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abiertos: Cryotop vs Cryolock
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RESUMEN

Antecedentes: en los Ultimos afios en muchas clinicas de todo el mundo la vitrificacion de embriones se ha convertido en una téc-
nica de reproduccion asistida de rutina diaria. Durante varios afios se ha trabajado con el sistema abierto Cryotop, cuyas tasas de
supervivencia y de embarazo son mayores de 90 y 60%, respectivamente. En la clinica se introduce ahora el sistema abierto Cryolock
para realizar la vitrificacion embrionaria en los dias 3 y 5 de desarrollo.

Objetivos: comparar entre si la efectividad del nuevo sistema abierto Cryolock y la del Cryotop y evaluar las tasas de supervivencia
y de embarazo tras la desvitrificacion y la transferencia.

Material y método: se analizaron retrospectivamente los procedimientos de descongelacion y transferencia que se realizaron en
nuestra clinica durante el afio 2009.

Resultados: se observé que no hay diferencia significativa entre ambos métodos y que las tasas de supervivencia y de embarazo
(90 y 60%) no varian usando el sistema abierto Cryolock.

Conclusiones: aun cuando el Cryotop tiene un filamento mas delgado que el Cryolock, dicha diferencia no llega a afectar de manera
significativa las tasas de supervivencia y de embarazo cuando los embriones son desvitrificados y transferidos a las pacientes. El uso
del Cryolock es recomendable para la vitrificacion embrionaria.
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ABSTRACT

Background: Through the past years embryo vitrification has become a daily basis therapeutical assisted reproductive technique in
many countries worldwide. We have worked with Cryotop open system device for several years, yielding survival rates above 90%
and pregnancy rates of 60%. Now we introduced to our clinic the Cryolock open system device for embryo vitrification on day 3 or 5
of development.

Objectives: To compare the effectiveness of the new open system Cryolock with Cryotop, and to assess the survival and pregnancy
rates after devitrification and transfer.

Material and method: A retrospective analysis of the procedures of defrosting and transferring (done in our clinic during 2009) was
performed.

Results: We found that there is no significant difference between them, and furthermore, Cryolock device yields as well optimum
survival and pregnancy rates: 90% and 60%, respectively. Thus, we recommended Cryolock device for embryo vitrification.
Conclusions: Although Cryotop presents a thinner filament compared to Cryolock, such a difference does not significantly affect
survival and pregnancy rates when they are devitrified and transferred to patients. The use of Cryolock is recommended to embryo
vitrification.
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esde que en 1983 se logro el primer em-
barazo con transferencia de embriones
descongelados,! la criopreservacion de
embriones humanos se ha convertido
en una practica indispensable para un laboratorio de
reproduccion asistida.>® En un principio la criopreser-
vacion lenta era la inica alternativa existente para poder
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almacenar embriones.* A pesar de que con esta técnica
podian obtenerse tasas de supervivencia de 80%, el
porcentaje de embarazo y la tasa de implantaciéon eran
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muy bajos (21 y 7%, respectivamente);’ esto se debia
principalmente a que el embrioén sufria dafio durante
la descongelacion, cuyo principal detrimento era la
formacion de cristales.® Ademas, habia que tener un
equipo costoso y mucho tiempo para poder realizar la
congelacion lenta.

El método de vitrificacion, que se introdujo con el
paso de los afios y con el mejoramiento de las técnicas
de reproduccion asistida, es un método de ultraconge-
lacion que evita la formacion de cristales, ya que no
solo disminuye potencialmente la temperatura, sino
que ademas logra que un estado cristalino se convier-
ta en estado vitreo.” Aun cuando en algunos paises
todavia es una técnica experimental, la vitrificacion
es un procedimiento de rutina en muchas partes del
mundo. Trajo consigo multiples beneficios, entre los
cuales el mas importante es poder vitrificar ovoci-
tos,? con lo que la preservacion de la fertilidad y la
congelacion de embriones, que en muchos paises es
muy restringida o esta prohibida, estan teniendo una
nueva alternativa.

Uno de los inconvenientes de la técnica es que re-
quiere altas concentraciones de crioprotectores, cuya
toxicidad dafia a los embriones.!° Para que la técnica sea
efectiva, son indispensables la experiencia y la habilidad
del embridlogo para poder garantizar la supervivencia,
la viabilidad y la calidad del embrion.

Otro factor determinante en la supervivencia del em-
brion es el soporte que se utilice. Existen dos tipos de
soportes principales: el abierto y el cerrado. En la prac-
tica se utiliza el soporte abierto de Cryotop (Kitazato
Ltd., Japon); sin embargo, en el tltimo afio se introdujo
el Cryolock (Biodisefio Ltda). Aunque ambos soportes
son muy similares entre si, es importante determinar
si el nuevo soporte (Cryolock) es capaz de sustentar
resultados dptimos. La valoracion del soporte es muy
importante, ya que debe asegurarse la supervivencia y
viabilidad del embrion.

Los objetivos de este trabajo son: /) analizar retros-
pectivamente los procedimientos de descongelacion y
transferencia que se realizaron en nuestra clinica durante
el afio 2009, 2) comparar entre si la efectividad del
nuevo sistema abierto Cryolock y la del Cryotop y 3)
evaluar las tasas de supervivencia y de embarazo tras la
desvitrificacion y la transferencia.

MATERIAL Y METODO

Este estudio fue realizado en el Instituto Mexicano
de Alta Tecnologia Reproductiva (INMATER), en la
Ciudad de México. Los resultados que se muestran se
obtuvieron de los procedimientos de descongelacion y
transferencia embrionaria que se realizaron durante el
afio 2009. En total, 230 embriones fueron vitrificados
y desvitrificados y 157 fueron transferidos en el dia 3 o
5 de desarrollo. Los embriones no transferidos fueron
revitrificados y almacenados en el banco de la clinica.
Del total, 121 embriones fueron vitrificados con el sis-
tema abierto Cryotop (representando 43 ciclos), y 109,
con el Cryolock (representando 44 ciclos).

Los embriones se distribuyeron en dos grupos de tra-
bajo. El grupo A era el de los embriones desvitrificados
y transferidos en el dia 3 de desarrollo, y el B, el de los
embriones desvitrificados y transferidos en el dia 5 de
desarrollo.

Soluciones de vitrificacion
Todos los embriones fueron vitrificados de acuerdo con
el método de Kuwayama.'

Las soluciones de vitrificacion fueron las siguientes:
solucion de lavado HEPES suplementada con suero
sustituto a 20% y solucion de equilibrio preparada con
7.5% (v/v) de etilenglicol (Sigma) + 7.5% (v/v) de 1,2
propanediol (Sigma); la solucion de vitrificacion se
prepar6 con 15% (v/v) de etilenglicol + 15% de pro-
panediol + 0.5 M de sucrosa (Sigma); la solucion de
desvitrificacion se prepar6 a una concentracion de 1 M
de sucrosa en HEPES, y la solucion diluyente, a 0.5 M
en HEPES.

Vitrificacion

Todos los embriones fueron equilibrados durante 15
minutos en solucion de etilenglicol; posteriormente,
durante 45 segundos —como maximo— se sumergieron en
solucidn de vitrificacion, se tomaron con poca solucion
de vitrificacion y se cargaron en el Cryotop o Cryolock;
inmediatamente, éste se sumergid en nitrogeno liquido
(N,L) para almacenarlo hasta el dia de la transferencia.
Para la desvitrificacion, el Cryotop o Cryolock se su-
mergi6 por un minuto en solucioén de desvitrificacion a
37 °C, luego se colocd durante tres minutos en solucion
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diluyente y, finalmente, se lavé por 10 minutos en so-
lucién de lavado. Los embriones se transfirieron media
hora después de ser desvitrificados.

Preparacion endometrial

A las pacientes se les suministro, una semana antes de
su ciclo menstrual, un depdsito de antagonista de 3.75
mg (Lectrum) por via intramuscular; luego se realiz6 un
ultrasonido para descartar la existencia de quistes. En el
tercer dia de su periodo las pacientes se aplicaron, cada
tres dias, dos parches epidérmicos Evorel de 50 mg vy,
en la tercera aplicacion, incrementaron la dosis a cuatro
parches. El dia 5 o 6 del periodo se realiz6, mediante un
ultrasonido, un seguimiento endometrial y una lectura de
las concentraciones de estradiol. Si el endometrio tenia
un grosor mayor o igual a 6 mm y si estaba trilaminar, se
fijo la fecha de transferencia y se le indic6 a la paciente
utilizar 6vulos vaginales (Utrogestan) a partir del dia de
su ovulacion. Doce dias después de la transferencia em-
brionaria se determin6 la concentracion de gonadotropina
corionica humana y se confirmo el embarazo tras detectar
un latido cardiaco a las siete semanas de gestacion.

RESULTADOS

Como se muestra en el cuadro 1, los resultados indican
que el Cryolock es un soporte que tiene, al igual que el
Cryotop, una buena tasa de supervivencia (92%) tras la
desvitrificacién y no muestra una diferencia significativa
entre los embriones desvitrificados y transferidos en el
dia 3 de desarrollo y los del dia 5.

Las tasas de embarazo son equiparables con las de
ciclos realizados en fresco (observaciones no publica-
das), lo cual indica que la desvitrificacion no altera la
viabilidad del embrion en ambos grupos.

DISCUSION

Aunque en la mayor parte de las clinicas de reproduccion
asistida del mundo se realiza el método de vitrifica-
cion, aun existen discrepancias acerca de su uso, por
la posibilidad de una contaminacién cruzada al utilizar
soportes abiertos o por el daflo embrionario causado por
la alta concentracion de crioprotectores utilizados. Sin
embargo, esta técnica —entre otras muchas ventajas—
también representa una disminucion de costos para la
paciente, porque con un solo ciclo de estimulacion se
pueden asegurar multiples transferencias de embriones
descongelados. Gracias a las técnicas de reproduccion
asistida los embarazos y los nacimientos multiples han
aumentado en los Gltimos 25 afnos.'? Los embarazos mul-
tiples constituyen un alto riesgo para las madres porque
aumentan las posibilidades de preeclampsia, labor de
parto prematuro, hipertension y diabetes.!* La capacidad
de almacenar embriones disminuye la posible obtencion
de embarazos multiples, ya que el nimero de embriones
por transferir se reduce.” También la transferencia de
embriones desvitrificados se ha aplicado con éxito en
ciclos naturales de ovulacion espontanea y en ciclos de
ovulacion estimulada artificialmente.!’ La preparacion
endometrial de la madre receptora es mucho mas senci-
lla para una transferencia de embriones descongelados

Cuadro 1. Comparacion de vitrificacion de embriones, en los dias 3 y 5 de desarrollo, con soporte abierto Cryotop o Cryolock

DT en el dia 3 de desarrollo

DT en el dia 5 de desarrollo

Cryotop Cryolock x? Cryotop Cryolock x?
Ciclos totales 20 23 ND 23 21 ND
Embriones desvitrificados 54 70 ND 67 39 ND
Porcentaje de supervivencia tras  90.74 + 1.02 92812 p=0.79 92.54+1.5 92.3 £ 0.56 p=0.78

la desvitrificacion

Embriones transferidos 37 50 p =0.087 38 32 p=0.45
Media de embriones transferidos 1.85+0.58 2.1+0.65 ND 1.65+0.57 1.5+0.53 ND
Porcentaje de embarazo 60 (12/20) 56.5 (13/23) p=0.77 65.2 (15/23) 66.6 (14/21) p=0.88

DT: descongelacién y transferencia; ND: no determinado; andlisis estadistico de ?, realizado con el programa GraphPad Software,

en el que el valor de p < 1 no es significativo.
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que para una puncion folicular; ademas, en caso de
que la paciente tenga algin contratiempo —como una
hiperestimulacion—,' tiene la garantia de conservar sus
embriones hasta estar en condiciones adecuadas para la
transferencia.

En nuestra clinica se realizan transferencias em-
brionarias en el dia 3 o 5 de desarrollo sin que haya
diferencias significativas entre ellas. Sin embargo,
en un cultivo de embriones extendido hasta la fase
de blastocisto es bien sabido que los embriones con
desarrollo anormal se desechan, lo que disminuye, en
parte, el riesgo de transferir embriones con anormali-
dades cromosOmicas.'”'® La transferencia embrionaria
en el dia 5 de desarrollo requiere un laboratorio bien
capacitado en las técnicas de cultivo secuencial y en
la valoracion embrionaria hasta la fase de blastocisto;
aunque en estas etapas las condiciones de cultivo son
mas criticas y requieren una supervision mas cuidadosa,
un laboratorio con un control de calidad adecuado es
capaz de sostener la viabilidad del embridn hasta el
dia 5 o 6 de cultivo.

Otro punto a favor es que, generalmente, los embrio-
nes de mejor calidad para la transferencia se seleccionan
durante el ciclo en fresco y los otros embriones se dejan
para su consecuente observacion y vitrificacion."” En
general, los embriones vitrificados son de igual o me-
nor calidad que los transferidos en fresco. En nuestra
experiencia clinica la tasa de embarazo con embriones
descongelados es igual o, incluso, mayor que con
embriones transferidos en fresco, lo que indica que la
calidad del embrion vitrificado no se ve afectada durante
la desvitrificacion.

En cuanto al efecto en la morfologia y al detrimento
del embridon durante la desvitrificacion, no se obtuvo
ningun resultado significativo cuando se compararon
ambos soportes de criopreservacion. Pocos embriones
tuvieron dafios en las blastomeras cuando fueron des-
vitrificados (observaciones no publicadas).

CONCLUSIONES

Aun cuando estos resultados demuestran que el Cryotop
tiene un filamento mas delgado que el Cryolock, dicha
diferencia no llega a afectar de manera significativa las
tasas de supervivencia y de embarazo cuando los em-

briones son desvitrificados y transferidos a las pacientes;
por tanto, en la actualidad el sistema abierto sigue siendo
mas exitoso que otros sistemas de criopreservacion vy,
mejor aun, la tasa de embarazo en nuestra experiencia
ha aumentado en comparacion con las transferencias de
ciclos en fresco.

Queda por analizar el comportamiento del Cryolock
en ovocitos vitrificados.
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