freezing oocytes (53.9%

of original volume). The oocytes recovered almost all their initial
volume with no significant differences (95.7% in vitrified and
85.7% in slow-cooled oocytes).

Presence of the MS before and after cryopreservation was ana-
lyzed (Table 1). Vitrified oocytes showed a significantly higher
spindle presence rate 3 hours after cryopreservation compared
with slow-cooled oocytes (93.5% vs. 72.0%; P=.0128). The pres-
ence of MS before cryopreservation was correlated with survival
rate (54/69 [78.3%] in oocytes with MS vs. 17/34 [50.0%] in
oocytes showing no MS; P=.0035).

Almost all vitrified oocytes without MS before cryopreservation
(8/10, 80%) repolymerized their spindles 3 hours after cryopreser-
vation and incubation. However, only 43.8% (3/7) of slow-frozen
oocytes with no prior MS exhibited it after 3 hours in culture
(P=.1233).

In vitrified oocytes, the PB tended to change its original place,
forming a higher angle between MS and PB (although no correlation
was found between volume loss and angulation between PB and MS
after vitrification). In the slow-freezing group this change did not
happen. Table 1 shows the misalignment between MS and first PB.

Interestingly, no significant changes were observed in cytoplas-
mic appearance during the process. There were also no changes in
zona pellucida (ZP) thickness, with mean ZP thickness before
cryopreservation 24.1 + 5.1 um and no differences after cryopres-
ervation (Table 1).

No DNA fragmentation was observed by TUNEL assay in slow-
freezing/thawed oocytes (n = 25) and vitrified/warmed oocytes
(n = 46); the control group (n = 21) also showed no DNA
fragmentation.

With these results comparing cellular damage induced by
vitrification versus slow freezing, vitrification seems to have less
impact on oocyte cellular health than slow cooling.
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As different authors (13, 17-19), including our group (16), have
shown, vitrification is simpler and more effective than slow cool-
ing, offering better survival rates. In the present series, we also
found significantly higher survival rates after vitrification com-
pared with slow cooling (87% vs. 50%; P<.0001). Vitrification
minimized the damage associated with traditional slow cooling,
such as ice crystal formation, chilling injuries, and osmotic shock
(20, 21), which may be responsible for the better outcomes
observed.

We observed a similar volume reduction in both vitrified and
slow-frozen oocytes (52.4% vs. 53.9%). However, vitrified
oocytes tended to recover original volume faster. Whether this
recovery rate affects future cell viability is debatable, but it may
indicate healthier cytoplasm and membranes. The freeze—thaw
process may cause irreversible damage in the oocyte, such as ZP
hardening, premature release of cortical granules, depolymeriza-
tion of the microtubules, and misalignment of the chromosomes
(22-25). Compared with cleavage-stage embryos, mature oocyte
freezing traditionally yields a lower survival rate (26). Cytoplas-
mic oocyte membranes have fewer submembranous actin microfil-
aments (27), reducing their resistance to traditional slow freezing.
Therefore, we may speculate that vitrification, which avoids the re-
quired dehydration process of traditional slow cooling, induces
less damage to cytoplasmic membranes and potential cell viability.

We observed that vitrified oocytes tended to repolymerize their
spindles more effectively than slow-cooled oocytes, but they
showed higher misalignment between the spindle and the PB. Al-
though total volume changes were similar with both techniques,
with vitrification they occurred much faster; as cytoplasm shrinks
rapidly, that is likely to displace first PB. This would be a mechan-
ical effect similar to that previously described during decumula-

tion before intracytoplasmic sperm injection (ICSI) in in vivo
mature oocytes (28). Even though chances to damage the MS dur-
ing microinjection are low (29), because of our findings we recom-
mend to evaluate it with a noninvasive technique during ICSI to
confirm not only its presence but also its placement.

We detected the MS in 91.1% of vitrified oocytes, even if they
did not express it after denudation. However, MS was present in
only 72% of frozen oocytes after a 3-hour post-thaw incubation,
which has been suggested as possibly helping to restore MS (8).
Although spindle recovery rate may vary among the different cryo-
preservation protocols used, we have noted that vitrification seems
to maintain the spindle apparatus at higher rates, as reported by
others (30).

Interestingly, we observed no differences in DNA integrity after
vitrification or slow-freezing procedures. In bovine oocytes, tem-
perature modifications may trigger DNA fragmentation and cell
degeneration via apoptosis (31). Although we might expect differ-
ences in DNA fragmentation according to the diverse effects that
freezing procedures have on cellular and molecular functions as
well as on cytoplasmic functions (32), we did not detect them.
Gualtieri et al. also obtained similar results using TUNEL, sug-
gesting that DNA integrity may not be altered after the procedure
(33).

In conclusion, we have shown that after ultrarapid cooling,
oocytes tend to recover cellular volume faster, and that the spindle
structure is better preserved than when oocytes undergo classic
freezing protocols, with no differences in DNA fragmentation.
These differences in induced cryodamage may explain the higher
survival rates of vitrified oocytes and suggest that vitrification is
a promising approach for oocyte storage.
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Capitulo 4

VITRIFICACION EN LA PREVENCION DEL SHO
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A. EL SINDROME DE HIPERESTIMULACION OVARICA

Etiologia y fisiopatologia del SHO

El SHO es una complicacidn iatrogénica derivada de los tratamientos de RA. Los
mecanismos fisioldgicos y patolégicos que hacen que se desencadene el sindrome aun
no son del todo conocidos. Para evitar esta complicacidon que puede llegar a ser grave
es importante la identificacién de las pacientes de riesgo y la puesta en marcha de
medidas de prevencién. Entre el 0,1% y el 2% de las pacientes sometidas a EOC

desarrollan formas severas del SHO.

Existe el SHO de origen diferente al provocado por una EOC con
gonadotropinas, como en situaciones en las que hay un estimulo ovarico enddgeno,
como puede ocurrir en una mujer gestante con Sindrome de ovario poliquistico (SOP)
(zalel et al. 1992), en pacientes gestantes con altos niveles de hCG (Ludwig et al. 1998,
Mancino et al. 1999) o en pacientes con hipotiroidismo primario por los altos niveles
de TSH (Rotmensch and Scommegna 1989, Taher et al. 2004). En cualquier caso es
necesario el estimulo de las gonadotropinas para desencadenar el mecanismo

fisiopatoldgico del SHO.

La actividad de la hCG, similar a la de la LH, ya sea exdgena o enddgena es lo
gue dispara el SHO. Sin ese estimulo el SHO no se desarrollard (Mathur et al. 2007). EL
inicio del SHO puede ser Precoz, si se presenta entre los 3 y 7 dias posteriores a la
administracion de la hCG en la EOC; o Tardio, si debuta entre los 12 y 17 dias tras la
aplicaciéon de la hCG, lo que sucede en pacientes gestantes debido a la hCG enddgena

producida por el trofoblasto.

Lo fundamental para reducir la incidencia del SHO es la identificacidon de las

pacientes de riesgo. Para ello se tiene en cuenta los siguientes rasgos de las pacientes:
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e Edad: las pacientes jovenes tiene mayor predisposicion (Enskog et al. 1999)
debido al niumero de foliculos que suele ser mayor, y a la mayor densidad en el

numero de receptores de gonadotropinas.

e SHO en una estimulacion previa: en estos casos hay que ser cautelosos con las

dosis de gonadotropinas que se recetan.
e IMC: existe una relacion clara entre un IMC bajo y la aparicién de SHO.

e Concentracién sérica de E? gue se usa como parametro para monitorizar la
respuesta a la EOC, y esta relacionado con la incidencia de SHO severo (Mathur

et al. 2000).

e Sindrome de ovario poliquistico (SOP). Estas pacientes ademas suelen
presentar obesidad, hiperandrogenismo y LH elevada por lo que deben ser

vigiladas (Fulghesu et al. 1997)

e Elevado nuimero de foliculos y tamafio durante la EOC, y en el momento de la

administracion de la hCG.

Sintomas y clasificacion

Los sintomas mas comunes de SHO se producen por la extravasacién de liquido
desde los vasos sanguineos por el aumento de permeabilidad vascular causado por la
hCG. La aparicién de los sintomas asociados al SHO se pueden observar desde el final
de la EOC, cuando la alta respuesta aumenta el volumen de los ovarios causando
incomodidad a la paciente. Pasados 2 dias de la administracion de la hCG aparecen los
primeros sintomas, como nauseas, vomitos y dolor abdominal, que progresaran
rapidamente tras la aspiracion folicular, siendo ya graves a las 7-10 dias. En este
tiempo se acumula ascitis y causa distensiéon abdominal y oliguria, aumento de peso y

de perimetro abdominal.
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Si la paciente se embaraza tras la transferencia embrionaria, los sintomas

empeoran debido a la hCG que secreta el sincitiotrofoblasto.

Actualmente el SHO se clasifica en 4 estados segun el nivel de gravedad:

e SHO Leve: ovarios ligeramente aumentados de tamario, y altos niveles de E;, y Pg.

e SHO moderado: Ovarios con un didmetro entre 5y 12 cm, niveles altos de P, y E,,
distension y dolor abdominal, distensiéon y dolor abdominal y probables nauseas o

vomitos o diarrea.

e SHO grave: ovarios con mdas de 12 cm de didmetro, ascitis, hidrotérax (Calvo-
Romero and Lima-Rodriguez 2004) e incluso derrame pericardico. Se observan
también ganancia de peso, inestabilidad hemodindmica, dificultad respiratoria,

afectacion de la funcion renal y hemoconcentracion.

e SHO critico: en el que la vida de la paciente estd amenazada, y se observa un

abdomen a tensidn, hidrotérax, derrame pleural y hemoconcentracidn severa.

Las formas leve y moderada se pueden tratar de forma ambulatoria, pero las
pacientes con SHO severo o critico deben ser ingresadas en una unidad de cuidados
intensivos. El tromboembolismo es la consecuencia mas peligrosa del SHO (Baumann

and Diedrich 2000)

Prevencion del SHO

Aunque se han propuesto numerosas estrategias de prevencion, la mas
importante es la correcta identificacion de las pacientes de riesgo, pero esto no
siempre es posible. En el caso de sospechar dicho riesgo una vez empezada la
estimulacion, al observar por ejemplo un rapido ascenso de los niveles de E2 o un gran

reclutamiento folicular (Practice Committee of American Society for Reproductive
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Medicine 2008) hay varias opciones a tener en cuenta para evitar el desarrollo del

SHO:

84

Cancelar el ciclo de estimulacién. Supone suspender la administracion de la hCG y
cancelar el ciclo, pero es una alternativa 100% segura. Obviamente supone una

gran frustracién para paciente y médico.

Coasting. Es una alternativa eficaz, que reduce la incidencia de SHO, pero no al
100%. Consiste en suspender la administracién de gonadotropinas manteniendo el
analogo, y esperar que el E2 descienda. Los foliculos pequefios entran asi en
atresia, disminuyendo la produccién de mediadores y la frecuencia de SHO (Garcia-
Velasco et al. 2006). Esta medida no es aceptada por todo el mundo, pero ha
demostrado ser eficaz y segura, y no alterar los resultados del TRA siempre que su
duracion sea menor de 4 dias (Garcia-Velasco et al. 2004). Segun Garcia-Velasco, el
coasting debe iniciarse cuando los niveles de E2 sean mayores de 4500 pg/ml y/o
mas un numero de foliculos maduros (16-18 cm de didmetro) entre 15 y 30. El
Coasting se dard por fracasado siempre que se desarrollen mdas de 30 foliculos
maduros, el estradiol se eleve por encima de 6500 pg/ml o la medida dure mas de

3 dias.

Induccion de la maduracidn final de los ovocitos con agonistas de la GnRH. Se
logra asi un pico enddgeno de LH y se evita la administraciéon de hCG (Gonen et al.
1990). Diversos estudios han confirmado la validez y seguridad de este método de
prevencion, que es posible llevar a cabo gracias al uso de los protocolos de
estimulacion con antagonistas de la GnRH. Aunque estudios realizados en donantes
de 6vulos han demostrado que la calidad de los ovocitos, y la implantacién no
varian y desaparece el SHO (Acevedo et al. 2006), la mayoria de estudios realizados
en pacientes con elevado riesgo de SHO han encontrado un déficit de fase latea y
menores tasas de implantacion y embarazo (Griesinger et al. 2006) por lo que la
fase lutea debe ser suplementada de alguna forma para evitar que las tasas bajen

(Kol and Solt 2008).



e Antagonistas dopaminérgicos. Bloqueando uno de los receptores de VEGF (Factor
de Crecimiento Vascular Endotelial) se inhibe el aumento de permeabilidad
vascular mediado por VEGF, fundamental en el inicio del SHO. Igualmente se ha
probado en donantes y pacientes y parece no a afectar a la calidad ni a las tasas de
implantacion y embarazo (Alvarez et al. 2007a, Alvarez et al. 2007b), aunque se ha
publicado que no reduce la incidencia si la paciente se embaraza (Busso et al.

2010).

e Vitrificacion de ovocitos. De esta forma se cancela el ciclo de FIV evitandose el
SHO secundario, pero se conservan los ovocitos para utilizarlos cuando no haya
riesgo para la paciente. Esta medida, unida a una de las dos medidas anteriores
segln si se ha estimulado con antagonistas o con agonistas de la GnRH, se

convierte en la mejor alternativa, ya que previene todas las fases del SHO.
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B. INDUCCION DE LA OVULACION CON AGONISTAS DE LA GnRH Y
VITRIFICACION DE OVOCITOS COMO ALTERNATIVA AL COASTING
EN PACIENTES CON RIESGO DE SHO

Leyre Herrero, Sandra Pareja, Ana Cobo, Antonio Pellicer, Juan Antonio Garcia-

Velasco.

Fertility and Sterility (Factor de impacto 4,265)

Volumen 95, Numero 3. Paginas 1037-1140. Marzo de 2011.

Como se ha explicado en la introduccion de este capitulo, hay ciertas pacientes
gue cuando llevan a cabo una EOC, estan en riesgo de sufrir SHO, lo que puede
conllevar serias complicaciones. También se han descrito las diferentes estrategias que
se pueden llevar a cabo en estos casos. El objetivo de éste estudio es, justamente,
comparar dos de estas estrategias. En nuestra clinica, cldsicamente, se utilizaba el
coasting como forma de evitar el SHO, pero la introduccidon de la vitrificacién de
ovocitos en nuestro laboratorio nos ha llevado a pensar que la posibilidad de estimular
con Antagonistas de la GnRH, inducir la maduracion final de los ovocitos con Agonistas,
y vitrificar los ovocitos maduros obtenidos tras la puncién folicular, podria ser la mejor

estrategia en estos casos.
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Se organizé entonces un estudio observacional prospectivo, que se llevé a cabo
durante todo el afio 2009, y que incluyé a 248 pacientes que durante ese periodo
mostraron una alta respuesta a la EOC (E2 >4000 pg/ml y/o mas de 20 foliculos
maduros) segun los criterios de nuestro grupo (Isaza et al. 2002). Tras informar a los
pacientes de las dos posibilidades disponibles, sus ventajas y desventajas, y teniendo
en cuenta el consejo de su médico, 96 pacientes decidieron vitrificar sus ovocitos, y

152 llevaron a cabo el coasting (Garcia-Velasco et al. 2006).

Material y Métodos

Las 248 pacientes incluidas en el estudio, llevaron a cabo la EOC con un
protocolo largo con agonistas de la GnRH (triptorelin, 0,1 mg; Ipsen Pharma, Madrid,
Spain) o un protocolo diario de antagonistas (Orgalutran, Schering-Plough, Madrid,
Spain; Cetrotide, Merck-Serono, Madrid, Spain), y 225 Ul de FSH recombinante (Gonal
F, Merck-Serono; Puregon, Schering-Plough) como dosis inicial, seguida de ajustes
individualizados, segun las caracteristicas de cada paciente. La induccion de la
ovulacién se realizd, en el caso del primer protocolo, con hCG (250 mg Ovitrelle;
Serono, Madrid, Spain), y en el caso de protocolo de antagonistas, con 0,2 mg de
triptorelina. Las punciones ovaricas se realizaron 36 horas después. En las pacientes
cuyo coasting durd mas de 4 dias, la puncion folicular fue cancelada. El protocolo de
vitrificacion de ovocitos utilizado fue el método del Cryotop. Todas las pacientes
firmaron el correspondiente consentimiento informado para ser incluidas en el

estudio.

El andlisis estadistico se realizé mediante el SPSS for Windows (Chicago, IL, USA)
aplicando el test de Kolmogorov a cada variable para comprobar su normalidad, y la t
de student o x* en las comparaciones de medias y porcentajes respectivamente. Los p

valores menores de 0,5 se consideraron significativos.
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Resultados

En la tabla 1 del articulo se resumen las principales variables comparadas entre

grupos (ver figura 20). Como se ve en la tabla, la tasa de cancelacion de transferencia

fue estadisticamente mayor en el grupo del coasting (8,3% vs. 19,7%; p valor 0,0151),

y el numero de MIl utilizados por ciclo fue menor en el grupo de vitrificacion de

ovocitos (10,7 vs. 17,9; p valor <0,0001) debido a que en el ciclo de trasferencia no se

desvitrificaron todos los ovocitos para evitar la recongelacion de embriones sobrantes.

Se observd que los resultados generales de los ciclos fueron mejores en el grupo de

vitrificacion de ovocitos.

Figura 20. Resumen de los resultados mas relevantes obtenidos tras la

transferencia de los embriones en los ciclos llevados a cabo en los grupos de estudio.

Grupo 1

Vitrificacion de Grupc_; 2
ovocitos Coasting p valor
(N=96) (N=152)
Tasa de cancelacion de ciclo 8,3% 19,7% 0,0151
Ovocitos recuperados 20,4+13,2 20,1+0,6 NS
MlIl inyectados 10,744 17,9+2,8 <0,0001
Tasa de fecundacion 75,1% 70% NS
Media de Embriones transferidos 1,9+0,6 1,910,6 NS
Tasa de gestacion clinica 50% 29,5% 0,0012
Tasa de implantacion 32,1% 19,2% 0,0209
Tasa de aborto clinico 9,1% 11,1% NS

Datos expresados en mediaxSD o %.
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En el grupo del coasting, 30 ciclos fueron cancelados (28 de ellos debido al
desarrollo de SHO moderado) y se vitrificaron los embriones resultantes. Las
trasferencias de estos embriones vitrificados dieron lugar a resultados algo mas bajos
que los observados tras la vitrificacién de ovocitos, pero la diferencia no resulté

significativa.

Discusion

En general, tras analizar los resultados que obtuvimos, podemos decir que la
combinacion de un protocolo de antagonistas con un bolo de agonistas para
desencadenar la maduracién folicular final, seguido de la vitrificacidon de los ovocitos,

es una alternativa segura y eficaz en caso de riesgo de SHO.

La induccién del pico de LH enddgeno con agonistas no causé una disminucién
en el numero de ovocitos obtenidos en las punciones, ni en su calidad, ni en las tasas
de implantacién o embarazo evolutivo, como han observado otros grupos. Un soporte

de la fase lutea adecuado es de gran ayuda es estos casos.

El hecho de que en el grupo de vitrificacién de ovocitos no se diera ningun caso
de SHO, comparado con el 18,4% de las pacientes que sufrieron SHO moderado en el

grupo del coasting, dice mucho a favor de este protocolo de actuacion.

La tasa de supervivencia ovocitaria observada en este estudio fue menor que
otras tasas publicadas, probablemente debido a la baja calidad de los ovocitos de las
pacientes hiperrespondedoras. Hay autores que afirman que estos ovocitos que no
sobreviven a la vitrificacion debido a su baja calidad, tampoco darian lugar a

embriones con buen potencial implantatorio.

Hay autores que no ven la necesidad de vitrificar ovocitos pudiendo vitrificar

embriones con tasas de supervivencia cercanas al 100%. Pero en este tipo de

pacientes, la cantidad de embriones generados y congelados puede ser muy alta, y al
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vitrificar ovocitos y desvitrificarlos poco a poco, superamos este problema y sus

consiguientes connotaciones morales.

Como conclusién podemos afirmar que al vitrificar ovocitos en estos casos, y
transferir los embriones resultantes tras la vitrificacion de un numero razonable de
ovocitos en ciclos naturales posteriores a ciclo de hiperrespuesta conseguimos unos
resultados mds que aceptables. En nuestra opinién, esta estrategia que combina la
induccion de la maduraciéon folicular con agonistas de la GnRH y la posterior
vitrificacidon de ovocitos, es una opcidn atractiva, segura y eficaz en los casos en los que

se sospecha un posible riesgo de SHO.
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Patients undergoing ovarian stimulation for IVF are at risk for de-
veloping ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS), which is
a serious complication (1, 2). Strategies to reduce the risk of
OHSS will be closely related to hCG administration (3). Before
hCG administration, it is possible to cancel the cycle (4) or initiate
coasting (5), which will reduce the population of healthy granulosa
cells and, consequently, the amount of vasoactive substances re-
leased in response to hCG. A second approach might be to reduce
the dose of hCG (6) or to avoid hCG altogether by using GnRH
agonists to induce the endogenous LH peak (7). This strategy
requires the use of GnRH antagonist to control the cycle; however,
with this approach the luteal phase may be compromised (7). A
final approach would be to freeze the embryos to avoid the produc-
tion of trophoblast-dependent hCG that could trigger late-onset
OHSS. At this stage, different methods can be used to diminish
the symptoms, such as the use of dopamine agonists (8, 9),
aromatase inhibitors, or GnRH analogs (10, 11).
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Avoiding the use of human chorionic
gonadotropin combined with oocyte
vitrification and GnRH agonist triggering
versus coasting: a new strategy to avoid
ovarian hyperstimulation syndrome

In this observational trial, we compared the impact on two different strategies, egg vitrification (n = 152)
obtained after triggering final oocyte maturation with GnRH agonists and transferring the embryos at a later
stage, with classical coasting (n = 96) to avoid OHSS in patients at risk due to high response to COH. Our
results show that oocyte vitrification after GnRH agonists triggering is a highly attractive, safe, and efficient
alternative to postpone embryo transfer in patients at high risk of OHSS, resulting in decreased risk for the
patient and a better cycle outcome (pregnancy rate 50% vs 29.5%). (Fertil Steril® 2011;95:1137-40. ©2011

Key Words: Ovarian hyperstimulation, oocyte vitrification, coasting, HCG

Substitution of hCG for a single GnRH agonist bolus is the
safest protocol and avoids the frustration of cycle canceling in
patients receiving GnRH antagonists. In addition, the excellent re-
sults obtained with egg vitrification (12, 13) may allow
a combination of these two approaches to avoid both early-onset
(exogenous hCG-dependent) and late-onset (endogenous,
pregnancy-derived, hCG-dependent) OHSS, while eliminating
the need for adequate and specific luteal support.

The aim of our study was to compare the effect on cycle out-
come in this high-risk patient population of this combined ap-
proach of GnRH agonist bolus to induce final oocyte maturation
combined with egg vitrification versus classical coasting.

This study was a retrospective, observational trial. From January
2009 to December 2009, a total of 248 patients undergoing IVF—
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) showed a high response
to controlled ovarian hyperstimulation (serum E, >4,000 pg/mL
and/or > 20 mature follicles) (14). Patients were treated according
to their decision, after careful counseling about the benefits and
drawbacks of both options with their doctors: 96 patients under-
went oocyte vitrification after oocyte pick-up to perform ICSI
and ET in a subsequent natural cycle; the remaining 152 patients
were coasted following our protocol as previously described (5).
Both groups were comparable in terms of body mass index
(mean + SD, 23.8 £ 1.7 vs. 24.1 £ 1.5 kg/mz) and indications
for ICSI (male factor [78% vs. 81%], tubal factor [11% vs.
10%], failed IUI or unexplained [11% vs. 9%]). Informed consent
was obtained from all patients before recruitment, and the trial was
approved by the institutional ethical committee.

Subjects underwent a long protocol with a GnRH agonist (trip-
torelin, 0.1 mg; Ipsen Pharma, Madrid, Spain) or daily antagonist
protocol (Orgalutran, Schering-Plough, Madrid, Spain; Cetrotide,
Merck-Serono, Madrid, Spain), with a maximum of two prior
attempts. Ovarian stimulation was performed as described
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TABLE 1

IVF cycle outcome in both groups.

Vitrified oocytes

Coasted patients

group group P value
n 96 152
Age (y) 33.4+3.3 33.2 + 4.1 0.6876
Coasting duration (d) 21+06
Transfer cancellation rate (n) 3(8) 19.7 (30) 0.0151
Eggs retrieved (n) 20.4 + 3 2 (1958) 20.1 + 3.1 (3058) 0.5055
MIl, rewarmed or obtained (n) 10.7 £ 4 (1026) 17.9 + 2 8 (2730) <0.0001
Fertilization rate (n) 75.1 (570/857) 70 (1911/2730) 0.5628
Embryos transferred (n) 1.9 + 0.6 (168) 1.8 + 0.6 (224) 0.2023
Biochemical pregnancy rate (n) 54 5 (48/88) 35.2 (43/122) 0.0028
Clinical pregnancy rate (n) 50 (44/88) 29.5 (36/122) 0.0012
Implantation rate (sacs/TE) 32 1(54/168) 19.2 (47/224) 0.0209
Twin pregnancy rate (n) 25 (11/44) 27.8 (10/36) 0.6274
Miscarriage rate (n) 1 (4/44) 11.1 (4/36) 0.6311

Note: Data are expressed as mean + SD or as a percentage when appropriate. TE = transferred embryos.

Herrero. Egg vitrification to avoid OHSS. Fertil Steril 2011.

previously (15), with 225 IU of recombinant FSH (Gonal F,
Merck-Serono; Puregon, Schering-Plough) as a starting dose, fol-
lowed by individual dose adjustment as required according to ovar-
ian response, until the two leading follicles were >18 mm in mean
diameter. hCG (250 ug Ovitrelle; Serono, Madrid, Spain) was ad-
ministered to patients in the long protocol and 0.2 mg triptorelin
(0.1 mg) was administered to patients receiving the antagonist;
ovarian puncture was performed 36 h later.

According to our institutional criteria and the described series, if
more than 20 follicles >18 mm, a serum E, level >4000 pg/mL, or
both were observed, patients were considered to have a high re-
sponse to ovarian stimulation. Gonadotropin administration was
withheld and the GnRH agonist was maintained (i.e., coasting),
until daily measurements of serum E, levels decreased to <3500
pg/mL. If an abrupt fall was observed in serum E, levels (<1000
pg/mL), or if coasting was required for >4 days, egg retrieval
was canceled because oocyte quality might have been affected
(5, 14). Oocytes were vitrified following the cryotop method
described by Kuwayama et al. (12) using Kitazato (Tokyo, Japan)
tools and solutions.

Statistical analysis was performed using the SPSS for Windows,
version 11.0 (SPSS, Chicago, IL). The Kolmogorov test was ap-
plied to all variables ensure a normal distribution (P>0.05).
Data were expressed as mean = standard deviation (SD). Student’s
t test and chi-square test were performed to compare average
values and percentages, and P<0.05 was regarded as significant.

A total of 1,026 metaphase II (MII) oocytes belonging to 96 pa-
tients who vitrified their oocytes were rewarmed during the study
period. A total of 857 oocytes survived (83.5%), and 570 were prop-
erly fertilized (66.5%). IVF cycle outcome parameters comparing
the study group and the coasted group are summarized in Table 1.

Transfer cancellation rate were significantly higher in coasted
patients compared with vitrified oocyte group: eight embryo trans-
fers (8.3%) were canceled in the study group because of poor em-
bryo quality, compared with 30 of 152 (19.7%) canceled ETs in the
coasted group because of poor embryo quality or risk of OHSS.

In the vitrified oocytes group, the total number of injected MII
oocytes were significantly lower compared with the coasted group
(10.7 £4 vs. 17.9 £ 2.8; P<0.0001), as we rewarmed enough oo-
cytes to have a good ET, but tried to avoid an excess of embryos
that would need to be refrozen (Table 1).

Biochemical pregnancy rate, clinical pregnancy rate, and im-
plantation rate were higher after vitrified oocyte transfer compared
with ET during the hyperresponse cycle (Table 1).

When we compared the results of frozen-thawed embryos after
coasting with vitrified-rewarmed oocytes (28 of the 30 cycles can-
celed in the coasted group were due to moderate OHSS), we found
lower pregnancy and implantation rates rate as well as lower im-
plantation rate, but these differences were not statically significant.

The results of this study show that the combined approach of
GnRH agonist bolus to induce final oocyte maturation together
with egg vitrification seems to offer a good alternative to coasting,
the most common approach to reduce OHSS incidence in high risk
patients.

There are three important conclusions that can be derived from
this study. First, we confirm the usefulness of triggering with
GnRH agonists to avoid OHSS in patients being treated with
GnRH antagonist (16-23). Instead of giving hCG, which
stimulates and releases vascular mediators involved in OHSS, such
as VEGF or VE-Cadherin (3), for the duration of its presence in se-
rum (approximately 7 days), a single subcutaneous bolus of 0.2 mg
triptorelin is enough to induce final oocyte maturation. Stimulating
an endogenous LH peak liberated by a GnRH agonist bolus is
a safe approach, because the duration of the stimulus ranges between
12 and 36 hours (24) and does not influence the number of oocytes
obtained, egg quality, implantation, and pregnancy rates.

Second, the main disadvantage of triggering with GnRH agonists
is the disappointing success rates obtained after this approach when
embryos are transferred in the fresh cycle (23, 25, 26). Because of
the short LH peak induced by the GnRH agonist, this protocol is
associated with a defective luteal phase. It is likely that patients
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treated with GnRH agonist have received insufficient luteal support
with P and E,. In addition, the GnRH agonist may have a direct
effect on the luteinized granulosa cells, initiating the intracellular
cascade and driving the cell to apoptosis (27, 28). Thus, luteolysis
would be even more profound under this approach. However, new
approaches to adequately support the luteal phase with either
intensive steroid supplementation, low-dose hCG, or both are show-
ing more favorable pregnancy rates, stimulating the interest in
GnRH agonist triggering (21, 29-32).

Third, the combined approach of GnRH agonist triggering with
egg vitrification offers a good alternative to solve the aforemen-
tioned difficulties. Compared with coasting, in which cycle can-
cellation is required in 19.7% and moderate OHSS occurs in
18.4% of patients, with this protocol no OHSS was observed:
neither early OHSS, as no hCG was administered, nor late onset
OHSS, as no ET was performed. The excellent oocyte survival
rates obtained after vitrification (12, 13, 33, 34) were again
observed in patients at risk for OHSS. Interestingly, there was
a trend toward a slightly lower survival rate, which might
reflect a lower oocyte quality in these high-response patients.

We could speculate that these oocytes fertilize in fresh cycles,
yielding embryos with low implantation potential, which we dis-
carded because they did not survive after vitrification. Finally it
could be argued that, because of the advances in embryo cryo-
preservation, there is no need for egg freezing (10, 35, 36).
However, couples are concerned about creating a large number
of zygotes or embryos whose fate will have to be decided (37).
By freezing the eggs instead, we can avoid the ethical problem
of freezing too many embryos and the potential entanglement
in case of divorce and separation of the couple (38). Furthermore,
the cycle results obtained are better.

Oocyte vitrification after triggering with GnRH agonists is
a highly attractive, safe, and efficient alternative to postpone ET
in patients at high risk of OHSS. By warming and fertilizing the
eggs at a subsequent cycle, we can offer the patient a good cycle
outcome under conditions more similar to the physiologic state
than can be obtained with a hyperstimulated cycle. Our results
confirm that cycle outcome in terms of implantation rate are im-
proved when embryos are not transferred during the high-
response cycle.
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Capitulo 5

VITRIFICACION Y TRANSFERENCIA EMBRIONARIA DIFERIDA

97



98



COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS TRAS LA
DESVITRIFICACION DE OVOCITOS Y EMBRIONES EN CICLOS DE FIV
CON TRANSFERENCIA EMBRIONARIA DIFERIDA

Leyre Herrero, Sandra Pareja, Marina Aragonés, Ana Cobo, Fernando Bronet,

Juan Antonio Garcia-Velasco.

Reproductive Biomedicine Online (Factor de Impacto 2,682)

Publicado on line el 6 de Agosto de 2014.
(http.//dx.doi.org/10.1016/j.rbmo.2014.07.016)

La actual disponibilidad de la vitrificacidén el los laboratorios de RA ha tenido
como consecuencia la mejora de los resultados derivados de los programas de
criopreservacion, llegando a alcanzarse tasas de implantacion y gestacion similares a

las obtenidos con ovocitos y embriones en fresco.

Tras la publicacién del articulo que se presenta en el capitulo anterior, el
objetivo de este estudio fue comprobar si la importante ventaja que encontramos en
vitrificar ovocitos a las pacientes en riesgo de desarrollar SHO, eliminado Ia
preservacion de un gran nimero de embriones debido a su alta respuesta a la EOC,
estaba disminuyendo los resultados clinicos que podrian tener estas pacientes si en

lugar de ovocitos se vitrificaran los embriones resultantes de los ciclos de FIV. Para ello
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se ided este estudio prospectivo y observacional en el que se comparan los resultados
obtenidos tras la vitrificacion de ovocitos, y los obtenidos tras la vitrificacion de

embriones en estas pacientes.

Material y Métodos

La poblacion de estudio la formaron 96 pacientes que entre enero de 2011 y
junio de 2012 mostraron una alta respuesta a la EOC, de acuerdo con los criterios de
nuestro centro, anteriormente descritos. Estas pacientes firmaron el correspondiente
consentimiento informado, y fueron asignadas prospectivamente a uno de estos dos

grupos de estudio:

Grupo 1: Puncion folicular y vitrificacion de los ovocitos maduros, y posterior

desvitrificacidn, ICSl y transferencia embrionaria en un ciclo natural posterior

Grupo 2: Puncién folicular, FIV o ICSI segun la indicacidon de la paciente, y
vitrificacion de los embriones de buena calidad resultantes. Posteriormente,

desvitrificacion y realizacion de las transferencias embrionarias.

La EOC de las pacientes incluidas en el estudio se realizé siguiendo un protocolo
largo con antagonistas de la GnRH, 225 Ul de FSH recombinante como dosis inicial, y
un bolo de agonista de la GnRH para desencadenar la maduracién, como ya se ha
descrito en el capitulo anterior. Igualmente las punciones foliculares se realizaron 36

horas después de la administracion del agonista.

La preparacién del endometrio para la transferencia de los embriones se realizé
con Valerato de estradiol (Progynova; Schering-Plough, Madrid, Spain), como describe
Soares en su articulo del 2008 y progesterona micronizada via vaginal, 800 mg/dia

(Progeffik; Effik Laboratories, Madrid, Spain) (Soares et al. 2008)

La vitrificacion de ovocitos y embriones se llevd a cabo con el método del

cryotop descrito anteriormente. Los ovocitos desvitrificados se incubaron en
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condiciones estandar, y se inyectaron 3 horas después. Los embriones se valoran
inmediatamente después de la desvitrificacién, y se incuban hasta el momento de la
transferencia. Cuando fue necesario se valoraron una segunda vez, por ejemplo en el

caso de los blastocistos, para verificar su expansion.

Las transferencias embrionarias en este estudio, y en los previos, se realizaron
con canulas Cook (K-Soft, J-SPPE; Cook Ob/Gyn, Spencer, IN, USA) y bajo control
ecografico. En el grupo 1, aquellos embriones de buena calidad que se obtuvieron tras

la desvitrificacion de todos los M, fueron revitrificados siguiendo el mismo protocolo.

El andlisis estadistico se realizé mediante el SPSS for Windows (Chicago, IL, USA)
aplicando el test de Kolmogorov a cada variable para comprobar su normalidad, y la t
de student o )(2 en las comparaciones de medias y porcentajes respectivamente. Los p

valores menores de 0,5 se consideraron significativos.

Resultados

Las 96 pacientes que formaron parte del estudio tuvieron al menos un MiIl tras
la puncioén folicular, y al menos un embrién para transferir, es decir, no hubo ninguna
transferencia embrionaria que se cancelara. No se observd ningun caso de SHO. Las
caracteristicas previas a la puncién folicular de las pacientes en ambos grupos fueron
comparables y se resumen en la tabla 1 del articulo. Sin embargo, se obtuvo un
numero significativamente menor de cigotos y embriones utiles en el grupo 1 (Figura
21), mientras que el resto de resultados de los ciclos fueron comparables. La

supervivencia ovocitaria fue del 78,8%, y la supervivencia embrionaria del 89,4%.

Algunas de las pacientes que no resultaron embarazadas tras la primera
transferencia, y tenian mas embriones vitrificados llevaron a cabo un segundo y
algunas hasta un tercer intento. Los resultados derivados de estas transferencias se

resumen en la figura 21.
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Figura 21: Resumen de las caracteristicas y los resultados obtenidos tras la

desvitrificacion en ambos grupos de estudio:

Ovocitos Embriones
vitrificados vitrificados p valor
(N=50) (N=46)

Media de edad 34,6+3,9 35,943,2 NS

E2 prepuncidén 351742153 3648+2198 NS

Ovocitos recuperados 24,949,4 23,849,3 NS

Media de MIl inyectados 19,7+7,7 20,249,1 NS
Media de MIl fecundados 10,7+5,7 14,8+8,4 0,003
Media de embriones utiles 4,3+2,7 6,4%4,2 0,005

Datos expresados en media£SD.

No se observan diferencias en los resultados obtenidos tras la primera

transferencia, pero cuando se analizan los resultados acumulados obtenidos tras todas

las transferencias realizadas en cada grupo (74 en el grupo 1 y 68 en el grupo 2)

encontramos una tasa de aborto clinico estadisticamente mayor en el grupo 2, como

se ve en la tabla de la figura 22.

Figura 22: Resumen de los datos acumulados en los grupos de estudio:

Ovocitos Embriones
vitrificados vitrificados p valor
(N=50) (N=46)
Transferencias realizadas por paciente 1,420,7 1,5¢0,6 NS
Media de embriones transferidos 1,8+0,5 1,7+0,4 NS
Tasa Gestacion Clinica 62% 69,6% NS
Tasa Aborto 9,7% 21,9% 0,04
Tasa de nacido/estimulacion 72% 69,9% NS
Tasa de nacido/embridn transferido 26,9% 27,1% NS

Datos expresados en mediatSD o %.
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No hubo diferencia en cuando a la media de embriones transferidos, en el dia
de desarrollo embrionario en que se realizaron las transferencias, ni en las tasas de

nifio nacido vivo observadas por estimulacion.

Discusion

Los resultados observados tras el andlisis de los datos de este estudio muestran
que la tasa de “nifio en casa” es la misma vitrifiquemos ovocitos o embriones en

pacientes que cancelan su transferencia en fresco por riesgo de SHO.

Después de las publicaciones de los ultimos afios, la vitrificacion de ovocitos ya
no se considera una técnica experimental (Practice Committees of American Society for
Reproductive Medicine and Society for Assisted Reproductive Technology 2013) ya que
ha dado lugar a mds nacimientos que ninguna otra técnica de criopreservacién de
ovocitos, y ha llevado a una mejora sustancial de la practica clinica diaria (Garcia-
Velasco et al. 2013). Se ha comprobado ademas que las tasas de supervivencia son
muy altas, que no se dan alteraciones metabdlicas, ni se induce fragmentacién del ADN
ovocitaria cuando se aplica este protocolo. Respecto a la vitrificacion de embriones, las
ultimas publicaciones describen una tasa de supervivencia cercana al 95%, resultado

gue no se habia logrado con la congelacidn lenta, sobre todo en estadio de blastocisto.

En este trabajo la tasa de supervivencia de los ovocitos vitrificados es menor
que otras tasas publicadas (78,8%) aunque coincide con las tasa de supervivencia que
se observd en el estudio previo. Esto puede ser debido, como se ha explicado antes, a
la mala calidad ovocitaria que tiene las pacientes que responden tanto a la EOC. Esta
baja tasa de supervivencia lleva a tener un nimero significativamente menor de Mill a
inyectar, y por lo tanto el grupo de vitrificacién de ovocitos tiene menor media de
cigotos y de embriones Utiles (embriones de buena calidad, que fueron transferidos o
congelados). Aunque las tasas de fecundacién y desarrollo embrionario son similares,

tenemos que tener en cuenta el hecho de que en el grupo de vitrificacién de
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embriones tiene 2 embriones mas almacenados de media. Este dato es importante a la

hora de aconsejar a los pacientes.

Otro resultado dificil de explicar es la diferencia en la tasa de aborto entre los
grupos de estudio (9,7% vs. 21,9%; p valor 0,04). Si presuponemos que la vitrificacion
actua como un filtro que elimina los ovocitos de mala calidad que en cualquier caso no
darian lugar a embarazos viables, esa podria ser una posible explicacidn para esta dato,
ya que la tasa de aborto en el grupo en que no se vitrifican lo ovocitos, sino los

embriones, es menor.

Aunque la tasa de gestacién evolutiva y de recién nacido es comparable entre
grupos, nuestro objetivo era encontrar el mejor protocolo de actuacién para esta
situacion de riesgo de SHO en la practica clinica diaria. Desde un punto de vista ético
tiene sentido elegir la vitrificacién de ovocitos, que elimina la creacién de un gran
numero de embriones que quedan almacenados. Esta opcidn sin duda seria la mejor
para madres solteras, parejas con problemas de salud o dificultades familiares, o
simplemente parejas que desean tener un solo hijo, o con objeciones morales a la
criopreservacién de embriones. Sin embargo, la opcidn de vitrificar embriones seria la
elegida para aquellas parejas que pretenden maximizar sus posibilidades y tener mas

de un embarazo.

El mayor sesgo de este estudio es que la asignacién de los pacientes a los
grupos no es randomizada, ya que nos resultaria dificil de explicar la asignaciéon a un

grupo u otro sin tener en cuenta la historia previa de la paciente.

Aun asi, podemos concluir que ambas opciones dan lugar a resultados
comparables en cuanto a probabilidad de recién nacido vivo. Y por supuesto, este
trabajo valida la vitrificacidén como técnica segura y eficaz de criopreservacion para un

laboratorio de FIV.
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Abstract The aim of this observational prospective study was to compare multiple embryological and pregnancy outcomes for vit-
rified oocytes against the same outcomes using vitrified embryos in patients at risk for ovarian hyperstimulation syndrome. Ninety-
six patients were included and allocated to vitrification of oocytes (Group 1) or embryos (Group 2). No statistical differences in baseline
characteristics between groups were detected. Implantation rate was 30.6% versus 33.1%, and clinical pregnancy rate was 41.9% versus
7.1% in groups 1 and 2, respectively. A higher clinical spontaneous abortion rate occurred in group 2 (9.7% versus 21.9% for groups 1
and 2, respectively), but the same cumulative clinical pregnancy rate was observed after three embryo transfers (62.0% in group 1
and 69.6% in group 2). The ongoing pregnancy rate per patient was similar in both groups (56.0% and 54.3% in groups 1 and 2, re-
spectively). Also, live birth rate per stimulation was similar (72.0% and 69.6% in groups 1 and 2, respectively). No differences
were observed in outcomes according to vitrification timing. Oocyte vitrification achieved the same live birth rate as embryo
vitrification. @
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Introduction similar to those achieved after the use of fresh oocytes and
embryos (Cobo et al., 2010, 2012a, 2012b; Herrero et al.,

With the availability and reproducibility of vitrification in the 2011a; Mukaida and Oka, 2012; Rienzi et al., 2010).

IVF laboratory, oocytes and embryos can be consistently Vitrification combines ultra-rapid cryopreservation,

cryopreserved and warmed to yield pregnancy outcomes minimum volume and a high concentration of cryoprotectants
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(Kuwayama et al., 2005). It has dramatically increased the
efficiency and security of many cryopreservation programmes
(Balaban et al., 2008; Kuwayama, 2007; Martinez-Burgos et al.,
2011). To date, however, little is known about the optimal
vitrification time needed for embryo development, so the
question about vitrification of oocytes or embryos remains
open.

In the present study, an important advantage of
vitrifying oocytes instead of vitrifying embryos was identi-
fied. It is known that high-response patients are at risk of
developing ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS), and
also, as a result of their high oocyte yield, may generate
too many embryos for cryopreservation. Circumventing the
problem of generating more cryopreserved embryos than
the patient may ever use would be attractive to patients
and desirable to many IVF units. Nonetheless, the aim of the
study was to assess whether the results of cryopreserved
embryo transfers were better than those achieved
after the use of vitrified oocytes. Therefore, the aim of the
present investigation was to prospectively compare two
methods: IVF or intracytoplasmic sperm injection (ICSI) with
vitrification of embryos directly, or continued vitrification
of oocytes in patients at high risk of OHSS.

Materials and methods
Study population

A total of 96 patients at risk of OHSS were included in the
study between January 2011 and June 2012. According to
our institutional criteria (Isaza et al., 2002), if 4000 pg/mL
or more serum oestradiol, 20 or more mature follicles (over
14 mm), or both, were observed, the patient was consid-
ered to have a high response to ovarian stimulation. Pa-
tients were prospectively assigned to group 1 (oocyte
vitrification plus rewarming of the oocytes and embryo trans-
fer in a later cycle) or group 2 (ICSI and embryo vitrifica-
tion, plus cryopreserved embryo transfer in a later cycle)
according to their clinical record number (even numbers were
assigned prospectively to group 1 and odd numbers were as-
signed to group 2). Patients were informed by the clinicians
about the aim of the study, and asked to voluntarily partici-
pate; all study participants provided informed consent, and
Institutional Review Board approval from our institution was
obtained before starting the study (November 15, 2010; MAD-
LH-11-2010-01).

Ovarian stimulation

Participants underwent a daily antagonist protocol (Orgalutran;
Schering-Plough, Madrid, Spain; Cetrotide; Merck-Serono,
Madrid, Spain). Ovarian stimulation was carried out as de-
scribed previously (Garcia-Velasco et al., 2001), with 225 |U
of recombinant FSH (Gonal F, Madrid, Spain; Puregon, MSD,
Madrid, Spain) as a starting dose, followed by individual dose
adjustment as required according to the patient’s ovarian
response. As soon as two leading follicles were 18 mm or
wider in mean diameter, triptorelin (0.2 mg Decapeptyl;
IpsenPharma, Madrid, Spain) was administered and ovum re-
trieval carried out 36 h later.

Endometrial preparation for cryopreserved
embryo transfer

The protocol for endometrial preparation has been de-
scribed elsewhere (Soares et al., 2008). After menses, all par-
ticipants received oral oestradiol valerate (Progynova;
Schering-Plough, Madrid, Spain), starting with a daily dose of
2 mg that increased to 6 mg; about 10-15 days after start-
ing oestradiol valerate, serum oestradiol levels and endome-
trial thickness were determined. Vaginal administration of
micronized progesterone 800 mg/day (Progeffik; Effik Labo-
ratories, Madrid, Spain) was started 3-5 days before the trans-
fer of vitrified embryos, depending on embryo stage at
cryopreservation.

The embryos were warmed and then evaluated, embryos
with more than 50% of cells intact were considered viable.
The embryos were incubated for at least 3 h before embryo
transfer. In the case of blastocyst warming, a second
check was made 2 h after warming to evaluate the appro-
priate re-expansion of trophoectoderm before embryo
transfers.

Vitrification and warming

All materials required for vitrification were obtained from
Kitazato (Tokyo, Japan). The cryotop method was used for
oocyte vitrification as described by Kuwayama et al. (2005),
with minimal modifications. Oocytes were equilibrated in three
steps at room temperature for 15 min, and then placed in vit-
rification solution. After 1 min in this solution, oocytes were
placed on the cryotop strip, and immediately submerged in
liquid nitrogen. No more than four oocytes per cryotop were
loaded. For warming, the cryotop was removed from the liquid
nitrogen and instantly placed in various diluent solutions for
10 min at room temperature.

The vitrification protocol for embryos and blastocysts was
the same as that described for oocytes, except that equili-
bration was performed in one step for 12-15 min. Oocytes were
incubated in fertilization medium for 2 h before ICSI.

In the oocyte vitrification cases, all cryopreserved meta-
phase Il (MIl) oocytes were warmed immediately, and if more
embryos than those selected for transfer developed cor-
rectly, they were re-vitrified. In the cryopreserved embryo
transfers, only the number of embryos that had been in-
tended for transfer were re-warmed, beginning with the best
quality embryos. During the study period, no patient under-
went more than three embryo transfers.

Embryo transfer

Embryo transfer was carried out with a Cook catheter (K-
soft, J-SPPE; Cook Ob/Gyn, Spencer, IN, USA) using a stan-
dard technique under ultrasound guidance. In the case of
warmed embryos, they were incubated for at least 3 h between
warming and embryo transfer. In group 1, all viable embryos
not transferred were vitrified.

The clinic’s definition of a good-quality day 3 embryo is
between seven and nine cells with no more than 15% frag-
mentation index. A blastocyst is defined as when the inner
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cell mass is tightly packed, has several grouped cells and
the trophectoderm has many cells forming a cohesive
epithelium.

Outcomes

Reported outcomes of the cryopreserved embryo transfers are
as follows: implantation rate (defined as the number of ges-
tational sacs observed divided by the number of transferred
embryos); biochemical pregnancy (defined as a positive beta
HCG test 10-12 days after embryo transfer); clinical preg-
nancy (diagnosed by observation of at least one gestational
sac and fetal heartbeat on ultrasound); clinical spontaneous
abortion (defined as the spontaneous loss of a clinical preg-
nancy before 12 weeks gestation); ongoing pregnancy (defined
as pregnancy that continued for at least 12 weeks after embryo
transfer); and live birth (reported as the number of live born
babies).

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using Statistical Package
for Social Sciences version 17 (SPSS, Chicago, IL, USA). The
Kolmogorov test was applied to all variables to assure nor-
mality (Lilliefors P > 0.05). Chi-squared tests and Student’s
t-tests were carried out to detect statistical differences in
proportions or means between groups, respectively. P < 0.05
was considered significant.

Results

During the study period, 96 patients at risk of developing OHSS
were included, and every patient had at least one MIl oocyte
or one embryo for cryopreservation or transfer. No embryo
transfers were cancelled during the study.

No statistical differences were found in the participants’
baseline characteristics. For IVF outcome, mean number of
MIl oocytes obtained in each group was as follows: 19.7 £+ 7.7
in group 1 and 20.2 + 9.1 in group 2, with a mature rate of
78.8% in group 1 and 84.7% in group 2 (Table 1). A higher mean
number of fertilized oocytes and useful embryos (trans-
ferred embryos plus cryopreserved embryos) in the embryo
vitrification group were observed. No differences were found
in fertilization rate (68.7% in group 1 versus 73.3% in group
2) or useful embryo rate (27.9% in group 1 versus 31.3% in group
2) between the groups. No case of OHSS case was encoun-
tered in this study (Table 1).

Embryo survival rate was 87.5% in group 1 (42 trans-
ferred embryos from 48 warmed embryos) and 89.4% in group
2 (118 transferred embryos from 132 warmed embryos). Oocyte
survival rate in group 1 was 78.8% (777 MIl surviving and in-
jected out of 986 MIl oocytes retrieved).

In group 1, supernumerary good-quality embryos remain-
ing after the first embryo transfer were vitrified again, and
subsequent cryopreserved embryo transfers were carried out
in 22 cases (16 patients underwent a second embryo trans-
fer, and eight patients underwent a third cryopreserved
embryo transfer). In group 2, 19 patients out of the 46 un-
derwent a second cryopreserved embryo transfer, and three

Table 1 Baseline population characteristics and IVF outcome in compared groups.
Oocyte Embryo P-value
vitrification vitrification
(n=50) (n=46)

Mean age (years) 34.6+3.9 35.9+3.2 NS

Body mass index (Kg/m?) 21.9+2.2 22.5+3.6 NS

FSH level on day 3 (mUl/ml) 5.7+1.6 6.1+2.4 NS

Oestradiol level stimulation day 83.1+102.4 117.9£201.8 NS

3 (pg/ml)
Number of previous stimulations 1.6+1.4 1.8+2.3 NS
Stimulation duration (days) 10.4+1.5 10.2+1.3 NS

Oestradiol level on triggering day

3517.0+£2153.0

3648.0+£2198.0 NS

(pg/ml)

Progesterone level on triggering 0.9+£0.6 1.0+0.8 NS
day (ng/ml)

Antral follicle count 20.1+9.4 20.5+8.6 NS

Oocytes retrieved n (%)

Metaphase Il oocytes warmed n (%)
Metaphase Il oocytes injected n (%)
Fertilized eggs n (%)

Useful embryos n (%)

Fertilization rate n (%)

Useful embryo rate n (%)

24.9+9.4 (1245)
21.2+8.2(986) -
19.7 £7.7 (777)
10.7 £5.7 (534)
4.3+2.7 (217)
68.7 (534/777)
27.9 (217/777)

23.8+9.3(1099) NS

20.2+9.1 (931) NS
14.8+8.4(682)  0.003
6.4+4.2 (291) 0.005
73.3 (682/931) NS
31.3 (291/931) NS

Useful embryo rate: transferred embryos plus cryopreserved embryos (group 2)/metaphase Il

oocytes injected (group 1).

The dash means that no oocytes were warmed in this group, as here we froze embryos and

not oocytes.
NS = not statistically significant.
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Table 2 Outcome per oocyte vitrification cycle and per embryo vitrification cycle.

First transfer

Second transfer

Third transfer

Total embryo

Group 1 (oocyte warming) (first cryopreserved (second cryopreserved  transfers
embryo transfer) embryo transfer)
N 50 16 8 74
Biochemical pregnancy rate 26 (52.0) 6 (37.5) 4 (50.0) 36 (48.6)
Clinical pregnancy rate 22 (44.0) 5(31.3) 4 (50.0) 31 (41.9)
Twin pregnancy rate 8 (36.4) 1(20.0) 1(25.0) 10 (32.2)
Clinical miscarriage rate 1 (4.5)° 0 2 (50.0) 3(9.7°
Implantation rate 30/92 (32.6) 6/28 (21.4) 5/14 (35.7) 41/134 (30.6)

First cryopreserved

Second cryopreserved

Third cryopreserved

Total embryo

Group 2 embryo transfer embryo transfer embryo transfer transfers

N 46 19 3 68
Biochemical pregnancy rate n (%) 24 (52.2) 7 (36.8) 2 (66.7) 33 (48.5)
Clinical pregnancy rate n (%) 23 (50.0) 7 (36.8) 2 (66.7) 32 (47.1)
Twin pregnancy rate n (%) 5(21.7) 2 (28.6) 0 7(21.9)
Clinical spontaneous abortion rate n (%) | 7 (30.4)° 0 0 7 (21.9)°
Implantation rate n (%) 28/80 (35.0) 9/33 (27.3) 2/5 (40.0) 39/118 (33.1)

2P =0.0007 (group 1).
°P = 0.04 (group 2).

underwent a third attempt. The results achieved are pre-
sented in Table 2.

When cycle outcome per first embryo transfer in each group
was compared (Table 2, first column), no differences in the
number of biochemical pregnancies (52.0% in group 1 and
52.2% in group 2), clinical pregnancies (44.0% in group 1 and
50.0% in Group 2), or implantation rate (32.6% in group 1 versus
35.0% in group 2) were detected. A statistically higher spon-
taneous abortion rate, however, was found in group 2 (4.5%
in group 1 versus 30.4% in group 2; P = 0.0007).

Analysis of outcome per total number of embryo trans-
fers (74 transfers in group 1, 68 transfers in group 2) re-
vealed comparable clinical pregnancy and implantation rates
(clinical pregnancy: 41.9% versus 47.1%, implantation rates
30.6% versus 33.1%, respectively for groups 1 and 2) but a

higher clinical spontaneous abortion rate in group 2 (9.7% in
group 1 versus 21.9% in group 2; P=0.04). When outcome per
patient was evaluated, both groups yielded the same cumu-
lative pregnancy rates and ongoing pregnancy rates (Table 3).

No differences were observed in live birth rates per stimu-
lation (72.0% and 69.6% in groups 1 and 2, respectively) or
per transferred embryo (26.9% and 27.1% in groups 1 and 2,
respectively) (Table 3).

The mean number of embryos transferred was 1.8 + 0.5
and 1.7 £ 0.4 (group 1 and 2). Forty three out of 74 (58.1%)
transfers of cleavage stage embryos took place in group 1 and
41 out of 68 (60.3%) took place in group 2. Blastocyst stage
transfers were carried out in 31 cases (41.9%) in group 1 and
in 27 cases (39.7%) in group 2. No statistical differences were

found between these rates.

Table 3 Comparison between cumulative rates in study groups after three embryo

transfers (outcome per patient).

Oocyte Embryo
vitrification vitrification
(n=50) (n=46)
Number of embryo transfers 74 68
Number of embryo transfers per patient (mean + SD) 1.4+£0.7 1.5+£0.6
Embryos transferred (mean + SD) 1.8+0.5 1.7+0.4

Biochemical pregnancy rate n (%)
Clinical pregnancy rate n (%)

Twin pregnancy rate n (%)

Clinical spontaneous abortion rate® n (%)
Ongoing pregnancy rate n (%)

Live birth rate (baby/stimulation) n (%)

Live birth rate (baby/transferred embryo) n (%)

Ovarian hyperstimulation syndrome cases

2P = 0.04 for group 1 versus group 2.

36/50 (72.0)
31/50 (62.0)
10/31 (32.3)
3/31(9.7)
28/50 (56.0)
36/50 (72.0)
36/134 (26.9)
0

33/46 (71.7)
32/46 (69.6)
7/32 (21.9)
7/32 (21.9)
25/46 (54.3)
32/46 (69.6)
32/118 (27.1)
0
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Discussion

The data obtained in the present study indicated no differ-
ences in live birth rate between vitrified oocytes and vitri-
fied embryos in women undergoing IVF and at risk of developing
OHSS. Vitrification protocols applied to human-assisted re-
production technologies were reviewed in 2012 by Mukaida
and Oka (2012) They confirmed that vitrification is a reli-
able and simple strategy that leads to a high survival rate and
better clinical outcomes than slow freezing. Oocyte vitrifi-
cation and warming is no longer considered experimental by
the American Society for Reproductive Medicine, as they, and
the Society for Assisted Reproductive Technologies, have de-
scribed similar results for chromosomal abnormalities, birth
defects and developmental deficits in fresh and vitrified
oocytes (Practice Committees of American Society for
Reproductive Medicine and Society for Assisted Reproductive
Technology, 2013). Oocyte vitrification protocols have led to
improvements in our clinical practices, including oocyte
donation and fertility preservation (Cobo et al., 2010;
Garcia-Velasco et al., 2013).

In our group, exceptional results have been observed after
oocyte vitrification in patients at risk of OHSS (Herrero et al.,
2011b). Since the introduction of vitrification into our IVF
cryopreservation programmes, 3150 warming cycles have led
to a 95.0% embryo survival rate, a 35.5% implantation rate
and a live birth rate of 38.1% per warming cycle (Cobo et al.,
2012a).

Last year, a metabolomic profiling study of egg donors
(Dominguez et al., 2013) confirmed that oocyte vitrification
does not disturb the metabolomic profile of day 3 embryos,
based on a multivariate analysis of global metabolomics and
amino acid profiles. Oocytes maintained good ultrastruc-
tural preservation before vitrification (e.g. organelles, zona
pellucida, cortical granules, and oolema integrity), as re-
vealed by Khalili et al. (2012). Cobo et al. (2001) reported no
increase in the rate of chromosomal abnormalities after oocyte
freezing, and Martinez-Burgos et al. (2011) observed no DNA
fragmentation in cryopreserved oocytes, so it is assumed that
cryopreservation itself does not affect oocyte quality or de-
velopmental potential.

In the present investigation, the oocyte survival rate was
slightly lower (78.8%; 777 surviving oocytes out of 986 MII
cryopreserved oocytes) than reported survival rates in egg
donors (Cobo et al., 2010), possibly caused by the lower oocyte
quality observed in these high-responder patients. This poor
survival rate led to fewer mean MIl oocytes microinjected in
group 1 participants and significantly fewer fertilized eggs
(10.7 £ 5.7 versus 14.8 + 8.4) and useful embryos (4.3 + 2.7
versus 6.4 = 4.2) (Table 1). Despite the survival rate, fertil-
ization rates were similar in both groups: 68.7% in group 1 and
73.3% in group 2 as were useful embryo rates (27.9% in group
1 versus 31.3% in group 2 as is expected.

The higher, but not significantly, MIl oocyte rate in group
2 (79.2% versus 84.7%), in addition to the fact that the sur-
vival rate is lower in warmed oocytes than in warmed embryos,
could explain the higher average number of useful embryos
in group 2. It could be difficult, however, to understand that
group 1 can achieve the same results as group 2 with fewer
embryos. The fact that group 2 has a higher number of vit-
rified embryos to transfer, precisely two more vitrified embryos
per patient, needs to be taken into account (number of

vitrified embryos left after three transfers: group 1: 77
(1.5 £ 0.6 per patient); group 2: 159, 3.4 £ 1.7 embryos per
patient). Therefore, it is possible to achieve the same outcome
by using either oocyte vitrification or embryo vitrification; with
embryo vitrification, however, the patients will have more
stored embryos.

A difficult to explain result observed in this study is the
higher spontaneous abortion rate in the first cryopreserved
embryo transfer of group 2. It may be possible that some trans-
ferred embryos were already damaged by vitrification;
however, the percentage of damaged embryos would have
been the same in both groups, considering that the
post-warming evaluation was done absolutely equal. The dif-
ference in clinical spontanous abortion rates was statisti-
cally significant (9.7% versus 21.9%; P =0.04), so it is possible
that vitrification acts as an oocyte quality screening in group
1, and so the oocytes that did not survive because of its poor
quality, appeared in fact in group 2 and could be the cause
of the higher spontanous abortion rate.

Although the ongoing pregnancy rate and live birth rate
in the present investigation was similar in both study groups
after three embryo transfers, the aim was to identify the
protocol better suited to routine use in our clinic. From an
ethical point of view, our data lead us to choose oocyte vit-
rification as the better option for patients at risk of OHSS;
in our opinion (as in our country and culture), it is prefer-
able to avoid the creation of many excess embryos avoiding
legal and ethical complications often related to embryo
cryopreservation. Embryo vitrification led to 6.4 + 4.2 useful
embryos per patient, with a range of 1 to 16 vitrified embryos.
It could be that embryos created from warmed oocytes were
better than warmed embryos; however, in the latter case,
patients had two more vitrified embryos. Little is known about
the implantation rate of these embryos, and we do not know
their potential. Oocyte vitrification allows a number of oocytes
to be warmed sufficiently for achieving a good embryo trans-
fer (taking into account the the patient’s age, semen quality,
and embryo quality in previous cycles, limiting the number
of couples with higher numbers of cryopreserved embryos
than they will never use or need. Therefore, after warming
all vitrified oocytes, patients have the same likelihood of be-
coming pregnant as after warming embryos. They also have
the option of avoiding the creation of too many embryos
for storage. As embryos developed from previously vitri-
fied oocytes have a similar capacity of undergoing an
additional vitrification process and developing into healthy
pregnancies (Cobo et al., 2013), limiting the number of vit-
rified embryos may prove to be a more flexible option for
patients who have practical or ethical reasons for limiting
embryo number. Couples who desire only one child, single
women, couples experiencing marital distress, divorce or
couples in whom one partner has chronic illness may be
better served by limiting the number of cryopreserved
embryos. Couples who seek to maximize their family size,
however, would prefer cryopreservation of embryos rather
than oocytes.

The main bias in the present study is that it was not blinded
and truly randomized, as this is a difficult concept for pa-
tients to accept; however, allocation of patients to one of the
two groups based on the individual’s clinic record number was
respected and, even though design was not ideal, it demon-
strated similar results.
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In conclusion, in the present study, oocyte vitrification
yielded comparable results to those observed after embryo
vitrification in take home baby rate. Vitrification has been in-
corporated into IVF laboratories because it is simple, safe,
cheap, and reliable for cryopreserving oocytes, embryos, and
blastocysts.
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Las conclusiones que se derivan de la presente tesis son las siguientes:

La vitrificacidn se describe como un método de criopreservacion facil y eficiente, y
cuenta con un gran numero de publicaciones que lo apoyan como el primer
método elegido actualmente por los laboratorios de FIV a la hora de criopreservar

ovocitos, embriones y blastocistos.

La vitrificacion permite la criopreservacion de ovocitos, obteniéndose altas tasas
de supervivencia tras la desvitrificacion y resultados similares a los obtenidos con

ovocitos en fresco.

La vitrificacién de ovocitos, comprada con la congelacion lenta, tiene mayor tasa
de supervivencia, causa menor dafo celular y no produce fragmentacién en el ADN

ovocitario.

Cuando nos hallamos ante un caso de riesgo de SHO, la vitrificacién de ovocitos

ofrece mejores resultados que la estrategia del Coasting.

En las pacientes con riesgo de SHO una estrategia de prevencidn a seguir es la
estimulacion con antagonistas de la GnRH y la induccidon de la maduraciéon con
agonistas de la GnRH. Esto combinado con la vitrificacién de ovocitos o embriones

es una opcidn 100% segura, y que presenta muy buenos resultados clinicos.

La vitrificacion de ovocitos o embriones en pacientes con riesgo de SHO es una
eleccidon que dependera de cada caso, segun la historia previa de la paciente y la
valoracién de sus necesidades por parte del especialista, siendo ambas buenas

opciones en cuanto a su tasa de recién nacido vivo.
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