CONGELACION LENTA Y VITRIFICACION

Cuando hacemos una Fecundacion in vitro, normalmente generamos mas
ovulos (ovoticos) que en un ciclo natural en el s6lo se produce uno cada vez.
Con ello tenemos mas opciones de conseguir la gestacion. Si no conseguimos
la gestacion, es util conservar ovocitos o embriones para segundos o terceros
intentos y asi evitar tener que volver a estimular hormonalmente a la mujer y
volverla a hacer pasar por una puncion folicular. En muchos casos
conseguimos la gestacion en los primeros intentos y sobran ovocitos o
embriones que pueden guardarse para segundas gestaciones.

Para decidir si congelar ovocitos o embriones tenemos que tener en cuenta la

siguiente tabla:

Ventajas de la Congelacion de embriones
o Técnica con mayor experiencia y disponible en mayor nimero de centros
o Embriones ya formados, no es necesario fecundarlos después de la

descongelacién

Inconvenientes de la Congelacion de embriones
« Necesidad de pareja masculina. Si la pareja se separa durante el proceso
hay problemas

« Mayor proteccion legal, problemas para cese conservacion

Ventajas de la Congelacion de ovocitos
e No es necesario pareja masculina. La propietaria es la mujer

« No problemas para cese conservacion

Inconvenientes de la Congelacion de ovocitos
e Técnica con menor experiencia
« Hay que fecundarlos después de descongelarlos. Se suelen fecundar

alrededor de un 70% de los 6vulos congelados



En ultimo caso, la decision de congelar ovocitos o embriones debera ser
tomada teniendo en cuenta la opinidn de la mujer y la experiencia de cada
centro en cada una de las técnicas

Para la criopreservacion de embriones o de 6vulos maduros
(ovocitos)necesitamos estimular los ovarios para producir un nidmero mayor de
ovulos y tener mayor posibilidades de conseguir una posterior gestacion.
Actualmente existen dos técnicas utilizadas en los laboratorios para
criopreservar ovocitos y embriones, la llamada congelacion lenta y la
vitrificacién. Tanto si es para congelar ovocitos como para congelar embriones,
necesitamos realizar un tratamiento hormonal encaminado a obtener una
respuesta multi-folicular y una posterior puncion-aspiracion del contenido
folicular de los ovarios para recuperar los 6vulos maduros. Este proceso esta
estandarizado en las clinicas de reproduccion asistida y existen diferentes
protocolos de estimulacion ovarica segun las caracteristicas clinicas de la
mujer (edad, antecedentes, indice de masa corporal, etc...). Podemos distinguir
tres fases en el proceso: estimulacion, extraccion, identificacion y
criopreservacion.

1) Estimulacion de la maduracion de los 6vulos en los ovarios mediante la
administracion diaria de hormonas. La mujer se las puedes autoinyectar por via
subcutanea. El tiempo preciso es variable y suele oscilar entre 10-12 dias.
Durante ese periodo se hacen controles con ecografias por via vaginal y
analisis de hormona (estradiol) en sangre. Estos datos permiten conocer cdémo
estan respondiendo los ovarios al tratamiento y determinar el dia correcto de la
extraccion de los ovulos.

2) Extraccién de los 6vulos de los ovarios. Se hace mediante puncion y
aspiracion de los foliculos ovéricos (que es donde estan los 6vulos). Para ello
se introduce una aguja a través de vagina hasta el foliculo ovarico que se va a
puncionar. Todo se hace bajo control visual ecogréfico y previa sedacién con
anestesia. No es preciso intubacion traqueal. La mujer esta dormida durante 5-
20 minutos y no ha de ingresar en el hospital. Todo el proceso es ambulatorio.
En una mujer menor de 35 afios se suelen extraer una media de entre 10-12
ovulos. Esta cifra de 6vulos obtenidos y la calidad de los mismos es muy

dependiente de la edad. A los 35 comienza a disminuir drasticamente el



namero y la calidad de los évulos recuperados de tal forma que entre los 41-42
afos las posibilidades de conseguir 6vulos validos son cercanas al 0%
(Broekmans et al. 2009).

3) Identificacion de los évulos. Los liquidos foliculares extraidos se observan al
microscopio, en el laboratorio contiguo a la sala de punciones, para identificar
los 6vulos y conocer su estado madurativo.

4) Criopreservacion de los 6vulos o de los embriones. Una vez identificado los
ovulos, se procede a la preservacion de los mismos en nitrogeno liquido. En el

caso de los embriones, se fecundan y luego se congelan.

Preservacion de ovocitos

Los ovocitos son mas dificiles de congelar que los embriones. Los ovocitos
tienen mayor contenido acuoso y una relacion tamafio/superficie mayor que los
embriones. Es por ello que las técnicas de congelacion de embriones se llevan
aplicando desde mediados de los afios 80 y la de ovocitos se lleva aplicando

sélo en los ultimos 5 afos.

Congelacion lenta

Es una técnica que consiste en evitar que se formen cristales de hielo en el
interior del ovocito. Para ello, se usan unos medios crioprotectores que se
incorporan al interior del ovocito y mediante una reduccion lenta de la
temperatura se consigue criopreservar el ovoctio sin dafarlo, sin formar
cristales de hielo que desgarren las estructuras celulares. Las fases del
procedimiento son: 1) Exposicién preliminar al crioprotector, a los fines de
reducir los dafios de cristalizacion de las células. 2) Reduccion progresiva de la
temperatura hasta los - 196°. 3) Almacenamiento de los 6vulos congelados. 4)
Descongelamiento de los mismos. 5) Diluir y lavar el crioprotector a los fines de
restituir las microcondiciones fisiolégicas adecuadas y permitir asi al ovocito

poder ser fecundado mediante microinyeccion espermatica.

La técnica de congelacién lenta se lleva empleando en embriones humanos

desde hace mas de 25 afios>?. Pero no habia mostrado su efectividad en



ovocitos hasta una modificacion en la concentracion de los crioprotectores
introducida en el 2001®. En la actualidad es una técnica en desuso porque la
vitrificacion ha mostrado ser una técnica mas rapida y mas eficaz para

criopreservar tanto embriones como ovocitos“>®
Vitrificacion

La vitrificacién consiste en pasar de la fase liquida a la fase sdlida sin pasar por
la fase de cristalizacion. Con esta técnica se consigue evitar la formacion de
cristales en el interior del ovocito. Requiere la utilizacion de dispositivos
especiales para reducir al minimo el volumen de medio de cultivo que
acompafa al ovocito y de esta manera conseguir unas velocidades muy
rapidas enfriamiento. A partir del 2005, se ha generalizado el uso de esta
técnica para criopreservar ovocitos'”. La vitrificacién de ovocitos como técnica
para preservar la fertilidad femenina ha mostrado su utilidad indiscutible cuando
hablamos de vitrificar 6vulos maduros en pacientes jovenes. Es por tanto la
edad de la mujer uno de los factores que limita esta técnica. La técnica de
vitrificacién de ovocitos permite poder realizar unos intentos reproductivos en
diferentes ciclos ovulatorios pero no es en ninguna manera comparable a la
recuperacion de la fertilidad natural. El nGmero de ovocitos congelados es

limitado y por lo tanto son limitados los intentos que se pueden hacer®

El seguimiento obstétrico y perinatal de los nifios concebidos con la técnica de
vitrificacion de ovocitos no ha mostrado alteraciones. Por tanto, a pesar de ser
una técnica relativamente reciente, a la espera de estudios mas amplios, puede

ser considerada por ahora inécua®

Preservacion de embriones

Congelacion lenta

La crioconservacion lenta de embriones entr6 a formar parte de la practica

rutinaria de la fecundacién in vitro a partir de 1983, cuando A. Trounson y L.

Mohr® hicieran saber del primer embarazo obtenido con un embrién



previamente congelado. Posteriormente la técnica fue perfeccionada por
Lasalle en 19859, Las fases del procedimiento son las mismas que para la
congelacion lenta de ovocitos. En la actualidad, los embriones son congelados
en las etapas iniciales de su clivaje: pronacleos o embriones en dia 2 de
desarrollo, usando variantes de los métodos descritos por Lasalle, que utilizan
propanodiol y sacarosa como crioprotectores. Durante el proceso de
criopreservacion, todas las reacciones quimicas dentro de la célula deben
suspenderse. Los embriones humanos son almacenados en nitrogeno liquido a
una temperatura de -196°C; a esta temperatura el Unico dafio que puede
producirse es por radiacion ionizante y para que esto ocurra deben pasar
cientos de afios™?. El dafio que ocurre con la criopreservacion no es por el
almacenamiento de los embriones, sino por la formacion de cristales dentro de
la célula durante el proceso de congelacion y descongelacién de los embriones.
Los protocolos lentos reducen la velocidad a la que se pierde el agua celular,
con el consecuente aumento en la concentracion de sales que resultan de la
formacion de cristales de hielo en el medio adjunto. Las tasas de supervivencia
embrionaria con la congelacion lenta varian entre el 60 y el 80% segun el

centro.
Vitrificacion

La vitrificaciébn como técnica para preservar embriones humano fue introducida
en 1998 por Mukaida®®. En un principio esta técnica no se extendié por la
necesidad de tener que usar unas altas concentraciones de crioprotectores
potencialmente toxicas. La realidad ha demostrado que se obtienen mejores
tasas de embarazo y de nacimiento de nifio con la vitrificacion y esto ha
desplazado la utilizacién de la congelacion lenta®. La vitrificacién ha permitido
también preservar con éxito embriones en el estado de blastocisto™, estado
en el que la congelacién lenta no habia nunca obtenido buenos resultados. Las
tasas de supervivencias descritas con la vitrificacion de embriones son

superiores al 90%.
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