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RESUMEN

La criopreservacion de embriones ha revolucionado las técnicas de reproduccion
asistida, ofreciendo oportunidades de uso futuro a los embriones supernumerarios de un
ciclo. Inicialmente la congelacion lenta era la técnica predominante, sin embargo, los
dafios que provocaba en el embridn, asi como la baja tasa de supervivencia hicieron que
se comenzara a desarrollar la técnica de vitrificacion. En este caso, se usan mayores
velocidades de enfriamiento, asi como mayores cantidades de -crioprotectores,
obteniéndose mejores tasas de desarrollo embrionario. El éxito de la vitrificacion se ve
influenciado por diferentes factores como puede ser el colapso asistido previo, o el
hatching asistido posterior. En ocasiones, es necesario realizar una doble vitrificacion
embrionaria, ya sea porque el embrion es procedente de un ovocito vitrificado, o porque
se lleven a cabo dos vitrificaciones en estadio de embrion. Sin embargo, los resultados de
este metaanalisis muestran menores tasas de éxito en cuanto al embarazo y recién nacido
vivo, asi como un aumento en la probabilidad de aborto espontaneo. Por tanto, seria
recomendable no realizar una segunda vitrificaciéon en aquellos casos en los que fuera
posible. Sin embargo, muchas veces no depende directamente del laboratorio, y es
inevitable realizar esta segunda vitrificacion, por lo que seria necesario modificar los
protocolos o tiempos de exposicion de vitrificacion, automatizar las técnicas o incorporar
inteligencia artificial en futuros desarrollos para mejorar los resultados en reproduccion

asistida.

Palabras clave: aborto, colapso asistido, doble vitrificacion, eclosion asistida,

embarazo, recién nacido vivo, supervivencia embrionaria



ABSTRACT

Embryo cryopreservation has revolutionized assisted reproduction techniques,
offering opportunities for future use of supernumerary embryos from a cycle. Initially,
slow freezing was the predominant technique, however, the damage it caused to the
embryo, as well as the low survival rate, led to the development of the vitrification
technique. In this case, higher cooling rates were used, as well as higher amounts of
cryoprotectants, resulting in better embryo development rates. The success of vitrification
is influenced by a number of factors such as pre-assisted collapse or post-assisted
hatching. Sometimes it is necessary to perform double embryo vitrification, either
because the embryo is derived from a vitrified oocyte, or because two embryo stage
vitrifications are carried out. However, the results of this meta-analysis show lower
success rates in terms of pregnancy and live births, as well as an increased probability of
miscarriage. Therefore, it would be advisable not to carry out a second vitrification, in
those cases where it is possible. However, many times it does not depend directly on the
laboratory, and it is inevitable to carry out this second vitrification, therefore, it would be
necessary to modify the protocols or exposure times of vitrification, automate the
techniques or incorporate artificial intelligence in future developments to improve the

results in assisted reproduction.

Keywords: abortion, assisted collapse, assisted hatching, double vitrification,

embryo survival, pregnancy, live birth rate
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Doble vitrificacion y resultados de FIV

1. INTRODUCCION

1.1. Historia de la criopreservacion de embriones

La criopreservacion de embriones ha revolucionado las técnicas de reproduccion
asistida, ya que permite reducir la tasa de embarazos multiples y aumentar la tasa
acumulada de embarazos; ademas, es un procedimiento necesario en caso de diagnostico
genético o en caso de contraindicacion para transferencia en fresco (Yurchuk ez al., 2018).
En los inicios, el objetivo principal de la reproduccion asistida era la transferencia en
fresco de un tinico embriodn, dejando los embriones restantes con destino todavia incierto;
sin embargo, gracias al desarrollo de la criobiologia, estos embriones restantes podrian
ser utilizados en un futuro. Cabe destacar, que la congelacion de ovocitos también resulto
como una alternativa a la preservacion de fertilidad en diferentes situaciones, ya que la
congelacion de embriones sigue siendo una técnica prohibida en numerosos paises
(Casciani et al., 2023). El uso de la criopreservacion de embriones generd grandes
contradicciones morales, éticas y legales (Yurchuk et al., 2018). En 1983 se inform¢ el
primer embarazo resultante de la transferencia de un embriéon humano criopreservado
(Alan Trounson and Linda Mohr, 1983), sin embargo, no fue hasta 1984 cuando se

notifico el primer nacido vivo mediante esta técnica (Zeilmaker et al., 1984).

En la actualidad, existen dos métodos de criopreservacion (Tabla 1): congelacion
lenta y vitrificacion, que se diferencian en la forma de alcanzar la deshidratacion celular,
paso importante para evitar la formacion de cristales de hielo y, con ello, el dafio celular
(Loutradi et al., 2008). Por una parte, la congelacion lenta se lleva a cabo a velocidades
de enfriamiento lentas y con una baja concentracion de crioprotectores (CPAs),
permitiendo un intercambio progresivo entre el interior celular (agua) y el exterior
(CPAs). Por otra parte, la vitrificacion utiliza altas concentraciones de crioprotectores y
altas velocidades de enfriamiento. De esta forma, las células alcanzan un estado vitreo sin
la formacion de cristales. Si bien es cierto que la exposicion prolongada a elevadas
concentraciones de CPAs puede resultar toxico para las células, por ello, se intenta

minimizar esta exposicion (Casciani ef al., 2023).
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Tabla 1. Resumen de las diferencias entre congelacion lenta y vitrificacion (Elaboracion propia).

Congelacion lenta Vitrificacion
- Baja concentracion CPAs - Alta concentracion CPAs
- Velocidad de enfriamiento baja y - Velocidad de enfriamiento muy
controlada alta
- Formacion de cristales de hielo - No formacidn de cristales de hielo
- Equipamiento especifico (estado vitreo)

(congeladores automatizados)

No equipamiento especifico

- Lleva tiempo - Se lleva a cabo en minutos

Hasta que se desarrollo la técnica de vitrificacion de embriones (Trounson et al.,
1987), la congelacion lenta era el método de criopreservacion tanto de ovocitos y
espermatozoides, como de embriones. Sin embargo, el elevado volumen de los ovocitos
y embriones, asi como su forma esférica suponian un problema para la difusion de los
CPAs al interior, favoreciendo la creacion de cristales de hielo (Lafuente-Funes, 2023).
Actualmente, la técnica de criopreservacion de embriones por excelencia es la
vitrificacidn, ya que no requiere ni equipos especificos ni mucho tiempo, no produce
cristales intracelulares y, por tanto, reduce la probabilidad de causar dafio celular y

degeneracion (Loutradi et al., 2008).

1.2. Fundamento de la vitrificacion

El procedimiento de la vitrificacion se basa en el enfriamiento y, sobre todo,
calentamiento de los embriones a velocidades muy altas (> 10000°C/min), de tal forma
que se consiga un estado vitreo en apenas segundos. Se produce de forma tan rapida que
las moléculas de agua no son capaces de formar cristales de hielo que puedan danar la
célula (Gallardo et al., 2019). Sin embargo, para que la vitrificacion se lleve a cabo a
velocidades elevadas, se deben utilizar concentraciones elevadas de CPAs que, como se
explicd anteriormente, pueden resultar perjudiciales para el embrion (Casciani et al.,
2023). Los CPAs disminuyen la temperatura a la cual se produce la cristalizacion celular,
de esta forma, la célula se encuentra mas deshidratada y el gradiente osmotico es menor.

Se pueden diferenciar CPAs permeables, capaces de penetrar en la célula como el glicerol
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o el dimetilsulfoxido (DMSO), y CPAs no permeables, incapaces de penetrar,

promoviendo una rapida deshidratacion como la trehalosa o la glucosa.

Recientes estudios intentan implantar un protocolo ultra-rapido de vitrificacion,
reduciendo el periodo de exposicidon a estos crioprotectores, obteniendo resultados
comparables o mejores al protocolo estandarizado de vitrificacion (Gallardo et al., 2019).
Igual de importante resulta el tiempo que pasa el embrion fuera del incubador durante el
calentamiento favoreciendo su rehidratacion, por ello, diferentes estudios se centran en
reducir estos tiempos (Manns et al., 2022; Liebermann et al., 2024). Aunque los
resultados obtenidos mediante la rehidratacion en un solo paso, permitiendo por tanto una
rehidratacion mas rapida, dieron lugar a tasas elevadas de supervivencia de blastocistos,
un calentamiento demasiado rapido podria provocar la fractura de la zona pelucida o

dafiar el embrion (Liebermann et al., 2024).

Ademas de los tiempos de exposicion, la composicion de los medios de vitrificacion
también es muy importante para los resultados de supervivencia a la misma. Algunos
estudios realizados en embriones de raton afirman que el uso de antioxidantes durante el
proceso de criopreservacion mejora el posterior desarrollo embrionario. Concretamente,
el uso de acetil-L-carnitina, N-acetil-L-cisteina y acido a-lipoico como antioxidantes
reduce el estrés oxidativo generado durante el proceso, lo que conlleva un aumento en el
numero celular, una reduccion de las células apoptoticas y, por tanto, un mejor desarrollo
embrionario y fetal (Truong and Gardner, 2020). Sin embargo, serian necesarios mas

estudios centrados en humanos para comprobar sus efectos.

Tabla 2. Resumen de las diferencias entre sistemas abiertos y cerrados de vitrificacion
(Elaboracion propia).

Sistemas abiertos Sistemas cerrados
- Velocidades mas rapidas - Velocidades mas lentas
- Fécil manipulacion - Dificil manipulacion
- Riesgo de contaminacion - Esterilidad
- Adaptar para muestras serologicas - Ideal para muestras seroldgicas
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Para llevar a cabo la vitrificacidn se comenzaron a utilizar sistemas abiertos, sin
embargo, el contacto directo con el nitrogeno liquido (N2L) presenta un elevado riesgo
de contaminaciéon del embrion (Joaquim et al., 2017). Por esta razon, se desarrollaron
sistemas cerrados de criopreservacion, que no dejan de ser variantes de los primeros,
minimizando ese riesgo de contaminacion e infeccion con otras muestras al evitar el
contacto directo con el NoL (Yurchuk et al., 2018; Casciani et al., 2023). Por tanto, se

pueden diferenciar los siguientes tipos de sistemas de vitrificacion (Tabla 2):

1.2.1. Sistemas abiertos

Los sistemas de vitrificacion totalmente abiertos utilizan pajuelas que establecen un
contacto directo entre el embrion y el NoL durante el proceso de enfriamiento. Sin
embargo, presentan la ventaja de que las velocidades de enfriamiento y calentamiento son

muy elevadas, entre los 10000-20000°C/min (Vajta et al., 2015).

1.2.2. Sistemas semicerrados

En los sistemas semicerrados, aunque no se produce un contacto directo con el N>L
como ocurria en el caso anterior, la presencia de sus vapores es inevitable, existiendo por
tanto un posible riesgo de contaminacion a causa de estos. Para ello, se coloca la pajuela
en una placa metalica situada en el interior del N>L, dejando que el embridn se vitrifique
con los vapores. Con respecto a la velocidad de enfriamiento se ve algo comprometida,
sin embargo, la de calentamiento puede alcanzar velocidades idénticas al caso anterior

(Vajta et al., 2015).

1.2.3. Sistemas cerrados

Los sistemas cerrados estan caracterizados porque el embrion no establece contacto
ni con el N2L ni con sus vapores, minimizando al maximo el riesgo de contaminacion.
Para ello, se utilizan unas pajuelas especiales que constan de un capuchdn con un metal
que permite disminuir la temperatura del interior del mismo. Esto se encontrara en el N>L,
el metal serd extraido justo antes de introducir la pajuela en el capuchon, posteriormente
se termosella la pajuela y se sumerge en el N>L (Vajta et al., 2015). Por ultimo, las

velocidades de enfriamiento y calentamiento disminuyen (Casciani ef al., 2023).
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Por otra parte, se ha visto que el nimero de embriones que se vitrifican en cada
pajuela puede afectar a su supervivencia después de la desvitrificacion (Aizer et al.,
2020). Sin embargo, la velocidad de enfriamiento no se ve influenciada por el nimero de
embriones (Ostler ez al., 2021). Como el principal objetivo es la transferencia de un tinico
embrion, la vitrificacion individual favoreceria esta técnica; sin embargo, en el caso de
vitrificar dos embriones juntos, uno de ellos deberia volver a ser revitrificado en el caso

de realizarse la transferencia de inico embrion.

1.3. Aspectos que influyen en la vitrificacion y transferencia de embriones

Al igual que en todas las técnicas de reproduccion asistida, el éxito de la
vitrificacion se ve influenciado por diferentes factores que afectan en la calidad futura del
embrion. El colapso del blastocele previo a la vitrificacion, o la eclosion asistida posterior
podrian mejorar la supervivencia del embrion, asi como los resultados perinatales

posteriores a su transferencia.

1.3.1. Colapso del blastocele: afecta a la supervivencia tras calentamiento

El colapso de un blastocisto se basa en contracciones en el blastocele debidas
probablemente a la pérdida de los contactos intercelulares en las células del
trofoectodermo (TE). Se ha visto que el fendmeno de colapso espontaneo estd asociado a
un mayor desequilibrio cromosémico y menor probabilidad de supervivencia y desarrollo

del embrion (Cimadomo et al., 2022).

Durante el proceso de vitrificacion, el blastocele de blastocistos expandidos puede
estar asociado a una peor tasa de supervivencia debida a la formacion de cristales de hielo.
Es por esta razon por la cual algunos autores afirman que realizar un colapso asistido
puede mejorar la probabilidad de desarrollo del embrion después de la vitrificacion
(Kamel-Mohamed et al., 2022); cabe destacar que, durante el proceso de vitrificacion, se
produce un colapso quimico originado por los propios CPAs. Para llevar a cabo el colapso
del blastocele de manera artificial se puede realizar mecanicamente con una microaguja,
o mediante el uso de un laser (Figura 1). Por una parte, la microaguja se introduce entre
las células del trofoectodermo hasta el blastocele hasta que se produce el colapso. Y, por
otra parte, con el laser se realiza un unico pulso en la union entre las células del

trofoectodermo, dejando la masa celular interna (MCI) alejada del foco. Cabe destacar
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que la velocidad de colapso puede ser indicativo de un elevado potencial de desarrollo,
es por eso por lo que el laser es mas recomendable. Ademas, el uso del laser no requiere
de preparacion previa al procedimiento, y causa menor dafio en el embriéon que la

microaguja (Darwish and Magdi, 2016; Kamel-Mohamed ef al., 2022).

Figura 1. Colapso artificial de un blastocisto. A. Mediante el uso de una microaguja. B. Mediante
un pulso de laser (Imagen cedida por ERGO, 2024).

Un metaanalisis realizado por Boyard ef al., (2022) compar6 resultados obtenidos
después de la vitrificacion de blastocistos intactos y colapsados artificialmente. Con
respecto a la tasa de embarazo clinico y supervivencia del blastocisto, los que habian sido
previamente colapsados mostraban mejores resultados. Sin embargo, la tasa de
implantacion y de recién nacido vivo (RNV) no parecieron mejorar notablemente. En el
afio 2022, Kovacic et al., (2022) realizaron otro estudio comparando nuevamente estos
factores. Para ello, la mitad de los blastocistos sobrantes de las transferencias en ciclos de
fecundacion in vitro (FIV) fueron colapsados artificialmente antes de ser vitrificados.
Tras la desvitrificacion, los blastocistos colapsados mostraron una tasa de supervivencia
superior, como ocurria en el estudio de Boyard et al., (2022). Sin embargo, la tasa de

recién nacidos vivos, embarazo clinico o aborto espontaneo, aunque también fueron
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superiores, no mostraban diferencias significativas. Por ultimo, con respecto a los
resultados neonatales, tales como peso al nacer o proporcion de sexos, fueron
comparables en ambos casos (Kovaci¢ et al., 2022). Por tanto, aunque ambos estudios
muestren resultados favorables hacia el colapso artificial de los blastocisto previo a la
vitrificacion, harian faltan mas estudios randomizados y con un mayor numero de
blastocistos para dar una respuesta concluyente al uso o no de esta técnica (Michailov et

al., 2023).

A la vista de los resultados obtenidos en la transferencia de blastocistos colapsados
previo a la vitrificacion, Brouillet et al, (2024) llevaron a cabo un estudio piloto
retrospectivo para evaluar el impacto del colapso artificial en blastocistos destinados a
una transferencia en fresco. Sin embargo, no se observo ningiin beneficio y, por tanto, los
blastocistos se transfieren en fresco sin realizar el colapso, evitando de esta manera un

posible dafio por uso inadecuado del laser.

1.3.2. Hatching asistido: afecta a la implantacion después de la vitrificacion

La eclosion embrionaria, o hatching, es el mecanismo por el cual el embrion sale
de la zona pelucida (ZP) para implantarse en las paredes uterinas, inducido por las
expansiones y contracciones del blastocisto que provocan la disminucién del grosor de la
zona pelacida (Figura 2). Este proceso es critico para la reproduccion, y cualquier
obstaculo puede provocar un fallo en la implantacion y, por tanto, dificultad para llevar a

cabo el embarazo (Avella et al., 2019).

Figura 2. Eclosion embrionaria. A. Embrion eclosionando con una ZP muy gorda. B. Embrion
totalmente eclosionado, fuera de la ZP (Imagen cedida por ERGO, 2024).
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Cuando en la practica clinica nos encontramos con mujeres de edad avanzada,
embriones de mala calidad y mal pronoéstico o fallos recurrentes de implantacion, se opta
por llevar a cabo la eclosion asistida o hatching asistido (Lu et al., 2019). Esta técnica
consiste en provocar la salida del embrion perforando o adelgazando la zona pelucida de
manera artificial, ya sea de forma mecénica (microaguja), quimica (acido Tyrodes) o con
el uso del laser (Avella et al., 2019; Lacey et al., 2021). El hatching asistido también se
indica para tratar embriones con ZP gruesa, en caso de fragmentacion o después de la
vitrificacion de los embriones ante un posible endurecimiento de la zona pelucida.
Adicionalmente, se puede utilizar para realizar una biopsia embrionaria para diagnéstico
genético preimplantacional (DGP); esta técnica analiza el material genético del embrion
previo a su implantacion en diferentes estadios de desarrollo, ya sea D+3 analizando una

blastomera, o en blastocisto analizando células del trofoectodermo (Lu ez al., 2019).

El hatching asistido por laser es el método méas comun debido a sus ventajas, entre
las que se encuentran tiempo de exposicion corto, funcionamiento sencillo, colocacion
precisa, contacto indirecto, seguridad y eficacia. Dentro de esta técnica se diferencian la
perforacion y el adelgazamiento de la zona. Por un lado, la perforacion crea un orificio
unico, por varios pulsos de laser, en la zona pelucida que rompe la membrana interna. Por
otro lado, el adelgazamiento reduce el grosor en un area de la capa externa de la zona
pelicida, manteniendo intacta la capa interna. Por tanto, el adelgazamiento provoca
menos riesgos para el embridn en comparacion con la perforacidon, ya que no existe
ningun orificio a través del cual las blastomeras puedan escapar o quedar atrapadas (Wang
et al., 2023). Sin embargo, un andlisis realizado por Liu et al, (2022) mostrd que el
hatching asistido por laser es la técnica predominante y que la perforacion de la zona
peltcida es la principal técnica utilizada. Cabe destacar que el hatching asistido también
pueden presentar una serie de inconvenientes, siendo el riesgo de gemelos monocigéticos

uno de los mas prominentes (Dallagiovanna et al., 2021)

Con lo que respecta a la vitrificacion, hay estudios que muestran mayores
probabilidades de éxito en la transferencia con blastocistos eclosionados de forma
espontanea, frente a no eclosionados (Quintans et al., 2003). Resultados similares
obtuvieron Endo et al., (2021) en su estudio, apoyando el uso del hatching asistido previo
a la transferencia en blastocistos vitrificados debido al incremento en la tasa de recién

nacidos. Ademads, el grado de eclosion esta relacionado positivamente con la tasa de
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embarazo y nacido vivo (Han et al., 2024). Del mismo modo, otros autores quisieron
comprobar el efecto del hatching asistido en blastocistos previo a la vitrificacion; Zech et
al., (2005) afirmaron obtener altas tasas de supervivencia, embarazo y parto, con respecto
a blastocistos no eclosionados. Sin embargo, no todos los estudios llegan a la misma
conclusion en lo que al uso de esta técnica del hatching previo a la transferencia se refiere,
ya que Alteri y colaboradores no encontraron mejoras en la tasa de recién nacidos vivos

(Alteri et al., 2024).

1.4. Cambios epigenéticos producidos por la vitrificacion

La regulacion epigenética es un mecanismo que afecta a la expresion genética y
produce modificaciones hereditarias sin la alteracion de la secuencia de DNA vy, por tanto,
pueden afectar en la salud del individuo. El entorno puede influir en la expresion de los
genes, asi como los procesos llevados a cabo en las técnicas de reproduccion asistida,
como la vitrificaciéon embrionaria. Las modificaciones epigenéticas mas comunes son las
metilaciones del DNA, que se mantienen en las células hijas gracias a las enzimas DNA
metil transferasa (DNMT) y provocan la inactivacion o silenciamiento de los genes. Por
otra parte, se encuentran las modificaciones de histonas, como la acetilacion, que induce
una activacion transcripcional de los genes. Y, por ultimo, los small-RNAs, pequenas
moléculas de RNA no codificantes que suelen bloquear la expresion de ciertos genes vy,

por tanto, inducen cambios epigenéticos (Osman et al., 2018).

Fecundacion Implantacién

Embridon

=== Materno
=== Paterno

=== Embrionario

Blastocisto

Figura 3. Patrones de metilacion en el embrion (Mod. Smallwood and Kelsey, 2012).
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Desde que se produce la fecundacion, el embrion sufre cambios epigenéticos de
manera dinamica (Figura 3). Por una parte, se produce una pérdida de metilacion, activa
en el gameto paterno por parte de las enzimas Tet metilcitosina dioxigenasa (TET), y
pasiva en el materno por la ausencia de las DNMT; permitiendo por tanto la activacion
del genoma del embrion y la adquisicion de la totipotencia celular (Singh et al., 2023).
Posteriormente, a partir de la fase de division, los niveles de metilacién van aumentando
gradualmente hasta que se produce la implantacion (Osman et al., 2018; Sciorio ef al.,
2023). Cabe destacar que, si se produce cualquier alteraciéon en el proceso de
reprogramacion epigenética del embrion, podria inducirse una expresion aberrante de

genes, o graves alteraciones en la salud reproductiva.

Durante los ultimos afios se ha encontrado una correlacion entre las diferentes
técnicas de reproduccion asistida y la epigenética de los embriones resultantes, lo que
resulta una preocupacion de cara al uso de esta técnica. Concretamente, la vitrificacion
puede llegar a afectar de manera significativa la expresion y metilaciéon de numerosos
genes en embriones animales, mientras que en humanos parece no tener ninguna
influencia (Chen et al., 2022). En particular, en diferentes estudios se compar6 el nivel
de metilacion del gen H19/IGF2 de embriones vitrificados frente a embriones en fresco,
obteniendo niveles mas bajos en el caso de embriones no vitrificados, aunque con
diferencias no significativas (Osman et al., 2018; Chen et al., 2022). Recientemente, se
estudio la influencia del DMSO en la actividad de las enzimas DNMT3 y TET1. La
enzima DNMT3, importante para la metilacion de novo y para su mantenimiento, se
encontraba regulada al alza, mientras que la TET1, importante en la desmetilacion activa,
estaba regulada a la baja (Sciorio et al., 2023; Wiltshire et al., 2023). Estos resultados
sugieren que el proceso de vitrificacion que usa DMSO como CPAs, induce cambios en
el epigenoma. Sin embargo, los estudios realizados en humanos parecen no ser suficientes
para dar una conclusion clara sobre el tema (Estudillo et al., 2021; Chen et al., 2022;
Sciorio et al., 2023). Si bien es cierto que el estrés inducido por la vitrificacion (choque
osmotico, cambios de temperatura, CPAs, etc.) podria provocar cambios epigenéticos en
los embriones, aunque actualmente no estan claras las posibles consecuencias en la salud

de la futura descendencia (Liu ef al., 2023; Sciorio et al., 2023).
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1.5. ;Cuando y en qué estadio vitrificar?

La vitrificacion garantiza una supervivencia elevada de los embriones,
independiente de cuando hayan sido vitrificados; los embriones pueden ser vitrificados
en diferentes estadios de desarrollo: cigoto con dos pronucleos (PN), en division, mérula
o blastocisto. La vitrificacion en estadio de blastocisto ofrece la posibilidad de
seguimiento en cultivo del embrion, y con ello, de evaluar su desarrollo (Nagy et al.,
2020). Un estudio realizado por Eftekhar et al, (2020) compard la eficacia de
transferencia de embriones vitrificados en estadio de blastocisto frente al estadio en
division, obteniendo resultados favorables en cuanto a implantacion, embarazo y tasa de
nacido vivo cuando se vitrificaba en blastocisto. Esto es debido al elevado potencial de
implantacién y mayor resistencia a los procesos de vitrificacion y desvitrificacién que
presentan los embriones en estadio de blastocisto, por la presencia de un mayor niimero
de células (Eftekhar et al., 2020; Nagy et al., 2020). En cambio, la posibilidad de vitrificar
en estadio de cigoto (2 PN) se ofrece, principalmente, a aquellas pacientes con pocos
ovocitos fertilizados o con un desarrollo pobre de los mismos, o incluso por cuestiones
legales ya que, por ejemplo, en Alemania no estd permitida la vitrificacién en estadios
embrionarios donde el material genético de ambos progenitores haya sido fusionado. De
esta forma, se elimina el cultivo prolongado de los embriones hasta blastocisto, sin
embargo, se pierde la ventaja de seleccion de embriones con un buen desarrollo (Nagy et

al., 2020).

Por otra parte, la estrategia de vitrificacion de todos los embriones, conocida
comunmente como “freeze-all” esta siendo acuiada como alternativa a la transferencia
en fresco (Bourdon et al., 2021). Realmente, esta técnica va dirigida a pacientes con
riesgo de hiperestimulacion ovarica (RHO), programas de DGP, elevados niveles de
progesterona (>1 ng/mL) ya que se ha demostrado que afecta negativamente a la
receptividad endometrial, o patologias uterinas que puedan afectar a la implantacion,
reduciendo con ello la fertilidad (Celada and Bosch, 2020; Eftekhar et al., 2020; Venetis
et al., 2023). Esta técnica podria proponerse como estrategia de rescate para aumentar la
tasa de nacidos vivos o, como estrategia programada, en funcion de las caracteristicas de
la mujer, garantizando mejores condiciones para la transferencia y limitando los efectos

adversos de la estimulacion ovarica. Sin embargo, los resultados no se asocian a un

11



Carmen Diez Acedo Trabajo Fin de Master

aumento significativo en la tasa de nacidos vivos en todos los casos, es por ello por lo que

se debe estudiar bien a qué grupos concretos beneficia esta técnica (Bourdon et al., 2021).

1.6. Doble vitrificacion de embriones

Actualmente, los ciclos con ovocitos de donante son aproximadamente el 70% de
los casos que aparecen en las clinicas, y la tendencia se centra en usar ovocitos vitrificados
ya que ofrece la ventaja de no tener que sincronizar entre donante y receptora. En estos
casos, los embriones resultantes supernumerarios se vitrificarian, sufriendo por tanto una
doble vitrificacion. Sin embargo, este no es el unico caso que se puede encontrar de doble
vitrificacion, ya que cada vez mas mujeres, por razon social o médica, desean preservar
su fertilidad vitrificando sus ovocitos. Adicionalmente, otra de las situaciones mas
comunes en las que hay que recurrir a una segunda vitrificacion es ante un resultado de
DGP no informativo o no concluyente, en cuyo caso habria que desvitrificar, analizar y
revitrificar el blastocisto. Ocasionalmente, en la practica clinica de la reproduccion
asistida hay situaciones que no pueden ser controladas por completo, que hacen modificar
levemente el planteamiento original de un ciclo, conllevando también a una doble

vitrificacion como, por ejemplo:

- El dia que se va a realizar la transferencia de un embrion vitrificado, hay un
desarrollo endometrial anomalo (impedimento fisioldgico).

- El dia que se va a realizar la transferencia de un embrion vitrificado, es imposible
canalizar el cuello del ttero (impedimento fisico).

- Al inicio del ciclo solo se plantean andlisis genético de unos embriones, y
posteriormente analizan el resto (impedimento econdmico).

- Catéstrofes mundiales: pandemia, guerras, etc. (impedimento sanitario).

12
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Por todo lo anteriormente expuesto, la hipotesis de este trabajo afirma que la doble
vitrificacién de embriones, independientemente del estadio de vitrificacion y de la
realizacion de biopsia, afecta negativamente a los resultados perinatales una vez sean

transferidos al Utero materno. Para ello se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto de la doble vitrificacion de embriones biopsiados en los
resultados obtenidos después de un ciclo de FIV.

2. Comparar el efecto de la doble vitrificacion en estadio de embrion con relacion a
la supervivencia del embrion, la tasa de embarazo, recién nacido vivo y aborto,
con respecto a la simple vitrificacion.

3. Analizar el efecto de la vitrificacion de embriones procedentes de ovocitos

vitrificados con respecto a los resultados de la FIV.

13
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Estrategia de busqueda en bases de datos

Para realizar esta revision, los materiales utilizados son principalmente articulos
publicados e indexados en bases de datos especializadas, principalmente PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), Research Gate (https://www.researchgate.net/), o

Google Scholar (https://scholar.google.es/).

3.2. Criterios de inclusion y exclusion

Los articulos seleccionados para el contenido especifico de esta revision, para dar
respuesta a la hipotesis inicial y a los objetivos se centran en humanos. Las palabras clave
se consultaron aisladas o combinadas mediante simbolos boleanos (+, -, *, ...): double

vitrification, assisted hatching, collapse, shrinkage, biopsy, live birth rate, refreeze,

Articulos revisados en Inclusién:
la primera busqueda - Doble vitrificacion
n=39 - Estudios en humanos

Clasificacion por objetivos

- B\ - : B\
Articulos revisados doble Articulos revisados doble

blastocyst, oocyte.

NP . Articulos revisados doble vitrificacién de embriones
vitrificacién de embriones e, . .
L vitrificaciéon de embriones procedentes de ovocitos
biopsiados A
n=20 vitrificados
n=14 n=5
\ J \ J

Excluidos: 10 Excluidos: 14 Excluidos: 3

, . /Articulos seleccionados doble\
Articulos seleccionados doble

vitrificacién de embriones Art_"a.”_os sg{leccionado-s doble vitrificacion de embrignes
biopsiados vitrificacion de embriones procede.nt.e.s de ovocitos
n=4 n=6 vitrificados
\_ Y, \_ n = 2 + Registro SEF Y,
I l I
Inclusién: IRelnsiont ‘ Inclu§i§q: 5
2018 o posteriores - 2018 o posteriores - Pr|mera.V|tr|f|caC|on
Doble vitrificacion en - Especificar estadio en ovocito
blastocisto vitrificacion
Resultados RNV - Resultados RNV
Biopsia-vitrificacion vs

biopsia-dos vitrificaciones

Figura 4. Diagrama de flujo que resume el proceso de seleccion de la bibliografia empleada
(Elaboracion propia).
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Mediante estas consultas, se identificaron 39 articulos potenciales que cumplian la
mayoria de los criterios generales: tema principal (doble vitrificacion) y estudio en
humanos. Estos articulos se agruparon en tres tipos, en funcion de los objetivos del
trabajo, y se realizaron exclusiones si no cumplian algin criterio de los considerados
especificos. Para la seleccion de los articulos que abordan el efecto de la doble
vitrificacidon en embriones biopsiados, se utilizaron como criterios de inclusion que fueran
recientes (publicados en 2018 o posteriores), que fueran resultado de dos vitrificaciones
en blastocisto, con resultados de RNV, y que compararan los resultados de biopsia y
vitrificacion frente biopsia y dos vitrificaciones. Asi, fueron seleccionados cuatro
articulos (Aluko et al., 2021; Theodorou et al., 2022; Li et al., 2023; Zhang et al., 2023).
En el caso de los que tratan sobre la doble vitrificacion en estadio de embrion, los criterios
fueron la fecha de publicacion (2018 o posteriores), los resultados de RNV y con datos
precisos del estadio en el que se vitrifica, obteniéndose un total de seis articulos (Mizobe
etal.,2021; Wang et al., 2021; Makieva et al., 2023; Nanassy et al., 2023; Huang et al.,
2024; Oraiopoulou et al., 2024). Sin embargo, en el caso de los articulos sobre la doble
vitrificacion de embriones que provienen de ovocitos ya vitrificados tinicamente se tomo
como criterio de inclusion la primera vitrificacion en ovocitos; debido a que los articulos
obtenidos eran pocos, no se tuvo en cuenta ni el afio de publicacion ni los resultados de
RNV, pues solo se identificaron dos articulos con este contenido (Cobo et al., 2013;
Ramadan et al., 2022). A modo de resumen, todos los datos del proceso se presentan en
un diagrama de flujo (Figura 4). Con los articulos seleccionaron (Tabla 3) segtn el
proceso mencionado, se evaluaron los resultados obtenidos en cada uno de ellos y

extrajeron sus conclusiones finales.

3.3. Articulos incluidos en el estudio

Las caracteristicas de cada uno de los articulos seleccionados, referentes a los
procedimientos realizados, participantes y otras caracteristicas relevantes, agrupandolos

con relacion al objetivo deseado, son las explicadas a continuacion:

3.3.1. Doble vitrificacion de embriones biopsiados

Cuatro articulos, siendo todos ellos estudios retrospectivos, fueron los que cumplian
con todos los criterios de inclusion que finalmente se seleccionaron (Aluko et al., 2021;

Theodorou et al., 2022; Li et al., 2023; Zhang et al., 2023).
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El primer articulo publicado (Aluko et al., 2021) se trata de un estudio de pacientes
sometidas a ciclos de FIV entre el 1 de julio de 2013 y el 1 julio de 2017. En este estudio
se queria comprobar si la doble vitrificacion en conjunto con la biopsia influye
negativamente en los resultados obtenidos tras un ciclo de FIV; para ello, se incluyeron
en ¢l tinicamente ciclos de transferencias de un tnico embridon que habia sido cultivado
hasta blastocisto, y las pruebas de DGP se realizaron mediante biopsia de trofoectodermo.
Aluko y colaboradores comparan los resultados de una biopsia-una vitrificacion, frente a
una biopsia-dos vitrificaciones y a dos biopsias-dos vitrificaciones; sin embargo, para este
analisis solo se tendran en cuenta las dos primeras. Todas las pacientes fueron estimuladas
con gonadotropinas, llevando a cabo un protocolo largo o corto en funcion de las
caracteristicas de cada una; la extraccion de los ovocitos se llevo a cabo a las 36-38 horas
desde la induccion de la ovulacion, y después de la fecundacion se llevaron a cultivo hasta
blastocisto, momento en el que se biopsiaron o vitrificaron. Cabe destacar que la edad de
las pacientes se encontraba entre los 33 y los 38 afios, ya que una de las principales
indicaciones para realizar el DGP es la edad materna avanzada. Finalmente, se estudiaron

la tasa de embarazo bioquimico, clinico, RNV y abortos, principalmente.

El siguiente articulo que trataba de dar respuesta al mismo planteamiento
(Theodorou et al., 2022), incorpord pacientes que habian tenido una transferencia de
unico embridn entre el 1 de enero de 2015 y el 30 de junio de 2020 en el Centro de Salud
Reproductiva y Genética (CRGH) de Londres. En este caso habia tres grupos
comparativos: (i) blastocistos biopsiados y posteriormente vitrificados; (ii) blastocistos
previamente vitrificados, que se biopsiaron y re-vitrificaron, y (iii) embriones en D+3
vitrificados, biopsiados en blastocisto y revitrificados. Sin embargo, el Gltimo grupo (iii)
no fue incluido en nuestro estudio. Todas las pacientes fueron estimuladas de manera
controlada con protocolos largo o cortos, y la extraccion de los ovocitos se realizo a las
36 horas del desencadenamiento de la ovulacion. Posteriormente fueron fecundados y
cultivados hasta estadio de blastocisto, donde fueron biopsiados o vitrificados en funciéon
del grupo al que pertenecian. La edad de las pacientes en este caso se encontraba entre
los 34 y los 40 anos. Finalmente, se estudiaron la tasa de embarazo bioquimico, clinico,

RNV y aborto espontaneo.

El afio siguiente se realiz6 otro estudio (Li et al., 2023) con ciclos de transferencia

de embridn unico entre septiembre de 2016 y marzo de 2021. Del mismo modo que en
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los anteriores casos, las pacientes fueron estimuladas, y una vez extraidos los ovocitos
fueron fecundados y cultivados hasta estadio de blastocisto. En este articulo, se
comparaba Unicamente blastocistos biopsiados y vitrificados, frente a blastocistos
biopsiados y revitrificado, por tanto, todos los datos fueron utilizados en nuestro estudio.
En este articulo, la edad de las pacientes abarcaba un rango mayor ya que se encontraban
entre los 24 y los 38 afios. Finalmente, e igual que en los anteriores articulos, los
principales resultados clinicos que se estudiaron eran la tasa de embarazo bioquimico,

clinico, RNV y abortos.

Por ultimo, el estudio de Zhang et al.,, (2023) realizado entre enero de 2014 y
diciembre de 2018 en el Centro de Medicina Reproductiva de la Facultad de Medicina
Cheeloo de la Universidad de Shandong, compar¢ el efecto de una vitrificacion frente a
dos en blastocistos biopsiados. El procedimiento de estimulacion ovdrica, puncion,
inseminacion, cultivo hasta blastocisto, vitrificacion y biopsia de trofoectodermo fue el
mismo que en los casos anteriores. Las pacientes que fueron incluidas en el estudio tenian
entre 21 y 45 afios, y los resultados que se tuvieron en cuenta fueron nuevamente la tasa

de embarazo bioquimico, clinico, RNV y abortos.

3.3.2. Doble vitrificacion en diferentes estadios embrionarios

Los articulos seleccionados que comparaban la doble vitrificacion frente a la
simple, siendo estas dos vitrificaciones realizadas en estadio de embrion, fueron seis
estudios retrospectivos (Mizobe et al., 2021; Wang et al., 2021; Makieva et al., 2023;
Nanassy et al., 2023; Huang et al., 2024; Oraiopoulou ef al., 2024).

El primero (Wang et al., 2021) incluy6 todos los ciclos que se realizaron entre enero
de 2014 y diciembre de 2018 en el Centro de Medicina Reproductiva del Hospital Tongji,
Facultad de Medicina Tongji, Universidad Huazhong de Ciencia y Tecnologia. En ¢él, las
parejas sometidas a analisis genético preimplantacional fueron excluidas. Las pacientes
utilizaron protocolos de agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH)
para la estimulacion ovarica, y 36 horas después de la induccion de la ovulacion se llevo
a cabo la extraccion de los ovocitos. Posteriormente fueron fecundados y los embriones
resultantes se cultivaron hasta el estadio de blastocisto, donde fueron colapsados
artificialmente antes de ser vitrificados. Las dobles vitrificaciones tenian lugar en

diferentes situaciones: dos embriones vitrificados en la misma pajuela, pero se realiza
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transferencia de embrion Unico, o estado fisico inadecuado de la paciente el dia de la
transferencia que requiere revitrificacién del embridén ya descongelado. La edad de las
pacientes incluidas en el estudio se encontraba entre los 27 y los 36 afios. Finalmente, los
resultados que estudiaron mas profundamente fueron la implantacion, embarazo clinico,

RNV y abortos.

Ese mismo afo, se realizé otro estudio (Mizobe et al., 2021) de los ciclos realizados
entre abril de 2012 y marzo de 2014, excluyendo aquellos en los que se hubiera efectuado
el andlisis preimplantacional del embrion. De igual forma que en el caso anterior, se quiso
comparar el efecto de dos vitrificaciones frente a una en estadio de blastocisto; aunque
también comparaban el efecto de una tercera vitrificacion, esos datos no seran incluidos
en nuestro andlisis. Las pacientes, de entre 30 y 39 afios, fueron sometidas a un
tratamiento de estimulacion previo a la extraccion de los ovocitos, que se fecundaron y
cultivaron hasta blastocisto. Los resultados que se estudiaron fueron la tasa de embarazo

clinico, implantacion, RNV y aborto.

El siguiente articulo incluido se centraba en el efecto de la doble vitrificacion de
embriones en cuanto a la tasa de recién nacido vivo (Makieva et al., 2023); incluyendo
ciclos entre enero de 2017 y diciembre de 2021. Nuevamente fueron excluidas del estudio
aquellas parejas que se sometieron a un DGP. La estimulacién ovérica se llevo a cabo
mediante protocolos largos o cortos, y después de la extraccion ovocitaria se fecundaron
los ovocitos obtenidos. En este estudio se comparaba la simple frente a la doble
vitrificacién embrionaria, siendo la primera de ella en estadio de cigoto (2 PN) y la
segunda en estadio de blastocisto; en los casos de simple vitrificacion, esta se realizé en
estadio de blastocisto. Las participantes de este estudio se encontraban entre los 31 y 39
afios en el momento de la extraccion de los ovocitos. El resultado primario analizado fue
el de nacidos vivos, aunque también se estudiaba la supervivencia del embrion, embarazo

clinico, embarazo bioquimico y aborto.

Ese mismo afo se realizo6 otro estudio (Nanassy et al., 2023) centrado en los casos
de transferencias de embriones en el centro entre los afios 2015 y 2020. Igual que en el
caso anterior, se comparaban dos vitrificaciones (2 PN y blastocisto) frente a una
(blastocisto); excluyendo los ciclos con DGP. Para ello, las pacientes fueron estimuladas
con agonista o antagonista de la GnRH, los ovocitos fueron extraidos, fecundados y los

cigotos (2 PN) no vitrificados siguieron en cultivo hasta estadio de blastocisto. Las
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pacientes que fueron incluidas en el estudio tenian entre 32 y 34 afos, y los resultados

que se tuvieron en cuenta fueron la tasa de embarazo bioquimico, clinico, RNV y abortos.

Posteriormente, Huang et al., (2024) realizé un estudio que tenia como objetivo
evaluar los resultados de embarazo y neonatales de blastocistos vitrificados dos veces
derivados de embriones vitrificados una vez. La realizacion de DGP fue nuevamente
usada como criterio de exclusion del estudio. Tanto el protocolo largo como el corto
fueron usados para estimular a las participantes, y a las 36 horas de la induccion de la
ovulacion se llevé a cabo la extraccion de los ovocitos, que posteriormente fueron
fecundados. En este caso, la primera vitrificacion se llevaba a cabo en estadio de division,
por tanto, una vez fecundados serian cultivados hasta este punto, y la segunda
vitrificacion, al igual que la vitrificacion simple en su caso, se realizo en estadio de
blastocisto. Cabe destacar que antes de llevar a cabo la vitrificacion en blastocisto, se
realizo el colapso artificial mediante el uso del laser. Las participantes del estudio tenian
entre 28 y 36 afios, y los resultados para tener en cuenta en la discusion fueron la
supervivencia del embridon, embarazo clinico, embarazo bioquimico, implantacién, RNV

y aborto.

Por ultimo, ese mismo afio se llevd a cabo otro estudio (Oraiopoulou et al., 2024)
desde junio 2013 a marzo de 2021 que comparaba los resultados clinicos entre una
vitrificacion simple y doble de embriones; sin embargo, en este caso, tanto la primera
como la segunda vitrificacion se llevaron a cabo en estadio de blastocisto. Nuevamente,
los ciclos con DGP fueron excluidos del estudio. Las pacientes, de entre 28 y 38 afios,
fueron estimuladas, se extrajeron sus ovocitos y fueron fecundados y cultivados hasta
blastocisto, donde se llevd a cabo la vitrificacion, en este caso sin colapso previo del
blastocele. Finalmente, se estudiaron la tasa de embarazo bioquimico, embarazo clinico,

RNV y abortos, principalmente.

3.3.3. Doble vitrificacion de embriones procedentes de ovocitos vitrificados

Como se comento anteriormente, los articulos que tratan sobre la transferencia de
embriones vitrificados desarrollados a partir de ovocitos vitrificado son més heterogéneos
y, por tanto, los criterios de inclusion no son tan especificos (Cobo et al., 2013; Ramadan

et al., 2022). Ambos articulos son estudios retrospectivos.
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El primero de los articulos (Cobo et al., 2013) compara los resultados de FIV, tales
como RNV, embarazo clinico, implantacion y supervivencia del embrion, obtenidos de
una transferencia de embriones vitrificados procedentes de ovocitos vitrificados frente a
ovocitos frescos. Se trata de un estudio de ciclos que tuvieron lugar entre enero de 2007
y junio de 2010, y en este caso no se realiz6 ningtn tipo de exclusion. El procedimiento
de estimulacion ovérica se llevd a cabo mediante un protocolo largo o corto, y los
embriones resultantes de la fecundacion fueron cultivados hasta estadio de division (D+3)
o blastocisto, momento en el que se llevo a cabo la vitrificacion; cabe destacar que, previa
a la vitrificacion de blastocisto, se realizé el colapso del blastocele con el uso del laser.
En este articulo, los ovocitos procedian de donantes, cuya edad estaba comprendida entre
los 26 y los 27 afios, o podian proceder de la propia pareja, siendo en este caso la edad de

las mismas entre los 34 y los 44 afios.

Por otra parte, el otro estudio (Ramadan ef al., 2022) se centra en los ciclos
comprendidos entre diciembre de 2013 y junio de 2019 y comparaba, principalmente, la
tasa de embarazo clinico de transferencias de blastocistos vitrificados frente a frescos,
que procedian de ovocitos vitrificados. Los embriones que habian sido sometidos a DGP
fueron excluidos del estudio. En este caso, se usaron ovocitos de donante y no especifica

ni la edad de estas, ni el procedimiento de estimulacion ovarica.

Adicionalmente, dentro de este apartado, se consultd el registro de la Sociedad
Espaiola de Fertilidad (SEF) correspondiente al afio 2021 (SEF, 2021), los datos mas
recientes que se pueden obtener hasta el momento. Concretamente, se han obtenido los
datos de las transferencias de embriones vitrificados procedentes de ovocitos vitrificados

y de embriones en fresco procedentes de ovocitos vitrificados, con fines comparativos.

3.4. Analisis estadistico

Para realizar un estudio mas profundo, e interpretar mas objetivamente los datos, se
llevdo a cabo un andlisis estadistico de los resultados obtenidos en cada uno de los
articulos, referentes a la tasa de embarazo bioquimico, embarazo clinico, recién nacido
vivo y aborto. El andlisis estadistico elegido fue el Odd Ratio (OR) con intervalos de
confianza (IC) del 95%. Todos los articulos fueron analizados de manera conjunta y por
subgrupos, de acuerdo con la realizacion o no de una biopsia de trofoectodermo para

llevar a cabo el DGP, o en funcion de si la primera vitrificacion tuvo lugar en el ovocito,
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o directamente en cualquier estadio embrionario. De igual forma, se compararon los
resultados en funcidén de los estadios en los que se llevan a cabo las vitrificaciones.
Mediante la realizacion de tablas de contingencia y graficos de bosque se interpretaron
los resultados. De igual forma, se calculd el p-valor utilizando la prueba de chi-cuadrado
(X?) de independencia, utilizando el mismo valor de significancia (95%) para comprobar
si las diferencias entre los grupos eran significativas o no. Todos los calculos fueron

realizados con el programa estadistico SPSS.
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Tabla 3. Resumen de la revision de articulos utilizados para el metaanalisis. EB: embarazo bioquimico, EC: embarazo clinico, RNV: recién nacido vivo,
AE: aborto espontaneo, IE: implantacion embrionaria, SE: supervivencia del embrion, SV: simple vitrificacion, DV: doble vitrificacion.

Estadio Numero de
embriones ciclos
Objetivo Autores y aiio Vitrificacion Re-vitrificacion DGP  Colapso SV~ DV Resultados
DV en Aluko et al., 2021 Blastoc%sto Blastoc%sto Si Si 2603 95 EB, EC,RNV, AE
embriones Theodorou etal, 2022 Blastoqsto Blastoc%sto Si Si 451 146 EB, EC,RNV, AE
biopsiados Lietal, 2023 Blastoqsto Blastoc%sto Si Si 177 30 EB, EC,RNV, AE
Zhang et al., 2023 Blastocisto Blastocisto Si No 97 117 EB, EC, RNV, AE
Wang et al., 2021 Blastocisto Blastocisto No Si 244 216 1E, EC, RNV, AE
Mizobe et al., 2021 Blastocisto Blastocisto No No 306 82 IE, EC, RNV, AE
DV en Makieva et al., 2023 Cigoto (2PN) Blastocisto No Si 310 97 SE, EB,EC, RNV, AE
embriones Nanassy et al., 2023 Cigoto (2PN) Blastocisto No No 189 122 EB,EC,RNV, AE
Huang et al., 2024 Division Blastocisto No Si 337 73 SE, IE, EB, EC, RNV, AE
Oraipoulou et al., 2024 Blastocisto Blastocisto No No 450 252 EB, EC,RNV, AE
) Cobo et al., 2013 Ovocito Blastocisto - Si 2629 471 SE,IE, EC, RNV
DYV de ovocitos ) . .
vitrificados Registro SEF, 2021 Ovocito Blastocisto - - 7027 7349 EC, RNV, AE
Ramadan et al., 2022 Ovocito Blastocisto No No 409 191 EC
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4. RESULTADOS

De los doce articulos que fueron seleccionados, inicamente ocho de ellos aportaban

datos sobre la tasa de embarazo bioquimico, sin embargo, con respecto a las tasa de

embarazo clinico, RNV y abortos todos los articulos seleccionados si los proporcionaban.

A. Embarazo bioquimico

SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0Odd Ratio
Aluko et al.,, 2021 1888 715 55 40 0,52 [0,346-0,783] 0,001 —
Theodorou et al., 2022 294 157 99 47 1,12 [0,762-1,66] 0,28 —
Lietal, 2023 132 45 21 9 0,8 [0,346-1,831] 0,30 —.,—
Zhang et al., 2023 69 28 76 41 0,75 [0,426-1,328] 0,17 ——
Makieva et al., 2023 43 267 17 80 1,32 [0,723-2,409] 0,19 .
Nanassy et al., 2023 95 94 57 65 0,87 [0,555-1,356] 0,27 .
Huang et al., 2024 186 151 38 35 0,88 [0,536-1,448] 0,31 .
Oraiopoulou et al., 2024 285 165 116 136 0,49 [0,363-0,671] 0,000004 -
TOTAL 2992 1622 479 453 0,57 [0,499-0,659] 4,96E-15 —e——
B. Embarazo clinico
SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0Odd Ratio
Aluko et al., 2021 1624 979 37 58 0,38 [0,255-0,58] 0,000002 —*——
Theodorou et al., 2022 281 170 91 55 1[0,686-1,46] 0,50 —_—
Lietal., 2023 125 52 19 11 0,72 0,325-1,589] 0,21 —
Zhang et al., 2023 60 37 69 48 0,89 [0,517-1,521] 0,33 —
Wang et al., 2021 165 79 85 131 0,31[0,214-0,452]  6,19E-10 —&—
Mizobe et al., 2021 134 172 38 44 1,11 [0,686-1,79] 0,34 I S—
Makieva et al., 2023 131 179 43 54 1,09 [0,694-1,707] 0,36 ——————
Nanassy et al., 2023 57 132 30 92 0,76 [0,455-1,252] 0,14 —
Huang et al., 2024 161 176 32 41 0,85 [0,518-1,405] 0,27 .
Oraiopoulou ef al., 2024 235 215 88 164 0,49 0,359-0,671] 0,000005 ———
TOTAL 2973 2191 532 698 0,56 [0,497-0,635] 6,02E-20 @ —o——
C.RNV
Sv DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Aluko et al., 2021 1434 1169 27 68 0,32 [0,208-0,504]  0,0000001 -
Theodorou et al., 2022 256 195 80 66 0,92 [0,639-1,334] 0,34 —
Lietal, 2023 103 74 10 20 0,36 [0,162-0,799] 0,01 =
Zhang et al., 2023 45 52 60 57 1,22 [0,717-2,063] 0,24 e
Wang et al., 2021 130 114 57 159 0,31 [0,214-0,462] 2,32E-09 —-—
Mizobe et al., 2021 92 214 28 54 1,21 [0,726-2,003] 0,24 —_———————
Makieva et al., 2023 89 221 30 67 1,11 [0,684-1,807] 0,34 —_————
Nanassy et al., 2023 56 133 25 97 0,61 [0,361-1,038] 0,04 ——
Huang et al., 2024 115 222 24 49 0,95 [0,558-1,601] 0,42 —e
Oraiopoulou et al., 2024 205 245 76 176 0,52 [0,375-0,711] 0,00003 ———
TOTAL 2525 2639 417 813 0,54 [0,472-0,609] 1,25E-21 —
0,00 1,00 2,00 3,00
D. Abortos
Sv DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Aluko et al., 2021 171 2432 8 87 1,31 [0,633-2,701] 0,24 --———
Theodorou et al., 2022 22 259 10 81 1,45 [0,672-3,145] 0,18 R —
Li et al., 2023 29 103 11 10 3,91[1,54-9,912] 0,002 S S —
Zhang et al., 2023 14 46 8 61 0,43 [0,17-1,092] 0,04 >~
Wang et al., 2021 31 134 27 58 2,01 [1,117-3,625] 0,01 —.—
Mizobe et al., 2021 39 95 9 29 0,76 [0,333-1,714] 0,26 ~—
Makieva et al., 2023 42 89 12 31 0,82 [0,389-1,728] 0,30 +*~—
Nanassy et al., 2023 39 56 32 25 1,84 [0,959-3,522] 0,04 .
Huang et al., 2024 46 115 8 24 0,83 [0,355-1,954] 0,34 *~-—
Oraiopoulou ef al., 2024 22 213 9 79 1,10 [0,487-2,498] 0,41 >
TOTAL 455 3542 134 485 2,15 [1,735-2,666] 0

10,00

15,00

Figura 5. Comparacion entre la doble vitrificacion (DV) y la simple vitrificacion (SV) en cuanto
a: A. Embarazo bioquimico, B. Embarazo clinico, C. RNV; D. Abortos. OR: Odd Ratio; IC:
Intervalo de confianza. Si OR< 1 favorece la SV, mientras que si OR>1 favorece la DV.
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A la vista de la Figura 5, la mayoria de los articulos muestran diferencias no
significativas (p>0,05) entre el uso de una simple vitrificacion, frente a una doble
vitrificacion. No obstante, también en la gran mayoria de ellos se obtienen mejores
resultados en aquellos ciclos en los que se realiz6 una vitrificacion simple; por una parte,
la tasa de embarazo y RNV se ve favorecida con la técnica de simple vitrificacion,

mientras que el aborto estd mas aumentando con el uso de la doble vitrificacion.

4.1. Efecto de la doble vitrificacion en embriones biopsiados

Los cuatro articulos seleccionados aportaban datos sobre los resultados de
embarazo bioquimico, embarazo clinico, tasa de recién nacidos vivo y aborto espontaneo.
Los criterios de exclusion, asi como los procedimientos que se llevaron a cabo en cada
uno de ellos para la estimulacion, extraccion, vitrificacion y biopsia de trofoectodermo
fueron equiparables en todos los casos. Las diferencias que pueden encontrarse entre estos
cuatro articulos se centran en el nimero de ciclos incluidos en cada caso de estudio, ya
que por ejemplo Aluko et al., (2021) incluye 2603 ciclos de simple vitrificacion, frente a
451, 177 y 97 ciclos que analizan los otros autores (Theodorou et al., 2022; Li et al.,
2023; Zhang et al, 2023 respectivamente). Por otra parte, para el caso de doble
vitrificacion, comprende un numero mas reducido de ciclos (117, 146, 95 y 30,

respectivamente).

A la vista de los resultados correspondientes a la tasa de embarazo bioquimico
(Figura 6A) obtenidos en los ciclos de embriones que habian sufrido una doble
vitrificacion y una biopsia de trofoectodermo es significativamente menor que en aquellos
que unicamente pasaron por una biopsia seguida de una vitrificacion (OR: 0,73; IC: 0,585
- 0,903; p-valor: 0,002). Por otra parte, los resultados asociados a la tasa de embarazo
clinico (Figura 6B) seguian siendo superiores en el caso de una simple vitrificacion y
una biopsia, mostrando diferencias significativas (OR: 0,74; IC: 0,604 - 0,916; p-valor:
0,003). Con respecto a la tasa de RNV (Figura 6C) de cada uno de los grupos, los
blastocistos biopsiados y vitrificados una unica vez muestran tasas superiores por cada
ciclo en comparacion a los doblemente vitrificados (OR: 0,68; IC: 0,553 - 0,836; p-valor:
0,0002). Sin embargo, en el caso de la tasa de aborto espontaneo (Figura 6D), la doble
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vitrificacidon parece afectar negativamente e incrementa el porcentaje de abortos (OR:

1,86; IC: 1,296 - 2,679; p-valor: 0,0004).

A. Embarazo bioquimico

SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Aluko et al., 2021 1888 715 55 40 0,52 [0,346-0,783] 0,0009 1
Theodorou et al., 2022 294 157 99 47 1,12 [0,762-1,660] 0,28 —
Lietal, 2023 132 45 21 9 0,8 [0,346-1,831] 0,30 —.
Zhang et al., 2023 69 28 76 41 0,75 [0,426-1,328] 0,17 —
TOTAL 2383 945 251 137 0,73 [0,585-0,903] 0,002 o
0,00 1,00 2,00 3,00
B. Embarazo clinico
Sv DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0Odd Ratio
Aluko et al., 2021 1624 979 37 58 0,38 [0,255-0,58] 0,000002 ——
Theodorou et al., 2022 281 170 91 55 1 [0,686-1,46] 0,50  E—
Lietal, 2023 125 52 19 11 0,72 0,325-1,589] 0,21 ——
Zhang et al., 2023 60 37 69 48 0,89 [0,517-1,521] 0,33 —
TOTAL 2090 1238 216 172 0,74 0,604-0,916] 0,003 —¢——
C. RNV
SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0Odd Ratio
Aluko et al., 2021 1434 1169 27 68 0,32 [0,208-0,504]  0,0000001 -
Theodorou et al., 2022 256 195 80 66 0,92 [0,639-1,334] 0,34 .
Lietal, 2023 103 74 10 20 0,36 [0,162-0,799] 0,006 .
Zhang et al., 2023 45 52 60 51 1,22 [0,717-2,063] 0,24 e
TOTAL 1838 1490 177 211 0,68 [0,553-0,836] 0,0002 —
D. Abortos
SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Aluko et al., 2021 171 2432 8 87 1,31 [0,633-2,701] 0,24 -~
Theodorou et al., 2022 22 259 10 81 1,45 [0,672-3,145] 0,18 -
Lietal, 2023 29 103 11 10 3,91 [1,54-9,912] 0,002 —
Zhang et al., 2023 14 46 8 61 0,43 [0,17-1,092] 0,04
TOTAL 236 2840 37 239 1,86 [1,296-2,679] 0,0004 _,

0,00 5,00 10,00 15,00

Figura 6. Comparacion entre doble vitrificacion (DV) y simple vitrificacion (SV) de embriones
biopsiados con respecto a: A. Embarazo bioquimico; B. Embarazo clinico, C. RNV; D. Abortos.
OR: Odd Ratio; IC: Intervalo de confianza. Si OR< I favorece la SV, mientras que si OR>1
favorece la DV.

4.2. Efecto de la doble vitrificacion en estadio de embrion en los resultados después

de un ciclo de fecundacion in vitro

En este subgrupo de articulos (Mizobe et al., 2021; Wang et al., 2021; Makieva et
al., 2023; Nanassy et al., 2023; Huang et al., 2024; Oraiopoulou et al., 2024), ambas
vitrificaciones tienen lugar en estadio de embrion, sin embargo, dos de ellos realizan la
primera vitrificacion en cigoto (2 PN), otro en estadio de division, y los tres restantes
llevan a cabo dos vitrificaciones consecutivas en estadio de blastocisto. Por otra parte,

datos sobre la tasa de embarazo bioquimico unicamente son aportados en cuatro de los
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articulos (Makieva et al., 2023; Nanassy et al., 2023; Huang et al., 2024; Oraiopoulou et
al.,2024), mientras que el resto de los resultados a analizar, véase embarazo clinico, RNV
y aborto, son facilitados por todos los articulos seleccionados. Con respecto a la
supervivencia del embrion después de la vitrificacion, solo dos andlisis proporcionaron
resultados de su estudio (Makieva et al., 2023; Huang et al., 2024). El nimero de ciclos
que se incluye en cada uno de los articulos ya sea para una simple vitrificacion, o una

doble, se pueden observar en la Tabla 3.

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos tras realizar una vitrificacion
frente a dos, una vez el ovocito ya ha sido fecundado, se muestra en la Figura 7. Con
respecto a la tasa de RNV (Figura 7C), algunos autores obtienen mejores resultados
cuando se realiza una doble vitrificacion (Mizobe et al., 2021), mientras que otros siguen
apoyando la vitrificacion simple (Huang et al., 2024), aunque en ninguno de los casos las
diferencias entre ambos grupos son significativas (OR: 1,21; IC: 0,726 — 2,003; p-valor:
0,24 y OR: 0,95; IC: 0,558 — 1,601; p-valor: 0,42; respectivamente). Sin embargo,
observando los datos en conjunto, se obtienen mejores resultados con la realizacion de
una unica vitrificacion, con diferencias significativas en cuando a la tasa de RNV,

embarazo y abortos (p<0,05).

Como ya se comentd, la supervivencia del blastocisto después de la vitrificacion
fue analizada por dos estudios; por una parte, Makieva et al., (2023), que realiza una
primera vitrificacion en cigoto (2 PN) y la segunda en blastocisto, obtienen un 98,4% de
supervivencia en el caso de la doble vitrificacién, y un 98,7% en el de simple, sin
embargo, las diferencias no fueron significativas (p>0,05). Y, por otra parte, Huang et al.,
(2024) muestran una supervivencia mayor en el caso de la doble vitrificacion (99,01%)
frente a la simple (98,45%) realizando la primera de ellas en estadio de division, aunque

nuevamente se trataba de diferencias no significativas (p>0,05).
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A% DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Makieva et al., 2023 43 267 17 80 1,32 [0,723-2,409] 0,19 —
Nanassy et al., 2023 95 94 57 65 0,87 [0,555-1,356] 0,27 —
Huang et al., 2024 186 151 38 35 0,88 [0,536-1,448] 0,31 —
Oraiopoulou ef al., 2024 285 165 116 136 0,49 [0,363-0,671] 0,000004 —¢—
TOTAL 609 677 228 316 0,8 [0,658-0,978] 0,02 —¢—
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
B. Embarazo clinico
SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Wang et al., 2021 165 79 85 131 0,31 [0,214-0,452] 6,19E-10 —*—
Mizobe et al., 2021 134 172 38 44 1,11 [0,686-1,79] 0,34 —
Makieva et al., 2023 131 179 43 54 1,09 [0,694-1,707] 0,36 T
Nanassy ef al., 2023 57 132 30 92 0,76 [0,455-1,252] 0,14 —¢——
Huang et al., 2024 161 176 32 41 0,85 [0,518-1,405] 0,27 —
Oraiopoulou ef al., 2024 235 215 88 164 0,49 0,359-0,671] 0,000005 —*
TOTAL 883 953 316 526 0,65 [0,551-0,764] 1,66E-07 — ¢
0,00 050 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
C. RNV
SV DV
Articulo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Wang et al., 2021 130 114 57 159 0,31 [0,214-0,462] 2,32E-09 —»—
Mizobe et al., 2021 92 214 28 54 1,21 [0,726-2,003] 0,24 —
Makieva et al., 2023 89 221 30 67 1,11 [0,684-1,807] 0,34 ——
Nanassy et al., 2023 56 133 25 97 0,61 [0,361-1,038] 0,04 —o— —
Huang et al., 2024 115 222 24 49 0,95 [0,558-1,601] 0,42 —
Oraiopoulou ef al., 2024 205 245 76 176 0,52 [0,375-0,711] 0,00003 —e——
TOTAL 687 1149 240 602 0,67 [0,561-0,793] 0,000003 —o——
0,00 050 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50
D. Abortos
SV DV
Articulo Si No Si  No OR [IC] p-valor Odd Ratio
Wang et al., 2021 31 134 27 58 2,01 [1,117-3,625] 0,01 —_————
Mizobe et al., 2021 39 95 9 29 0,76 [0,333-1,714] 026 —+——
Makieva et al., 2023 42 89 12 31 0,82 [0,389-1,728] 030 —+——
Nanassy et al., 2023 39 56 32 25 1,84 [0,959-3,522] 0,04 S
Huang et al., 2024 46 115 8 24 0,83 [0,355-1,954] 0,34 i { E—
Oraiopoulou ef al., 2024 22 213 9 79 1,1[0,495-2,456] 0,41 e
TOTAL 219 702 97 246 1,26 [0,961-1,662] 0,05 —¢——

Figura 7. Comparacion entre la doble vitrificacion (DV) y la simple vitrificacion (SV) cuando se

0,00 100 2,00

3,00 4,00 500 6,00

realizan ambas en estadio embrionario, sobre: A. Embarazo bioquimico; B. Embarazo clinico,
C. RNV; D. Abortos. OR: Odd Ratio; IC: Intervalo de confianza. Si OR< 1 favorece la SV,
mientras que si OR>1 favorece la DV.

Cabe destacar que, en este grupo, los autores optaron por realizar las dos
vitrificaciones en estadios embrionarios diferentes, por tanto, en la Figura 8 se puede
visualizar el analisis de los resultados agrupados en funcion de los estadios en los que se
realizaron ambas vitrificaciones. Los resultados obtenidos con relacion al embarazo
bioquimico (Figura 8A) de embriones que habian sufrido una primera vitrificacién en
estadio de cigoto y fueron revitrificados en blastocisto muestran una tendencia favorable

hacia la doble vitrificacion (OR: 1,34; IC: 0,955 — 1,866; p-valor: 0,05).
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A. Embarazo bioquimico
SV DV Odd Ratio
Articulo - subgrupo Si No Si No OR [IC] p-valor
Makieva et al., 2023 43 267 17 80 1,32 [0,723-2,409] 0,19 ——————————
Nanassy et al., 2023 95 9% 57 65 0,87 [0,555-1,356] 0,27 —
TOTAL 138 361 74 145 1,34 [0,955-1,866] 0,05 ———
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
B. Embarazo clinico
Sv DV
Articulo - subgrupo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
2.1. 2PN-Blasto
Makieva et al., 2023 131 179 43 54 1,09 [0,694, 1707] 0,36 B | SE—
Nanassy et al., 2023 57 132 30 92 0,76 [0,455-1,252] 0,14 —
TOTAL 188 311 73 146 0,83 [0,596-1,148] 0,13 ——
2.2. Blasto-Blasto
Wang et al., 2021 165 79 85 131 0,31 [0,214-0,452] 6,19E-10 ——
Mizobe et al., 2021 134 172 38 44 1,11 [0,686-1,79] 0,34  —
Oraiopoulou et al., 2024 235 215 88 164 0,49 [0,359-0,671] 0,000005 —e——
TOTAL 534 466 211 339 0,54 [0,441-0,669] 7,18E-09 —e——
000 050 1,00 1,50 200 2,50 3,00 3,50
C. RNV
N\ DV
Articulo - subgrupo Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
2.1. 2PN-Blasto
Makieva et al., 2023 89 221 30 67 1,11 [0,684-1,807] 0,34 —
Nanassy et al., 2023 56 133 25 97 0,61 [0,361-1,038] 0,04 ——
TOTAL 145 354 55 164 0,82 [0,575-1,167] 0,14 —
2.2. Blasto-Blasto
Wang et al., 2021 130 114 57 159 0,31 [0,214-0,452] 2,32E-09 —¢—
Mizobe et al., 2021 92 214 28 54 1,21 [0,726-2,003] 0,24 *
Oraiopoulou et al., 2024 205 245 76 176 0,52 [0,375-0,711] 0,00003 —¢—
TOTAL 427 573 161 389 0,56 [0,447-0,691] 9,31E-08 —¢——
000 050 1,00 150 2,00 250 3,00 3,50
D. Abortos
Sv DV
Articulo - subgrupo Si No Si No OR [IC] p-valor Odd Ratio
2.1. 2PN-Blasto
Makieva et al., 2023 42 89 12 31 0,82 [0,389-1,728] 0,3 —4
Nanassy et al., 2023 39 56 32 25 1,84 [0,959-3,522] 0,04 *
TOTAL 81 145 44 56 1,41 [0,879-2,25] 0,08 [N
2.2. Blasto-Blasto
Wang et al., 2021 31 134 27 58 2,01 [1,117-3,625] 0,01 <
Mizobe et al., 2021 39 95 9 29 0,76 [0,333-1,714] 0,26 —o-
Oraiopoulou et al., 2024 22 213 9 79 1,1 [0,495-2,456] 0,41 B —
TOTAL 92 442 45 166 1,3 [0,881-1,925] 0,1 ——

0,00 1,00 200 3,00 4,00 500 6,00

Figura 8. Comparacion entre la doble vitrificacion (DV) y la simple vitrificacion (SV) cuando se
realizan ambas en estadio embrionario, diferenciando ambos estadios, acerca de: A. Embarazo
bioquimico; B. Embarazo clinico, C. RNV; D. Abortos. OR: Odd Ratio; IC: Intervalo de
confianza. Si OR< 1 favorece la SV, mientras que si OR>1 favorece la DV.

Asimismo, el embarazo clinico (Figura 8B) que se obtiene de la transferencia de

embriones vitrificados por primera vez tanto en cigoto como en blastocisto mejoran al

realizar una tnica vitrificacion en blastocisto (OR: 0,83; IC: 0,596 — 1,148; p-valor: 0,13

y OR: 0,54; IC: 0,441 — 0,669; p-valor = 0; respectivamente). La tasa de recién nacido

vivo (Figura 8C) también se beneficia con la realizacion de una vitrificacién simple, en

comparacion con dos vitrificaciones, ya sean consecutivas o no. Las diferencias
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encontradas al realizar la primera vitrificacion en cigoto no son significativas, mientras
que, al realizar las dos vitrificaciones en blastocisto, si que lo son (OR: 0,82; IC: 0,575 —
1,167; p-valor: 0,14 y OR: 0,56; IC: 0,447 — 0,691; p-valor = 0; respectivamente). Por
ultimo, la doble vitrificacion parece influir negativamente, de manera independiente al
estadio en el que se realice la primera de ellas, en la tasa de aborto (Figura 8D). Sin
embargo, las diferencias encontradas en ambos casos no son significativas (OR: 1,41; IC:

0,879 — 2,25; p-valor: 0,08 y OR: 1,3; IC: 0,881 — 1,925; p-valor: 0,1; respectivamente).

4.3. Efecto de la vitrificacion de embriones procedentes de ovocitos vitrificados.

Como se comentd anteriormente, los datos aportados por ambos estudios que
cumplian estas condiciones (Cobo et al., 2013; Ramadan et al., 2022) eran mas
heterogéneos y, por tanto, no se pudo llevar a cabo un andlisis estadistico. El estudio
realizado por Cobo et al., (2013) concluye que la revitrificacion de blastocistos que
provienen de ovocitos ya vitrificados no afecta de manera significativa a la supervivencia
después de la desvitrificacion. Ademas, comparando la criotransferencia de blastocistos
procedentes de ovocitos frescos o vitrificados, en el caso de los vitrificados doblemente
se obtienen tasas superiores de implantacion (35,4% vs 37,7%, respectivamente),
embarazo clinico (41,9% vs 43,3%, respectivamente), y RNV (36,7% vs 40,9%,
respectivamente), aunque en ninguno se trataba de diferencias significativas (p>0,05).
Por otra parte, Ramadan et al., (2022) compard la tasa de embarazo clinico en
transferencias de blastocistos que procedian de ovocitos vitrificados. Los resultados
obtenidos no presentaban una significacion estadistica (p>0,05), sin embargo, con las
transferencias en fresco se obtenia una tasa de embarazo superior, en comparaciéon con

las criotransferencias (38,63% vs 32,46%, respectivamente).

. SV DV
Parimetro Si No Si No OR [IC] p-valor 0dd Ratio
Embarazo clinico 3649 3378 2958 4391 0,62 [0,585-0,665] 4,18E-45 — o —
RNV 2762 887 2091 867 0,77 [0,696-0,862] 0,000002 —
Aborto 643 2119 653 1438 1,5[1,32-1,696] 2,86E-10 .

0,00 1,00 2,00 3,00

Figura 9. Comparacion de los resultados extraidos del registro de la SEF que comparan la doble
vitrificacion (DV) y la simple (SV) con relacion a la tasa de gestacion, RNV y aborto. OR: Odd
Ratio; IC: Intervalo de confianza. Si OR< 1 favorece la SV, mientras que si OR>1 favorece la
DV.
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Por otra parte, la SEF dispone de datos de los ciclos realizados durante cada afo,
asi como de los resultados neonatales obtenidos o posibles complicaciones que hayan
surgido (SEF, 2021). En el afio 2021, se realizaron 7027 transferencias en fresco de
embriones procedentes de ovocitos vitrificados de donante, mientras que transferencias
de embriones vitrificados derivados de ovocitos también vitrificados fueron 7349. A la
vista de los resultados en la Figura 9, tanto la tasa de embarazo clinico (OR: 0,62; IC:
0,585 — 0,665; p-valor = 0), como la de RNV (OR: 0,77; IC: 0,696 — 0,862; p-valor:
0,000002) se ven favorecidas al realizarse una vitrificacion simple, es decir, cuando se
lleva a cabo la transferencia en fresco de blastocitos procedentes de ovocitos previamente
criopreservados. Por el contrario, la tasa de aborto es superior en el caso de la doble
vitrificacion (OR: 1,5; IC: 1,32 — 1,696; p-valor = 0). Las diferencias en los tres casos son

significativas (p<0,05).
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5. DISCUSION

La doble vitrificacion de embriones se ha convertido en una técnica ampliamente
utilizada en las clinicas de reproduccion asistida, especialmente con el creciente nlimero
de ciclos que involucran ovocitos vitrificados de donante. Esta practica se emplea con el
proposito de evitar la sincronizacion entre la donante y la receptora. Sin embargo, su
aplicacion no se limita inicamente a esta situacion especifica; de hecho, se llevan a cabo
mas revitrificaciones de las que se podria suponer inicialmente. En este contexto, se
realizd un metaanalisis para evaluar el impacto de la revitrificacion en los resultados de
los ciclos de FIV. Los hallazgos indican que la doble vitrificacion conlleva una
disminucioén en las tasas de embarazo y recién nacidos vivos, asi como un aumento en la
tasa de abortos. Por tanto, se sugiere que, siempre que sea factible, se opte por la

vitrificacion simple en lugar de la doble vitrificacion.

Algunos de los factores mas importantes que se han tenido en cuenta para estudiar
el efecto de la doble vitrificacion son la supervivencia del embrion, la tasa de embarazo
bioquimico, embarazo clinico, recién nacido vivo y abortos espontdneos. Por una parte,
la supervivencia del embrion después la descongelacion puede verse influenciada tanto
por el método de criopreservacion, como por los estadios en los que se lleva a cabo el
proceso. Diferentes estudios afirman que la congelacion lenta de embriones en estadio de
division afecta negativamente a la supervivencia de este, en comparacion con el uso de la
vitrificacion (Casciani ef al., 2023). Como la vitrificacion se basa en el uso de velocidades
elevadas de enfriamiento, esto favorece la supervivencia del embrion al evitar la
formacion de cristales de hielo en su interior. El efecto perjudicial de los cristales de hielo
podria afectar a los organulos intracelulares, membranas y citoesqueleto del embrién
(Wang et al., 2023). Por otra parte, el embarazo bioquimico se evalia mediante la
concentracion de hormona gonadotropina corionica humana (3-hCG) a los 12-14 dias
después de la transferencia (Wang et al., 2021); y la tasa de embarazo bioquimico se
define como la proporcion de ciclos con resultados positivos de B-hCG con respecto al
total de ciclos de transferencia realizados (Huang et al., 2024). Asimismo, el embarazo
clinico se determina por la presencia de latido cardiaco y saco gestacional mediante
ecografia transvaginal a partir de las 8 semanas desde que se realiz6 la transferencia del

embrion (Makieva et al., 2023). Por consiguiente, la tasa de embarazo clinico es definida
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como la proporcioén de ciclos con saco gestacional y latido frente a los ciclos totales de
transferencia (Huang et al., 2024). Por otro lado, uno de los principales objetivos que se
persigue a la hora de realizar un ciclo de FIV es el recién nacido vivo, y la tasa de RNV
se entiende como la proporcion de nacidos vivos por transferencias embrionarias
realizadas (Huang et al., 2024). Por ultimo, el aborto espontianeo es entendido como la
pérdida del latido cardiaco fetal en las 20 semanas siguientes a la confirmacioén del
embarazo clinico (Wang et al., 2021); en consecuencia, la tasa de aborto espontaneo se
obtiene al dividir el nimero de ciclos con pérdida de embarazo por el numero de ciclos

totales con embarazo clinico (Huang et al., 2024).

5.1. ;Cual es el efecto de la doble vitrificacion en embriones biopsiados?

Los hallazgos obtenidos en este metaandlisis en relacion con la tasa de embarazo
bioquimico sugieren que la vitrificacion simple de un blastocisto que ha sido biopsiado
puede ofrecer resultados mas favorables en comparacion con la doble vitrificacion. Sin
embargo, no todos los autores parecen llegar a la misma conclusion. Por ejemplo,
Theodorou et al., (2022) en su investigacion sobre el efecto de la doble vitrificacion en
embriones biopsiados, obtuvieron mejores tasas de embarazo bioquimico con la
realizacion de dos vitrificaciones. Como ya se sabe, un factor importante es la realizacion
de colapso asistido previo a la vitrificacion, sin embargo, las discrepancias encontradas
en los resultados de los diferentes articulos no parecen estar relacionadas con este factor,
ya que algunos de los estudios que obtienen mejores resultados con la vitrificacion simple
realizan colapso previo (Aluko et al., 2021; Li et al., 2023), y otros no (Zhang et al.,
2023).

Con relacion a las tasa de éxito de embarazo clinico, la realizacion de la biopsia
también implic6 la obtencion de resultados dispares en comparacidon a nuestro andlisis,
ya que, Aluko et al., (2021) respaldaba el uso de la simple vitrificacion para obtener
mejores resultados en cuanto al embarazo clinico, mientras que Theodorou et al., (2022)
alcanzaba tasas superiores con la doble vitrificacion. Sin embargo, en este estudio se ha
comprobado que la doble vitrificacion de embriones biopsiados no favorece la tasa de
embarazo clinico. De igual forma que en el caso anterior, la realizacion del colapso

asistido previo parece no ser el factor indicativo que modifique los resultados.
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Por otra parte, los resultados obtenidos con respecto a la tasa de recién nacidos vivos
obtenidos sugieren que la doble vitrificacion de embriones biopsiados no favorece las
probabilidades de éxito. Nuevamente, existen contradicciones a nuestro resultado en la
literatura, ya que en el estudio realizado por Zhang ef al., (2023), se muestra una mejoria
en las tasas de recién nacido vivo al llevar a cabo la segunda vitrificacion del embrién.
Por el contrario, autores como Aluko et al., (2021), Theodorou et al., (2022) o Li et al,,

(2023) apoyan el resultado encontrado en este metaanalisis.

Por ultimo, en este estudio se ha visto que la doble vitrificaciéon de embriones
biopsiados aumenta notablemente la probabilidad de aborto espontaneo (p<0,05). Aunque
la mayoria de los estudios muestran resultados similares a los de este metaanalisis, hay
estudios como el de Li et al., (2023) en los que parece que la doble vitrificacién no afecta

negativamente a la probabilidad de aborto, ya que se obtienen tasa inferiores.

5.2. ;{Cual es el efecto de 1a doble vitrificacion en estadio de embrion en los resultados

después de un ciclo de fecundacion in vitro?

Referente a la supervivencia del embridn, la doble vitrificacién no parece alterar
significativamente la tasa de éxito después de la desvitrificacion. Cuando la primera de
ellas se lleva a cabo en estadio de cigoto (2 PN), y la segunda en blastocisto, se observa
una ligera disminucion en la supervivencia del embrion, en comparacion con una simple
vitrificacion en blastocisto (Makieva ef al., 2023). Sin embargo, si la primera vitrificacion
tiene lugar en estadio de division, se obtienen mejores tasas de supervivencia que con una
unica vitrificacion en blastocisto (Huang et al., 2024). Estos resultados pueden ser
debidos a la diferencia en el nimero de células de cada uno de los estadios de desarrollo
embrionario, ya que un mayor numero puede estar asociado a mejor supervivencia a la
vitrificacion. Uno de los fendémenos que incrementa la supervivencia del embridon después
de la vitrificacion es la realizacion previa del colapso del blastocele, que se lleva a cabo
principalmente mediante el uso de un pulso de laser. Este colapso induce la reduccion del
volumen interno del blastocisto, al favorecer la salida del agua, lo que evitaria la
probabilidad de formacién de cristales de hielo que puedan dafar al embrion (Boyard et
al., 2022; Kovacic et al., 2022). El colapso asistido también puede llevarse a cabo en las

dobles vitrificaciones, en el estadio de blastocisto. De esta forma, tanto Makieva et al.,
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(2023) como Huang et al., (2024) llevaron a cabo este procedimiento para aumentar la

probabilidad de supervivencia del embrion.

Aunque la doble vitrificacion, independientemente de los estadios en los que se
realice, parece disminuir la probabilidad de embarazo bioquimico, no todos los estudios
coinciden con nuestra conclusion. Por ejemplo, el estudio llevado a cabo por Makieva et
al., (2023) afirma obtener mejores resultados de embarazo bioquimico con la realizacion
de dos vitrificaciones, llevando a cabo la primera de ellas en estadio de cigoto (2 PN). Sin
embargo, Nanassy et al., (2023) cuya primera vitrificaciéon también tiene lugar en ese
mismo estadio, obtiene mejores resultados con la vitrificacion simple. Este mismo
resultado presenta Huang et al., (2024) en su estudio, aun cuando la primera de las

vitrificaciones tiene lugar en estadio de division.

Por otra parte, los resultados relacionados con la tasa de embarazo clinico obtenido
de embriones no biopsiados que habian sido vitrificados doblemente, no se veia
favorecida por esta doble vitrificacién, al compararse con una Unica vitrificacion.
Nuevamente, se obtuvieron algunos resultados contrarios. Por ejemplo, Nanassy et al.,
(2023) 1levo a cabo la primera de las vitrificaciones en estadio de cigoto (2 PN) y la
segunda en blastocisto, obteniendo mejores resultados en cuanto a tasa de embarazo
clinico al realizar una unica vitrificacion, misma conclusion a la que se llegd con nuestro
metaandlisis; mientras que Makieva et al, (2023), alcanz6 mejores tasas, no
estadisticamente significativas, con la realizacion de dos vitrificaciones en los mismos
estadios que el primero de los estudios. Estas diferencias podrian ser debidas a que en el
estudio Makieva et al., (2023) los blastocistos fueron colapsados con antelacion a la
segunda vitrificacion. De igual manera, al vitrificar los embriones de manera consecutiva
en estadio de blastocisto, Oraiopoulou et al., (2024) y Wang et al., (2021) también
encontraron resultados superiores con la simple vitrificacion, mientras que Mizobe ef al.,
(2021) obtuvieron mejores resultados al llevar a cabo la vitrificacion doble. En este caso,
unicamente el estudio de Wang et al., (2021) optd por la realizacion del colapso asistido,

por tanto, las diferencias encontradas pueden no deberse a la realizacion del colapso.

Como se coment6 anteriormente, el RNV es uno de los principales objetivos de las
técnicas de reproduccion asistida. Los resultados de este metaanalisis relacionados con la

doble vitrificacion de embriones no biopsiados parecen aumentar con la realizacion de
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una Unica vitrificacion, en lugar de dos. Algunos autores obtuvieron resultados similares
a los de este metanalisis, por ejemplo, Nanassy et al., (2023) cuya primera vitrificacion
se realiz6 en estadio de cigoto (2 PN) y Oraiopoulou et al., (2024) que la llevo a cabo en
blastocisto, mostraban mejores tasas de RNV con una vitrificaciéon simple; esto podria
indicar que el resultado es independiente de cuando se haya realizado la primera de las
vitrificaciones. Sin embargo, resultados contrarios a los de este estudio obtuvieron
Mizobe et al., (2021) y Makieva et al., (2023), aunque en ninguno de los ellos la mejoria

encontrada con la doble vitrificacion fue notable.

Por tltimo, la doble vitrificacion de embriones no biopsiados afecta negativamente
a la tasa de aborto espontaneo, ya que los resultados del metaanalisis muestran tasas
superiores cuando se llevan a cabo dos vitrificaciones, independientemente del estadio en
el que se hayan llevado a cabo (Wang et al., 2021; Theodorou et al., 2022; Nanassy et al.,
2023; Oraiopoulou et al., 2024). Si bien es cierto, que algunos autores observaron
resultados comparables entre la simple y la doble vitrificacion (Mizobe et al., 2021;

Makieva et al., 2023; Huang et al., 2024).

5.3. (Cuail es el efecto de la vitrificacion de embriones procedentes de ovocitos

vitrificados?

Los resultados de los estudios que se centran en embriones procedentes de ovocitos
vitrificados muestran conclusiones divergentes, ya que en algunos estudios la tasa de
embarazo clinico parece aumentar cuando se realiza la criotransferencia de embriones
derivados de ovocitos vitrificados, en comparacion con los obtenidos de ovocitos frescos
(Cobo et al., 2013). Por el contrario, el estudio de Ramadan et al., (2022) asi como los
resultados del registro de la SEF (SEF, 2021) obtienen mejores tasas de éxito cuando se
realiza una transferencia en fresco de embriones que provienen de ovocitos vitrificados.
Cabe destacar, que en el primero de los casos se esta comparando el éxito frente a una
unica vitrificacion en blastocisto, mientras que en los otros dos casos se compara con una
unica vitrificacién en ovocito, teniendo en cuenta que la vitrificacién de ovocitos puede
ocasionar mayor dafio celular y peores resultados de supervivencia. Los resultados
encontrados parecen ser contradictorios ya que, en el estudio de Cobo et al., (2013) se
obtienen mejores resultados al realizar la criotransferencia de embriones procedentes de

ovocitos vitrificados. Esto podria deberse a un mejor control de la ventana de
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implantacion, pero, sin embargo, la vitrificacion de ovocitos conllevaria una mayor
acumulacion de dafio celular. Por otro lado, en el segundo caso se obtienen mejores
resultados con la transferencia en fresco de embriones que proceden de ovocitos
vitrificados que, por una parte, parece tener sentido porque no se produce una segunda
vitrificacidn y, por tanto, no hay acumulacion de dafio, pero, por otra parte, contradice lo
dicho anteriormente sobre la criotransferencia en relacion con la receptividad

endometrial.

Con respecto al efecto de la doble vitrificacion de embriones que proceden de
ovocitos ya vitrificados, esta también parece reducir la tasa de éxito de los recién nacidos
vivos. Sin embargo, Cobo et al., (2013) mostraba en su estudio un incremento de la tasa
de RNV al realizar la criotransferencia de embriones procedentes de ovocitos vitrificados,
apoyando por tanto la doble vitrificacion frente a la simple. Finalmente, con respecto a la
tasa de abortos espontaneos, nuestro metaanalisis muestra un incremento cuando se lleva
a cabo la vitrificacion de los embriones que proceden de ovocitos ya vitrificados, lo que

indica un efecto perjudicial de la doble vitrificacion sobre los embriones.

Por tanto, parece que la realizacion de la biopsia de trofoectodermo en embriones
doblemente vitrificados, que implica la extraccion de células para andlisis genético, no
afecta de manera directa a la tasa de embarazo, ya que se han realizado numerosos
estudios con resultados similares entre los ciclos con biopsia y sin ella. Esto podria
deberse a que los embriones biopsiados transferidos no presentan anomalias genéticas vy,
por tanto, muestran mejores tasas de embarazo. Las diferencias encontradas pueden
deberse no solo al embrion, y los procedimientos que se llevan a cabo en él, sino
posiblemente a otros factores determinados por la poblacion de mujeres, como pueden
ser la ventana de implantacion o las bacterias del endometrio, que hacen que la
receptividad endometrial sea mejor. Por tanto, parece ser que la doble vitrificacion
proporciona menores tasas de embarazo, independientemente del estadio en el que se
lleven a cabo las dos vitrificaciones, de la realizacion de biopsia o del colapso del

blastocele.

Adicionalmente, nuestro estudio mostré un impacto negativo de la vitrificacion

repetida en los resultados después de un ciclo de FIV en lo que se refiere a los nacidos
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vivos. Es importante destacar que la tasa de recién nacidos vivos no solo depende de la
calidad de los embriones transferidos, sino también de otros factores cruciales que tienen
lugar durante el proceso de gestacion, entre los que se encuentra la receptividad
endometrial. Si bien es cierto que un embrion de alta calidad tendrd mejores posibilidades
de supervivencia y desarrollo en comparacion con uno de menor calidad. Es por ello por
lo que ha de tenerse en cuenta el efecto negativo de la realizacion de vitrificaciones

repetidas, ya que puede afectar a la supervivencia y la calidad del embrion.

Por tltimo, los hallazgos encontrados en este metaanalisis muestran consecuencias
desfavorables sobre el uso de la doble vitrificacion, ya que se produce un aumento
significativo en la tasa de abortos espontaneos con la recriopreservacion,
independientemente del momento en el que se lleven a cabo las vitrificaciones o de la
realizacion de la biopsia. Una de las principales razones a las que se puede deber el
aumento de los abortos es que al tener que sufrir los embriones dos vitrificaciones,
estarian doblemente expuestos a elevadas concentraciones de CPAs, lo que podria
ocasionar embriotoxicidad. Adicionalmente, la criopreservacion podria estar causando
dafo en las células del trofoectodermo, dificultando su capacidad de adherencia al
endometrio, provocando pérdidas de embarazo o abortos (Wang et al., 2023). Por tanto,
la doble vitrificacion deberia evitarse para reducir al méximo las probabilidades de sufrir

un aborto espontaneo.

En resumen, en este estudio revisamos sistematicamente una serie de articulos que
tratan de explicar el impacto de la vitrificacion multiple en los resultados de un ciclo de
FIV. Los hallazgos indicaron que la revitrificacién puede resultar en tasas mas bajas de
embarazo y RNV, ademas de aumentar la tasa de aborto en comparacion con la
vitrificacion simple, confirmando asi la hipdtesis planteada al inicio del andlisis. No
obstante, algunas de las discrepancias encontradas en los resultados de los diferentes
estudios podrian estar relacionadas con el tamafio de la muestra, los estadios en los que
se evalua el efecto de las multiples vitrificaciones (cigoto, division o blastocisto) o con
otros factores a tener en cuenta, como la receptividad endometrial de cada paciente. Por
ello, se recomienda priorizar el uso de la simple vitrificacion, siempre que sea posible,

sobre la doble vitrificacion. Para futuras investigaciones, sugerimos la necesidad de
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realizar mas estudios centrados en el efecto de las criopreservaciones multiples, con una
muestra mas amplia y teniendo en cuenta un mayor niimero de factores de confusion, para

poder eliminarlos.

Aunque los resultados encontrados pueden indicar una reduccion en las tasas de
éxito de los resultados después de la FIV en los embriones doblemente vitrificados, no
siempre pueden ser evitadas. Una de las principales causas de no embarazo es la no
implantacion del embrion, y puede ser debida a que el embrion no ha sido capaz de salir
de la zona pelucida. Por esta razdn, pese a que el ultimo estudio realizado sobre el efecto
del hatching asistido no parezca mejorar notablemente la tasa de RNV (Alteri et al.,
2024), se podria implementar esta técnica ya que, en el caso de producirse un
endurecimiento de la zona pelucida a causa de la vitrificacion, la salida del embrion no
va a ser posible, o va a estar dificultada. Adicionalmente, la realizacion del colapso
asistido previo a la vitrificaciéon incrementa la probabilidad de supervivencia posterior
(Kovacic et al., 2022), por tanto, en las ocasiones en las que se deba realizar una segunda
vitrificaciéon, se estaria incrementando también la probabilidad de éxito a la
supervivencia. Por otra parte, habria que modificar los protocolos actuales de vitrificacion
para intentar mejorar los resultados de FIV después de dos vitrificaciones. Algunos de los
factores que podrian ser modificados son los tiempos de exposicion a los crioprotectores
(Gallardo et al., 2019), la composicion y concentracion de estos o, por ejemplo, la
incorporacion de antioxidantes en los medios de vitrificacion (Truong and Gardner,
2020). De cara al futuro, se podrian integrar y desarrollar nuevas tecnologias
automatizadas de vitrificaciéon que mejoren el procedimiento y, con ello, los resultados
finales. Ademas, la inteligencia artificial podria ser utilizada como apoyo ya que podria

ayudar a clasificar la probabilidad de éxito de los embriones a las dobles vitrificaciones.
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6. CONCLUSIONES

l. La criopreservacion multiple afecta negativamente a los embriones,
independientemente de si han sido biopsiados o no y, por tanto, induce una

reduccion de la tasa de éxito de los resultados de la FIV.

2. La doble vitrificaciéon de embriones, independientemente del estadio de
desarrollo embrionario en el que se lleven a cabo, influye negativamente en los
resultados de los ciclos de FIV. Sin embargo, no modifica notablemente la tasa de

supervivencia del embrion.
3. La revitrificacion de embriones, cuya primera vitrificacion tuvo lugar en

ovocito, incrementa la tasa de aborto espontaneo y reduce la probabilidad de

embarazo y RNV.
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