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Resumen

Introduccion: la vitrificacion es una técnica de criopreservacion de las denominadas
“rapidas”. En comparacion con los tradicionales procesos de congelacion lenta, la estrategia
de vitrificacion permite la eliminacion total de la formacion de cristales tanto intracelular
como extracelularmente. Permite poner las células directamente en el crioprotector y
sumergirlas en N2 liquido. Su aplicacion en el mundo ha ido creciendo exponencialmente y se
puede aplicar tanto a ovocitos como a embriones en cualquier estadio.

Objetivos: revision de la técnica de vitrificacion y presentacion de la experiencia de dos arios
en el Centro Iberoamericano de Reproduccion Asistida, la primera en Uruguay.

Material y método: se incluyeron 17 pacientes de las que se han vitrificado y desvitrificado
embriones. Se uso el método comercial Cryotop con las soluciones de vitrificacion de

Kitazato.

Resultados: con una media de embriones vitrificados de 2,71 (£0,69) por paciente, la tasa de
supervivencia global de los embriones tras la desvitrificacion fue de 93,4%. Con una media de
embriones transferidos de 2,41 (+£0,62), la tasa final de embarazo fue de 47,1%. La edad de las
pacientes en las que se logra embarazo es menor (media 30,0 £2,51) que las que no lo logran.
Conclusiones: la vitrificacion como método de criopreservacion se muestra prometedor y como

buen sustituto de las técnicas de congelacion lentas, debido a su alta tasa de éxito, su
fiabilidad y la rapidez de ejecucion, con resultados reproducibles.
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Introduccion

La preocupacion por la criopreservacion del material
reproductivo ha seguido una trayectoria practicamente
paralela al desarrollo de las técnicas de reproduccion asis-
tida. Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) vienen
realizandose desde la década de 1980. En el momento que
se empiezan a realizar las TRA con supraovulacion surge
una imperiosa necesidad de criopreservar los embriones
sobrantes tras la transferencia embrionaria. Esta necesi-
dad derivada de los problemas tanto éticos como logisticos
para oftrecer futuras tentativas con un costo inferior, hace
que crezca la necesidad de desenvolver protocolos de
congelacion que sean eficaces. La preocupacion por la
preservacion de la fertilidad, bien en pacientes que quisie-
ran postergar la descendencia o bien en pacientes onco-
logicos que podrian ver su potencial reproductivo altera-
do o destruido tras los tratamientos, surge también. La
criopreservacion abarca ahora no sé6lo los embriones sino
también los gametos o células sexuales.

Tras el nacimiento de Louise Brown en 1978, mas de 3
millones de nifios han nacido mediante la aplicacion de las
TRA®. En 2009, se estima que unos 700.000 hayan nacido
de embriones criopreservados®. En 1985 se publica la pre-
servacion, por vitrificacion libre de formacion de hielo, de
embriones de raton y se postula como una alternativa real
a los protocolos tradicionales de enfriamiento lento/ca-
lentamiento rapido®. Este protocolo lento se venia usan-
do comunmente con resultados medianamente exitosos,
desde que en 1983 se publico el primer embarazo con em-
brion descongelado de ocho células®. Con este protoco-
lo, el tiempo que lleva el proceso varia entre 90 minutos y
cinco horas. Durante su ejecucion el congelamiento inclu-
ye la formacion de cristales de hielo, tanto intra como
extracelulares, al mismo tiempo que un aumento en la con-
centracion de sustancias disueltas. Debido a que ambos
fendmenos pueden ser nocivos para la viabilidad del em-
brion, la congelacion tradicional debe mantener un equili-
brio muy fino entre ambos fenémenos que puede dar lu-
gar a dafios por formacion de hielo, dafios osméticos, frac-
tura de la zona y los blastomeros y alteraciones del
citoesqueleto®.

Se ha comprobado que la vitrificacion evita esos pro-
blemas®. En la vitrificacion se produce una solidificacion
de los solutos parecida al vidrio sin la formacion de crista-
les de hielo®. Este hecho se produce por la via de dos
mecanismos: aumentar las concentraciones de crioprotec-
tores o aumentar las tasas de enfriamiento, o ambas®.

La vitrificacion empezo6 usandose para criopreserva-
cion principalmente de ovocitos y blastocistos, debido a
que la mayoria de los embridlogos se niegan a exponer los
embriones a las altas concentraciones (30% a 50%) de
crioprotectores requeridas para conseguir el estado vitri-
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ficado. Sin embargo, hoy los protocolos se han mejorado
y no se necesita tanta cantidad de crioprotector, pudien-
do usarse la técnica sin reservas®.

El proposito del presente trabajo fue: a) hacer una re-
vision y exposicion de los hechos mas significativos rela-
cionados con la vitrificacion para aclarar mitos y confu-
siones, y b) presentar los datos obtenidos desde que se
empez6 a implantar la técnica hace dos afios en el Centro
Iberoamericano de Reproduccion Asistida.

Revisién de la literatura
Fenomenos fisicos y quimicos de la vitrificacion

Por debajo de temperaturas de -130 °C” cualquier liquido
que permanezca sin congelar entre los cristales de hielo
pasa a una transicion de vidrio. Las moléculas se pegan
unas a otras mediante uniones de hidrogeno débiles. En
este estado, las moléculas, en vez de moverse libremente,
simplemente vibran en un lugar. Dado que las moléculas
no se mueven libremente, se para toda reaccion quimica y
se preserva la vida. Para que las células vivas sobrevivan
a este proceso se deben afiadir los crioprotectores, molé-
culas tales como el glicerol, que penetran dentro de las
células y limitan el porcentaje de agua que se convierte en
hielo durante la congelacion.

Luyet ya describid que la cristalizacion es incompati-
ble con la vida y deberia ser evitada en la mayor medida
posible®. Asi, en 1984, Fahy y colaboradores® propusie-
ron la adicion de cantidades tan elevadas de crioprotector
que la formacion de hielo fuese completamente prevenida
a cualquier temperatura. Por debajo de la temperatura de
transicion del vidrio, el material vendria a ser un sélido
vidrioso, es decir, un solido con la estructura molecular de
un vidrio, libre de formacion de hielo. Este proceso se
denomind vitrificacién. La congelacion a velocidades
ultrarrapidas se consider6 igualmente como una opcion
para eliminar la formacion de hielo y crear un estado de
vidrio. La definicion fisica de vitrificacion es la solidifica-
cion de una solucidn; el agua se enfria rapidamente y se
forma un estado de vidrio desde una fase liquida a baja
temperatura, no por la cristalizacion de hielo sino por una
elevacion extrema de la viscosidad durante el enfriamien-
to. Segun el grupo de Fahy, “la viscosidad de la muestra
aumenta hasta que las moléculas se inmovilizan y la mues-
tra ya no es mas un liquido sino que tiene propiedades de
s0lido™®. Estos conceptos constituyeron la idea de vitri-
ficacion. En contraste a los protocolos de congelacion
lenta, durante la vitrificacion toda la solucién permanece
sin cambiar, el agua no se precipita y no se forman crista-
les de hielo"?,

Es util distinguir entre vitrificacion reversible y vitri-
ficacion morfologica. Mientras que la vitrificacion reversi-
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ble es aquella en la que el material se recupera del proceso
de vitrificacién en un estado viable, la vitrificacion
morfologica es aquella en la que hay una buena preserva-
cion estructural pero las enzimas u otras biomoléculas
importantes se dafan por el procedimiento”.

El hecho de que la vitrificacion sea el resultado de
altas tasas de enfriamientos con altas concentraciones de
crioprotector resulta problematico bioldgicamente hablan-
do y técnicamente dificil®). Por tanto, la velocidad de en-
friamiento y calentamiento y la concentracion de criopro-
tector son las variables claves en la vitrificacion. Debido a
las limitaciones que ambas variables imponen (limite téc-
nico en la velocidad y limite de toxicidad del crioprotec-
tor), debe existir un equilibrio entre ambas variables para
garantizar la eliminacion de formacion de cristales tanto
intracelulares como extracelulares.

La ventaja que ofrece el aumento en las tasas de en-
friamiento y calentamiento es la de una necesidad dismi-
nuida en la cantidad de crioprotector, disminuyendo asi
tanto el dafio toxico como osmético; ademas, proporciona
que el paso por las zonas peligrosas de temperatura (de 15
°C a -5 °C) sea rapido y se disminuya el dafio de chilling
(dafio por enfriamiento)'?. Este aspecto es muy impor-
tante para las estructuras sensibles, especialmente las que
tienen alto contenido en lipidos'?. El aumento en las ta-
sas de enfriamiento y calentamiento se puede alterar de
tres maneras: minimizando la solucion alrededor del mate-
rial, minimizando el aislante térmico (contacto directo en-
tre N2 y el crioprotector), evitar la formacion de vapor de
N2. Como hemos comentado, la formacion de cristales de
hielo dentro de las células causa dafio o muerte celular, o
ambos. Para proteger del dafo chilling se intenta quitar la
mayor cantidad de agua intracelular que sea posible, an-
tes de la congelacion, para que la formacion de cristales
de hielo dentro de la célula sea minima, intentando asegu-
rar asi la viabilidad celular poscongelacion. Sin embargo,
si se extrae agua en exceso, puede haber un dafio celular
debido a un ambiente intracelular altamente concentrado.
Los crioprotectores son los compuestos que actlan para
conseguir la deshidratacion celular deseada. Pueden divi-
dirse en agentes permeables (entran en la célula y despla-
zan el agua) y no permeables (permanecen fuera de la cé-
lula pero sacan el agua por 6smosis). Normalmente se usa
una combinacion de ambos tipos de crioprotectores; el
crioprotector mas comunmente usado en vitrificacion es
el etilenglicol (EG) que parece tener un bajo efecto toxi-
co*19 g pesar de que algunos autores han sugerido que
puede no ser un buen crioprotector para embriones en
pronucleo, y una rapida difusion junto con un rapido equi-
librio intra-extracelular’®. Se han reportado nacimientos
normales con la aplicacion de este crioprotector!-'®, por
lo que su uso parece bien justificado.

Ademas del crioprotector propiamente dicho, las so-
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luciones de vitrificacion contienen otras moléculas y so-
luciones tampon que tienen un efecto protector sobre las
células. Con la combinacion de moléculas se consigue
también una disminucion del crioprotector'; para tal efec-
to se afladen otras moléculas no permeables que perma-
necen en el area extracelular y también se puede usar una
combinacion de dos crioprotectores y exposicion paso a
paso de las células a la solucion. En general, las solucio-
nes de vitrificacién contienen una combinacion casi
equimolar de EG y dimetilsulfoxido (DMSO). El DMSO es,
aligual que el EG, un crioprotector permeable. Los tampo-
nes mas usados son HEPES o los basados en fosfato.
Otras moléculas que modifican la solucion de vitrificacion
son los disacaridos como la sacarosa y fructosa, entre
otros®”, 0o macromoléculas tales como polimeros que pue-
den constituir una matriz viscosa que ayuda en la preven-
cion de la cristalizacion®P. Algunos de los métodos dise-
flados para la vitrificacion, sin entrar a detallarlos, han
sido la pipeta de denudacion flexipet (FDP), tal vez el mé-
todo mas empleado sea el Cryotop ideado por Kuwayama
(método de volumen minimo), entre los sistemas “abier-
tos” y, por otra parte, el High Security Vitrification Kit-
HSV entre los sistemas “cerrados”.

La vitrificacion con distintas muestras

Con respecto a los ovocitos hay que mencionar que la
vitrificacion parece ser una alternativa real y efectiva a la
congelacion lenta. Hasta ahora, a pesar de haberse conse-
guido embarazos®*?9, los resultados eran inconsisten-
tes, haciendo que la congelacion ovocitaria no se practi-
que rutinariamente. Los ovocitos deben tolerar contrac-
ciones y expansiones volumétricas, pero son mas vulne-
rables a la cristalizacion que los embriones de cualquier
estadio, debido a una permeabilidad reducida de las mem-
branas citoplasmaticas de estos®®. Los ovocitos son al-
tamente sensibles a la hinchazon osmotica, sea durante la
etapa de retirada del crioprotector, sea justo tras el calen-
tamiento®”. Sin embargo, la vitrificacion ha demostrado
ser mas eficaz que el protocolo lento con respecto a tasas
de supervivencia y desarrollo posterior del embrion y tasa
de nacimientos®.

Con respecto a los zigotos, es destacable que este
estadio es muy favorable para la criopreservacion, bien
sea lenta o por vitrificacion, debido a que la reaccion cor-
tical y endurecimiento posterior de la zona pelucida pare-
ce conferir al oolema una mayor estabilidad para resistir la
baja temperatura y los cambios osmoéticos. A pesar de que
seglin algunos autores el EG es toxico para este estadio'?),
este problema, de existir, parece quedar resuelto con las
menores cantidades de crioprotector y la alta tasa de en-
friamiento de los protocolos actuales®.

Los aparentemente buenos resultados obtenidos en
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la aplicacion de la vitrificacion en embriones en estadio de
células y blastocistos parecen sefialar hacia un aumento
en la aplicacion de la técnica, hecho que puede dar paso a
un uso mayor del cultivo largo para evitar los embarazos
multiples dado que la preservacion de blastocistos dara
buen resultado®*”. Por otra parte, permitira a la paciente
un éxito mayor en las criotransferencias y una menor ne-
cesidad de ciclos multiples.

Osada y colaboradores®” estudiaron la eficacia clini-
ca del Cryotop con respecto a transferencia en fresco de
blastocistos, observando que 98,6% sobrevivid y 55,6%
(275/495) quedaron embarazadas. El porcentaje de emba-
razo fue superior en el grupo de criotransferencias que en
el de transferencias en fresco. Con respecto a los blasto-
cistos, hay que destacar que la probabilidad de formacion
de cristales de hielo es directamente proporcional al volu-
men del blastocele y directamente proporcional a la visco-
sidad y tasa de enfriamiento. Por tanto, se ha observado
una disminucion en la tasa de supervivencia tras la vitrifi-
cacion a medida que el volumen de la cavidad aumentaba.
Como la vitrificacion puede endurecer la zona, algunos
autores aconsejan realizar eclosion asistida antes de la
transferencia®). Como es 16gico, tanto en la criopreserva-
cion en estadio celular como en la de blastocistos es de
suma importancia la calidad de los embriones, determi-
nando la supervivencia del proceso de criopreservacion y
el desarrollo ulterior del embrion descongelado, al igual
que la implantacion y las tasas de embarazo evolutivo.
Otras muestras objeto de vitrificacion son el tejido ovarico
y los espermatozoides; sin embargo, no son objeto del
presente trabajo y, por tanto, no trataremos sobre ellos.
Eso si, se debe destacar que los espermatozoides no son
un buen material pues debido al choque osmético no re-
sisten bien la vitrificacion.

El método Cryotop

El Cryotop es un método de vitrificacion de volumen mini-
mo, probablemente el método mas usado en el mundo®>*.
Consiste en un soporte especial que se compone de una
tira de polipropileno delgada y estrecha (0,4 mm ancho, 20
mm largo, 0,1 mm espesor) unida a un soporte de plastico
duro. Con el fin de proteger el soporte del dafio mecanico
durante el almacenaje, se protege con un capuchon plas-
tico alargado de 3 cm; en este capuchon se inserta la tira
de polipropileno. Al minimizar el volumen de la solucion
de vitrificacion en la que estan los ovocitos o embriones
se aumentan las tasas de enfriamiento y calentamiento y
se disminuye la formacion de cristales de hielo!V. Se dis-
minuye también el dafio de chilling que ocurre entre los
+15 °C1 y los -5 °C al pasar la muestra rapidamente por
esta zona de temperatura. La tasa para evitar este dafo
debe ser de unos 20.000 C/min®¥. Aparentemente con
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Cryotop se consigue una tasa de hasta 40.000 C/min. Al
usar un volumen minimo (volumen de solucion de vitrifi-
cacion cargado en soporte menor a 0,1 ml), se puede evitar
dafio por fractura de la zona peltcida y de las membranas
celulares, dafio relativamente comun con la congelacion
por métodos convencionales; otros métodos de volumen
minimo son el MSD (gota de tamafio minimo) y el Cryoloop.
Una variedad de soluciones crioprotectoras pueden ser
usadas con el método Cryotop y los parametros de equili-
brio y dilucion se pueden variar segun los requisitos es-
pecificos de las especie o el estadio de desarrollo.

En general, parece que una proporcion equimolar de
DMSO y EG provee la combinacion mas efectiva, usando
un equilibrio de dos pasos y una suplementacion con sa-
carosa en la concentracion final. El etilenglicol, dadas sus
propiedades como crioprotector altamente permeable y
de toxicidad moderada, es considerado como un compo-
nente estandar de las soluciones de vitrificacion de mayor
éxito. Su combinacion con DMSO fue usada por primera
vez con éxito por Ishimori y colaboradores®, reportan-
dose posteriormente que el DMSO aumentaba la permeabi-
lidad del etilenglicol®®.

Material y método
Pacientes

Se incluyeron 17 pacientes de las que se han vitrificado y
desvitrificado embriones. El numero total de pacientes con
embriones vitrificados es superior, si bien, al no haberse
procedido a su desvitrificacion y transferencia posterior,
no han sido incluidas para el analisis de datos. Las pa-
cientes tenian una edad media de 33,5 + 3,4 afos. Las
pacientes fueron informadas tal sobre el uso de material
humano y firmaron un documento de consentimiento in-
formado.

Procedimiento

Las pacientes se sometieron a hiperestimulacion ovarica
controlada. A partir del dia 3 del ciclo se inici6 estimula-
cion con r—FSH, seguida, al dia 12, de la aplicacion de hCG.
Unas 36 horas después se realizo la aspiracion folicular
por via transvaginal ecoguiada. Tras cultivo embrionario
se realizo la transferencia en fresco en D3, D4 o0 D5. Tras
realizar la transferencia de embriones en fresco se proce-
di6 a vitrificar los embriones sobrantes, sea en estadio de
células (D3), en proceso de compactacion (D4), o en
blastocisto (D5). Tanto el cultivo embrionario como la
transferencia han sido realizados con medios Global (Life
Global, IVFOnline; Guelph, ON, Canada.)

Para el proceso de vitrificacion/desvitrificacion se usd
el método comercial Cryotop con las soluciones de vitrifi-
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cacion de Kitazato (Cryotop; Kitazato Bio Pharma Co, Fuji-
shi, Japon).Una vez finalizado el proceso, la calidad fue
dividida en regular y buena.

Vitrificacion: el procedimiento de dos pasos, aunque
ya descrito extensivamente en una serie de trabajos pre-
vios@®332370_ge explica brevemente. Tras un equilibrio con
EG (7,5%) y DMSO (7,5%) (en ningtin caso se excedera un
tiempo total de 15 minutos) se pasa el material a la solu-
cion de vitrificacion que contiene EG (15%), DMSO (15%),
y sacarosa (0,5 mol/l), y se carga el material con un capilar
de vidrio fino, depositandolo sobre la tira de polipropile-
no con un volumen <0,1 ml.

Tras depositar el material, casi toda la solucion se ex-
trae para dejar s6lo una fina pelicula cubriendo el material
y la muestra se sumerge rapidamente en nitrogeno liquido
(este paso no debe exceder los 60 segundos).

Seguidamente se procede a poner el capuchdn, prote-
giendo asi la tira plastica y, por ende, al material vitrifica-
do. Tras este paso la muestra se almacena en nitrogeno
liquido.

Desvitrificacion: durante el proceso de descongela-
cion se procede a quitar el capuchdn protector mientras el
soporte esta aun sumergido en nitrogeno liquido. La tira
de polipropileno se sumerge directamente en un medio a
37 °C que contiene sacarosa con el fin de contrarrestar el
desequilibrio del choque osmético causado por los crio-
protectores acumulados intracelularmente. Esta solucion
de descongelacion (TS) se usa en volumen de 0,5 a 1ml
(en placa de cuatro pozos o de pozo central).

Los embriones se pasan secuencialmente por solucio-
nes de dilucion (DS) y de lavado (WS) en volumen de 300
ml (en placa provista por la propia compaiiia) previas al
paso al medio definitivo, bien para mantenerlos en culti-
vo, bien para transferir el material.

Andlisis estadistico

Se han utilizado métodos estadisticos tradicionales para
calcular media (+SD) y porcentaje. Ademas, se han usado
las pruebas y2 para las variables cualitativas (dos catego-
rias), y la prueba T student para muestra independientes
para la variable edad. Todos los calculos fueron realiza-
dos con el paquete estadistico SPSS (version 1.3).

Resultados

Con una media de embriones vitrificados de 2,71 (+£0,69),
la tasa de supervivencia global de los embriones tras la
desvitrificacion fue de 93,4%; por otra parte, la tasa final
de embarazo, con una media de embriones transferidos de
2,41 (£0,62), fue de 47,1%.

En relacion con la edad de las pacientes se ha obser-
vado una diferencia estadisticamente significativa entre
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las que han obtenido embarazo y las que no (embarazadas
= 30,0 +£2,51 versus no embarazadas = 34,0 +1,93 afios;
p<0,05).

Al analizar la posible relacion entre las variables emba-
razo y calidad de la vitrificacion, se ha observado que no
existe dependencia (p>0,05). El porcentaje de embarazo en
funcidn de la calidad se presenta en la tabla 1.

Por tltimo se muestran los casos individuales (n=17)
con respecto al analisis de la calidad anotada del material
previo a la vitrificacion y tras la desvitrificacion (tabla 2).

Discusion

Nuestros resultados obtenidos con la vitrificacion de em-
briones humanos son muy satisfactorios como muestran
los resultados, obteniendo 47,1% de tasa de embarazo,
con una media de embriones transferidos de 2,41; segun
nuestro conocimiento, estos son los primeros resultados
obtenidos con esta técnica en Uruguay.

Tal como apuntan Kuwayama y colaboradores®*3%,
hemos constatado que el método Cryotop es relativamen-
te facil de aprender (corta curva de aprendizaje), ademas
de simple y fiable, los resultados son consistentes y las
variaciones interoperario minimas. Mas aun, las solucio-
nes y parametros de equilibrio/dilucion pueden aplicarse
a los ovocitos MII, zigotos y embriones humanos, 1o que
evita que haya mas de un protocolo de congelacion de-
pendiendo del estadio de desarrollo embrionario y permi-
te estandarizar y optimizar los protocolos y, por tanto, la
fiabilidad del método y el tiempo.

El principio de volumen minimo de Cryotop™ aumen-
ta la tasa de enfriamiento y calentamiento (hasta 40.000 C/
min), lo cual puede contribuir a la tasa de supervivencia
mejorada y consistente, y a las tasas de desarrollo tanto in
vitro como in vivo.

Parece que la vitrificacion fuese la gran desconocida o
malentendida pues, a pesar de la extensa literatura dispo-
nible sobre la técnica (mas de 500 articulos en diez afios),

Tabla 1. Distribucion porcentual de los embarazos
obtenidos en relacién con la calidad de los
embriones vitrificados

Calidad de los embriones  Total

No embarazo regular buena 100%
Embarazo 55,6% 44,4% 100%
Total 25,0% 75% 100%
41,2% 58,8 100%

Prueba 2
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Tabla 2. Descripcion individual cualitativa de los
embriones de las 17 pacientes estudiadas;
la calidad anotada se refiere al material previo
a la vitrificacion y tras la desvitrificacion
(1=regular y 2=buena)

Paciente Vitrificacion Desuvitrificacion
1 1 1
2 2 2
3 2 2
4 2 2
5 2 2
6 2 2
7 1 1
8 1 1
9 1 1
10 1 1
11 2 2
12 2 2
13 2 2
14 2 2
15 2 2
16 1 1
17 1 1

aun es considerada como experimental por muchos auto-
res®®, Hasta ahora, con respecto a la técnica, los principa-
les problemas han sido la falta de reproducibilidad®, al
igual que diferencias en la supervivencia, calidad y tasa
de desarrollo tras la descongelacion, aspectos respecto a
los cuales no hay una clara informacion. Si bien los datos
parecen indicar que sus resultados en ninglin caso son
inferiores a los de la congelacion tradicional, existen pro-
blemas en torno a la técnica empezando por su simple
definicion. Si bien muchos articulos la describen simple-
mente como la aplicacion de altas concentraciones de crio-
protectores y de altas tasas de enfriamiento, se debe tener
en cuenta que estas variables modifican la una a la otra, de
tal modo que se puede vitrificar con menos crioprotector
aumentando la tasa de enfriamiento y viceversa®'", Aho-
ra bien, lejos de todos los parametros susceptibles de
modificacion, la vitrificacion, por su propia definicion, es
meramente una solidificacion libre de hielo, vitrea y trans-
parente de soluciones basadas en agua a temperaturas
bajo cero®.

Las disparidades de resultados respecto a tasas de
supervivencia y desarrollo bien podrian deberse a los dis-
tintos soportes usados para vitrificar, con propiedades
diferentes a la hora de la transferencia de temperatura.
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Ademas, el hecho de que se hayan formulado tantas solu-
ciones de vitrificacion diferentes, no ayuda a que se per-
feccione una unica metodologia.

Hay que tener en cuenta que existen muchas variables
en el proceso de vitrificacion que pueden influir enorme-
mente sobre la efectividad y el potencial de mejorar las
tasas de supervivencia del material vitrificado, lo cual ha
evitado la estandarizacion universal del protocolo. A sa-
ber: 1) tipo y concentracion del crioprotector (practica-
mente todos son toxicos); 1) temperatura de la solucion
de vitrificacion durante el procedimiento; III) tiempo de
exposicion a la concentracion final de crioprotector antes
de sumergirlo en N2 liquido; IV) tipo de soporte usado
para vitrificacion (influye sobre la pelicula de vapor que
se forma y la tasa de enfriamiento), y V) calidad y estadio
de desarrollo del material.

Con respecto a la vitrificacion del agua intracelular
para evitar la formacion de cristales y dafno de chilling,
hay dos procedimientos principales: aumentar la diferen-
cia de temperatura entre las muestras y el medio de vitrifi-
cacion y usar materiales con rapida transferencia de calor.
Mas aun, se debe tener en cuenta que la tasa real de trans-
ferencia de calor durante el procedimiento puede variar
ostensiblemente dependiendo del soporte, el perfeccio-
namiento técnico, y el movimiento durante la inmersion®.
Ademas, también hay que tener en cuenta que cada célula
tiene su tasa de enfriamiento dptima. Los ovocitos tienen
mas propension al dafio por chilling que los embriones
de cualquier estadio.

Sin embargo, a pesar de los malentendidos y 1a falta de
claridad, la criopreservacion se muestra prometedora para
la criopreservacion de ovocitos y embriones®’*®, y el
método Cryotop parece ofrecer los mejores resultados
hasta la fecha. Como ya se comento es un método abierto
de vitrificacion de volumen minimo.

Los resultados obtenidos con el Cryotop, segun
Kuwayama y colaboradores®>*®, son espectaculares, con
una tasa de supervivencia morfologica de 100% con em-
briones en estadio de prontcleos, llegando 52% de estos
a estadio de blastocisto, siendo estas tasas superiores a
las de la criopreservacion convencional. Por otra parte,
con una muestra de 6.328 blastocistos humanos, la tasa
de supervivencia fue de 90%, resultando en 53% de emba-
razos clinicos y 45% de nacidos vivos. Sin duda, estos
son los valores mas exitosos documentados usando vitri-
ficacion. Lieberman y colaboradores®®, por su parte, han
publicado una tasa de embarazo con vitrificacion de blas-
tocistos en D5 de 48,7% versus 42,8% con métodos tradi-
cionales. Los resultados para embriones en D6 fueron tam-
bién de aproximadamente 43%. Si bien seglin estos auto-
res no queda claro que la vitrificacion ofrezca resultados
mejores, queda totalmente manifiesto que sin duda los
resultados son, al menos, equiparables. Nuestros resulta-
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dos pasan a confirmar y apoyar el éxito de la vitrificacion
como método de eleccion para la criopreservacion de em-
briones, a pesar de que nuestros resultados no sean tan
altos como los del grupo de Kuwayama.

El mismo grupo, vitrificando ovocitos en MII, obtuvo
una tasa de supervivencia morfologica de 95%, con una
tasa de fertilizacion normal por ICSI de 91% y llegando a
blastocisto el 50% de estos, resultando en una tasa de
embarazo de 41%%?. Si bien nosotros hemos realizado
vitrificacién de ovocitos, aun no hemos procedido a su
descongelacion, por lo cual no poseemos datos para po-
der comparar. Segun estos autores, aproximadamente 50
bebés han nacido fruto de la vitrificacion con el método
Cryotop, lo que ha convertido a este método en el mas
exitoso hasta el momento de los métodos de vitrificacion.

Por otra parte, no podemos olvidar la importancia atri-
buida por muchos entendidos al contacto con el N2 liqui-
do; si bien hoy dia es un requisito, en la mayoria de los
protocolos puede evitarse aunque algunos autores abo-
gan que no es tan posible la contaminacion como algunos
preconizan®?. Sea como fuere, uno de los argumentos en
contra de la vitrificacion es la posibilidad de contagio de-
bido al contacto de la muestra con el N2 liquido; en este
sentido, el método Cryotop, que es un método abierto,
esta expuesto a tales juicios en contra. Desafortunada-
mente, la mayoria de los métodos actuales de vitrificacion,
al igual que el Cryotop, aun comparten y presentan estos
problemas. Ahora bien, si se ha reportado la posible infec-
cion embrionaria tras la exposicion artificial a altas con-
centraciones de virus, la posibilidad real de un ambiente
tan adverso es practicamente inexistente. Es mas, en nin-
gun caso se ha documentado la contaminacion real en la
clinica®. Por tanto, parece que el peligro real es mucho
menor al enfatizado por los criticos. No obstante, en algu-
nos paises se empiezan a considerar opciones para evitar
que pueda pasar. Si bien el peligro de contaminacion por
N2 es real, tampoco debe sobreestimarse. En cualquier
caso es preferible eliminar este peligro y con este fin han
surgido muchos intentos en los Gltimos afios®**9.

Asi pues se estan ideando nuevos soportes, por ejem-
plo el CryoTip o Vitritip®®, que es un capilar estrecho que
puede sellarse tras la carga con una solucion de volumen
minimaj; sin embargo, parece que los resultados ofrecidos
con respecto a tasas de desarrollo de ovocitos humanos
son ligeramente inferiores a los obtenidos con el Cryotop.
En el presente afio, Lieberman ha publicado resultados
muy similares, sin diferencia estadisticamente significati-
va, usando el método Cryotop y el HSV®. Alternativa-
mente se estan tomando otras precauciones como filtrar o
esterilizar el N2, separar las fases de congelacion y alma-
cenaje protegiendo con sellado tras la congelacion y pre-
vio al almacenaje y la aparicion de otros dispositivos.

El peligro del N2 existe, pero no es tan probable como
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apuntan algunos autores, ya que los efectos toxicos y
osmoticos por las ultimas combinaciones y concentracio-
nes de crioprotectores no son mayores a los de la conge-
lacion convencional, con el coadyuvante de un menor
tiempo de exposicion a los crioprotectores que pueden
ser toxicos, especialmente en relacion al factor temperatu-
ra. Considerando la buena estadistica respecto a la super-
vivencia y al desarrollo posterior, tanto in vitro como in
vivo, la técnica puede considerarse como segura y eficaz.

Conclusiones

A tenor de todo lo expuesto y de los datos observados en
nuestra propia experiencia, la vitrificacion se muestra como
un método de criopreservacion prometedor y como buen
sustituto de las técnicas de congelacion lentas. Si bien
puede variar segun el método, la vitrificacion ofrece mu-
chas ventajas y beneficios, tales como eliminacion de for-
macion de cristales de hielo al aumentar la tasa de enfria-
miento y disminucion del efecto toxico y osmotico de los
crioprotectores al disminuir su concentracion. Todo esto
permite reducir el riesgo de dafio por chilling,y esto per-
mite una mayor tasa de supervivencia del embrion. En
nuestra experiencia el método Cryotop parece un método
seguro, rapido y fiable, con resultados reproducibles.
Debido a la conveniencia del método, pero también a sus
inquietudes, especialmente sobre bioseguridad, pensamos
que la técnica alcanzara en los afios venideros un mayor
nivel de eficacia clinica y uso.

Summary

Introduction: vitrification is a cryopreservation technique
that forms part of the so called “fast” cryopreservation
techniques. Compared to traditional slow freezing pro-
cesses, vitrification enables the total elimination of both
intracellular and extracellular crystal formation.

It allows for placing the cells directly on the
cryoprotector and submersing them in liquid nitrogen. Its
application around the world has exponentially grown and
the technique may be applied both to ovocytes and em-
bryos at all stages.

Objectives: to carry out a review of the vitrification
technique, the first one to be conducted in Uruguay, and
to present the two-year experience at the Ibero-American
Center for Assisted Reproduction.

Method: we included 17 patients in our study, the
embryos of which have been vitrified and unvitrified. We
used the commercial Cryotop method with the Kitazato
vitrification solutions.

Results: with an average of 2,71 (+£0,69) vitrified em-
bryos per patients, global embryo survival rate after vitri-
fication was 93,4%. With an average of 2,41 (+0,62) em-
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bryos transferred , the final pregnancy rate was 47,1%.
The average age of patients who succeeded in getting
pregnant is lower (average 30,0 £2,51) than those who fail
to get pregnant. .

Conclusions: vitrification as a cryopreservation
method appears to be a promising technique and seems to
be a good substitute for show freezing technique, due to
its high-success rates, its reliability and execution speed,
with replicable results.

Résume

Introduction: la vitrification est une technique de cryo-
conservation des dénommées “rapides”. En comparaison
avec les processus traditionnels de congélation lente, la
stratégie de vitrification permet d’éliminer totalement la
formation de cristaux aussi bien au niveau intracellulaire
qu’extracellulaire. Elle permet de mettre les cellules
directement dans le cryoprotecteur et de les submerger
dans du N2 liquide. Son application dans le monde a
augmenté de fagon exponentielle et elle peut étre appliquée
aussi bien a des ovocytes qu’a des embryons quelque
soit I’¢étape a laquelle ils sont.

Objectifs: révision de la technique de vitrification et
de présentation de I’expérience de deux années, au Centre
Ibéro-américain de Reproduction Assistée, la premiére en
Uruguay.

Matériel et méthode. on a inclus 17 patientes dont les
embryons on a vitrifié et dévitrifié. On a utilisé la méthode
commerciale Cryotop avec les solutions de vitrification de
Kitazato

Résultats: avec une moyenne d’embryons vitrifiés de
2,71 (+£0,69) par patiente, le taux de survie globale des em-
bryons apres la dévitrification a été de 93,4%. Avec une
moyenne d’embryons transférés de 2,41 (£0,62), le taux
final de grossesse a été¢ de 47,1%. L’age des patientes
auquel on réussit une grossesse est inférieur (moyenne
30,0+2,51) que celui de celles chez lesquelles on ne réussit
pas.

Conclusions: la vitrification comme méthode de
cryopréservation se montre prometteur et est un bon
substitut des techniques de congélation lentes, dii a son
taux élevé de réussite, sa fiabilité et la rapidité d’exécution,
avec des résultats reproductibles.

Resumo

Introdugdo: a vitrificagdo ¢ uma técnica de criopreservacao
do grupo das chamadas técnicas “rapidas”. Comparada
com os processos tradicionais de congelagdo lenta, a vi-
trificagdo permite eliminar totalmente a formagao de cristais
tanto intra como extracelulares. Permite também colocar
as células diretamente no crioprotetor e submergi-las em
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N, liquido. Em todo o mundo sua aplicagdo vem crescendo
exponencialmente e pode ser utilizada tanto com ovdcitos
como a embrides em qualquer estagio.

Objetivos: revisdo da técnica de vitrificagdo ¢ apresen-
tagdo da experiéncia de dois anos no Centro Iberoamerica-
no de Reproducdo Assistida, a primeira no Uruguay.

Material e método: foram incluidas 17 pacientes que
cujos embrides haviam sido vitrificados e desvitrificados.
O método comercial Cryotop com solugdes de vitrificagdo
de Kitazato foi utilizado.

Resultados: A média de embrides vitrificados foi de
2,71 (+0,69) por paciente com uma taxa de sobrevivéncia
global dos embrides depois da desvitrificagdo de 93,4%.
Com uma média de embrides transferidos de 2,41 (+0,62), a
taxa final de gravidez foi de 47,1%. A idade das pacientes
que engravidaram (média 30,0 +2,51) era menor que a das
que ndo engravidaram.

Conclusédes: a vitrificagdo se apresenta como um mé-
todo de criopreservagdo prometedor e um bom substituto
das técnicas de congelacdo lenta devido as altas taxas de
sucesso, sua confiabilidade e rapidez para sua execugio,
com resultados reproduziveis
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