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RESUMEN

Objetivo: Comparar la tasa de gestacion obtenida en criotransferencias utilizando tres incubadores con
distintas concentraciones de oxigeno (02).

Material y Método: Para este estudio se usaron tres tipos de incubadores, 1. Heracell 150 (O2 atmosférico
20%); 2. Labotec C-60 (10% 02); y 3. MINC (5% 02). La congelacion de los embriones sobrantes de
ciclos de FIV y/o ICSI se realizé en dia +2 o dia +3 utilizando un protocolo de congelacion lenta. Tras
la descongelacion, los embriones se mantuvieron aproximadamente 3-4 horas en los medios de cultivo
hasta el momento de su transferencia.

Resultados: La tasa media de supervivencia para los embriones congelados en dia +2 fue del 92,34%, y
de 87,82% para los de dia +3. Tras el analisis de los resultados obtenidos en funcion de la concentracion
de O2 utilizada, no se observan diferencias significativas en la tasa de embarazo (26,8% MINC; 32,7%
Labotec; 23,2% Heraeus), tasa de implantacion (14,8% MINC; 17,6% Labotec; 11,6% Heraeus) o
tasa de aborto (22,7% MINC; 20,0% Labotec; 15,0% Heraeus) entre los distintos tipos de incubadores.
Los analisis estadisticos realizados para los embriones descongelados en dia +2 (n=153) no revelan
diferencias significativas en ninguno de los pardmetros analizados. Sin embargo, tras estudiar los datos
obtenidos en las descongelaciones de dia +3 (n=76), se observan diferencias significativas (p<0,05) en
la tasa de embarazo utilizando el incubador con condiciones de O2 del 10% (Labotec) (26,7% MINC;
52,2% Labotec; 13% Heraeus).

Conclusiones: Para el cultivo de embriones criopreservados en dia +3 se recomienda el empleo de bajas
concentraciones de O2 en su microambiente a fin de aumentar la tasa de embarazo, si bien se necesita-
rian nuevos trabajos con una mayor casuistica que confirmen estos hallazgos..

(Rev Iberoam Fert Rep Hum, 2012; N° 3 - 29: ©2012 Revista Iberoamericana de Fertilidad y Reproducciéon Humana).
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SUMMARY

Objective: This retrospective study was performed to compare pregnancy rates in thawed embryo transfers
using three different incubators with different oxygen (02) concentrations.

Materials and methodology: For this study, three types of incubators were used: 1. Heracell 150 (atmo-
spheric O2 20%), 2. Labotec C-60 (10% 0O2) and 3. MINC (5% O2). Freezing of ICSI and/or IVF cycles
remaining embryos was made on 2nd or 3rd culture day, using slow freezing method. After thawing, em-
bryos were maintained 3-4 hours in culture media until the time of transfer.

Results: The average survival rate in embryos frozen on 2nd day was 92.34%, and 87.82% for those on
3rd day. After analyzing the results in relation to the oxygen concentrations used, no significant differ-
ences were found in pregnancy rate (26,8% MINC; 32,7% Labotec; 23,2% Heraeus); the implantation rate
(14.8% MINC; 17.6% Labotec; 11.6% Heraeus) or the miscarriage rate (22.7% MINC; 20.00% Labotec;
15.0% Heraeus) between the three incubators used. The statistical analysis made for the embryos frozen
on 2nd day (n=153) did not reveal significant differences in any of the parameters studied. However, after
studying the results on 3rd day embryos thawing (n=76), a significant difference (p<0,05) was found using
the incubator with 10% oxygen (Labotec) (26,7% MINC; 52,2% Labotec; 13% Heraeus).

Conclusion For the culture of 3rd day frozen embryos, it is advised to use low concentrations of O2 in
their microenvironment, thus significantly improving the pregnancy rate, though new studies with larger
case numbers are needed in order to confirm these findings.(Rev Iberoam Fert Rep Hum, 2012; 29: ©2012 Revista

Iberoamericana de Fertlidad y Reproduccion Humana).
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INTRODUCCION

Ya en el afio 1993 se comprobd que el desarrollo in vitro
de embriones de varias especies de mamiferos era mejor a
proporciones de oxigeno (O2) menores que la atmosférica
(20%) debido principalmente a la reduccion de las especies
reactivas de oxigeno (1). En el cultivo de blastocistos, el
beneficio de las bajas concentraciones de O2 ha sido proba-
do de forma evidente: mayor tasa de division embrionaria,
aumento de la tasa de formacion de blastocistos, aumento
de la proporcion de blastocistos 0ptimos, y un aumento del
nimero de células de estos (2, 3).

Numerosos estudios realizados en animales han demostra-
do que el cultivo de embriones “in vitro” con bajas con-
centraciones de O2 mejora el desarrollo embrionario y la
tasa de embarazo. Sin embargo, trabajos desarrollados con
embriones humanos muestran que no siempre este descen-
so de la concentracion de O2 resulta en una mejora de la
calidad embrionaria y de la tasa de gestacion (4) no obser-
vandose un aumento significativo en la tasa de embarazo
en embriones incubados a bajas concentraciones de O2 tras

la transferencia en dia +2 o dia +3 (4, 5, 6). Las discrepan-
cias observadas entre el cultivo embrionario de animales
y humanos puede deberse a diferencias en la fisiologia del
embrion, asi como a los distintos protocolos, medios o con-
diciones de cultivo empleadas (7).

Sin embargo, otros estudios muestran mejorias en la tasa
de fecundacion, division embrionaria y gestacion cuando
los embriones son mantenidos en niveles bajos de O2 (8).
En lo que todos los trabajos coinciden, es en que el cultivo
embrionario hasta dia +5 en condiciones de O2 reducido
implica un aumento del porcentaje de formacion de blasto-
cistos (5) y/o de la tasa de embarazo (6). Algunos autores
sugieren que el efecto nocivo del O2 pudiera ser mas no-
table en la etapa de blastocisto, por un efecto deletéreo de
la especies reactivas del O2 sobre la masa celular interna
(MCI), o bien porque este efecto nocivo en etapas previas
de desarrollo no se vea reflejada hasta la llegada del em-
bridn a blastocisto (7, 9).

El objetivo del presente trabajo es comparar el efecto que
tienen las diferentes concentraciones O2 (5%, 10% y 20%)
sobre la tasa de gestacion obtenida tras la descongelacion
de embriones criopreservados en dia 2 o dia 3.
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MATERIAL'Y METODO

Se han analizado un total de 229 ciclos de criotransferencia
(153 ciclos en dia 2, y 76 ciclos en dia 3) procedentes de
embriones de buena calidad de ciclos de FIV/ICSI. La edad
media de las pacientes fue de 31+ 5,8 aflos.

En nuestro centro solamente congelamos los embriones de
buena calidad que no fueron transferidos en el ciclo en fres-
co. El cultivo de estos embriones, previo a la congelacion,
se realizo en incubadores con un 20% de O2 atmosférico en
todos los casos. La congelacion se realizo en dia +2 o dia
+3 utilizando los medios de Vitrolife (Free-kit1 TM, Vitro-
life, Sweden) con una rampa lenta de congelacion mediante
un congelador Nicool Bag MS21 (Air Liquide, Francia).
Las placas de descongelacion y las de cultivo se preparan
el dia anterior y se introducen cada una en los diferentes
incubadores de forma aleatoria. Para este estudio se usaron
tres tipos de incubadores: 1. Heracell 150 (5% CO2 'y 20%
02 atmosférico); 2. Labotec C-60 (5% CO2, 10% 02, 85%
N2); y 3. MINC (5% CO2, 5% 02, 90% N2). La descon-
gelacion se realizo siguiendo las especificaciones del kit de
Vitrolife (Thaw-KitlTM, Vitrolife, Sweden). Considera-
mos que un embridn sobrevive a la descongelacion cuando
al menos el 50% de las blastomeras se encuentran intactas
tras el proceso. Una vez descongelados, los embriones que
sobreviven se pasan a placas con medio de cultivo Clea-
vage Medium (Cook, Ireland) en el caso de los embriones
congelados en dia+2, y Blastocyst Medium (Cook, Ireland)
en el caso de los embriones en dia +3, hasta el momen-
to de su transferencia (aproximadamente 3-4 horas tras la
descongelacion). En todas las transferencias de embriones
criopreservados se utilizo UTM (Origio Medicult, Den-
mark) como medio de transferencia.

Se realizoé la prueba de embarazo 14 dias después de la
transferencia con embriones en dia +2, 6 13 dias después
con embriones en dia +3. Se consideré embarazo positivo
cuando el valor de la B-hCG en sangre periférica fue > 50
mlU/ml, determinaciones realizadas con un Elecsys 2010
(Roche, Germany)

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para los distintos tipos de incu-
bador independientemente del dia de su descongelacion se
muestran en la Tabla 1, no observando diferencias signifi-
cativas para ninguno de los parametros analizados.

La tasa global de supervivencia para los embriones conge-
lados en dia +2 es del 92,34%, y del 87,82% para los de dia
+3, sin diferencias significativas entre ambos grupos.
Analizando los resultados obtenidos en dia +2 (Tabla 2) en
funcién de la concentracion de O2 utilizado, observamos
que no existen diferencias significativas en la tasa de em-

barazo entre ellos (30,6% MINC; 32,4% Labotec; 31,7%
Heraeus). Sin embargo, tras estudiar los datos obtenidos
en dia +3 se aprecia que los mejores resultados en cuanto
a las tasas de embarazo se consiguen utilizando los incu-
badores con un menor porcentaje de oxigeno, sobre todo
en aquellos con una proporcion del 10% (Labotec), siendo
esta diferencia significativa (p<0,05) (26,7% MINC; 52,2%
Labotec; 13% Heracus).

La tasa de implantaciéon no se vid afectada ni por el tipo
de incubador utilizado ni por el dia de descongelacion. Sin
embargo, la tasa de aborto en dia 3 es superior a la encon-
trada en dia 2, si bien no existen diferencias significativas
entre los distintos tipos de incubadotres debido posible-
mente al bajo nimero de casos estudiados.

DISCUSION

Hoy en dia, en la mayoria de los laboratorios de Reproduc-
cion Asistida se emplean incubadores con una concentra-
cion de O2 atmosférica (20%), aunque ya desde hace afios
se sabe que el desarrollo y la implantacion embrionaria
en el tracto reproductor femenino de numerosas especies
animales tienen lugar bajo ciertas condiciones de hipoxia
(entre el 2%y el 8% de O2) (10; 11), lo que podria producir
una mejora del desarrollo embrionario. Incluso se ha po-
dido asociar a una reduccion de la tasa de aneuploidias en
embriones de raton (12).

La mezcla de gases empleada en los incubadores es critica
para el mantenimiento del adecuado pH de los medios de
cultivo que contienen bicarbonato como sistema tampon,
siendo necesario para dicho proposito la presencia de dioxi-
do de carbono (CO2). Las mezclas de gases habitualmente
mas utilizadas para el cultivo embrionario son: 5% CO2 en
aire (20% 02) y 5% CO2, 5% 02, y 90% nitrégeno (N2).
El efecto potencialmente negativo que ejercen los altos ni-
veles de O2 sobre los embriones podria deberse a la gene-
racion de radicales libres (02) (1), capaces de inducir da-
flos tanto en la membrana plasmatica como en las distintas
estructuras celulares (13), asi como a nivel del ADN (14),
y/o alteracion de la expresion genética (15). Este efecto de-
letéreo puede ser controlado mediante la adicion de antio-
xidantes a los medios, o bien por la reduccion de los niveles
de oxigeno en los incubadores (16, 6). Sin embargo, la
reduccion de los niveles de oxigeno en el microentorno de
los embriones puede resultar costoso debido a la necesidad
de incubadores especiales que sean capaces de elaborar la
mezcla gaseosa o bien que utilicen una especifica.

Para conseguir bajos niveles de O2 el incubador debe tener
sensores de CO2 y N2, aunque lo habitual es que lo tenga
solo de CO2. EI N2 es usado inicialmente para que “eva-
cue, expulse” el O2 del incubador, lo cual hace que sean
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TABLA 1

Resultados generales en los ciclos de transferencia de embriones descongelados segun los niveles de oxigeno.

MINC Labotec Heraeus

5% 02 10% 02 20% 02
N° ciclos 82 61 86
N° medio embriones descongelados 182 136 201
N° medio embriones sobreviven 162 118 179
Tasa supervivencia 89,00% 86,00% 89,00%
Total embriones transferidos 162 17 179
Embriones transferidos / ciclo 1.9 1.9 2
Tasa de embarazo 26,80% 32,70% 23,20%
Tasa de implantacion 14,80% 17,60% 11,60%
Tasa de aborto 22,70% 20,00% 15,00%
Tasa de embarazo muiltiple 9,10% 5,00% 5,00%

TABLA 2

Resultados generales en los ciclos segun los niveles de oxigeno y el dia de cultivo en que se realiza la transferencia.

N 52 38 63

Edad media 33 31 31

T supervivencia 92,52 92,57 91,93 NS
T embarazo 30,6 32,4 31,7 NS
T aborto 14,30% 0,00% 17,60% NS
T implantacion 14,50% 15,00% 13,40% NS
N 30 23 23

Edad media 32 33 32

T supervivencia 90,61 91,3 91,3 NS
T embarazo 26,7 52,2 13 <0,05
T aborto 37,50% 30,00% 0,00% NS
T implantacion 15,20% 19,00% 6,30% NS

necesarios 3 gases en la mezcla, que encarecera el costo, a
lo que contribuira que cada vez que la mezcla tenga que ser
re-equilibrada (p. ej. al abrir la puerta) sea necesaria una
nueva inyeccion de N2 o de mezcla de gases para mantener

el nivel de O2 bajo. Una solucion seria el uso de incubado-
res de “bajo volumen”, ¢j. tipo Cook, Planner...

Todos los estudios realizados hasta el momento se han he-
cho sobre embriones en fresco. Tan solo hemos encontrado
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un estudio sobre el posible efecto de la concentracion de
02 en embriones descongelados (17), en el que se evaluo la
tasa de formacion de blastocistos tras la descongelacion de
embriones y su cultivo hasta moérula o blastocisto, viendo
que esta fue mas del doble en embriones cultivados al 5%
de O2. Pero no hemos encontrado ningun trabajo respecto a
la tasa de embarazo en embriones descongelados. Algunos
autores han encontrado diferencias en la tasa de embarazo
de embriones transferidos en fresco incrementandose esta
en el caso de embriones cultivados a bajas concentraciones
de O2 (8). En otros estudios, no se han encontrado dife-
rencias significativas. Todos los trabajos publicados ante-
riormente han comparado condiciones de presion de O2 de
20 %y de 5%. En nuestro caso hemos estudiado ademas la
incubacion al 10% de O2.

En un trabajo de Kovacic 2010 (18), se vio que a pesar de
que la calidad de los embriones y blastocistos obtenidos y
transferidos fue significativamente mejor en bajas propor-
ciones de 02, las tasas de embarazo solo fueron levemente
mas altas, sin embargo, cuando se tuvo en cuenta la tasa
acumulada de embarazo (ciclo fresco+ciclos descongela-
ciones) se observo un incremento significativo con respecto
a los ciclos de embriones cultivados a presion atmosférica
de O2.

En un trabajo recientemente publicado de Gomes et al (19)
se hace una revision de los trabajos publicados hasta el
momento: se revisan 7 trabajos, y se comparan resultados
entre dos grupos: cultivando al 5% y al 20% de O2 atmos-
férico. En embriones transferidos en D+2 y D+3 de cultivo
no se observan diferencias en cuanto a tasa de fecundacion,
implantacion y embarazo viable. En embriones transferidos
en D+5 de cultivo no se observan diferencias en las tasas de
embarazo viable, pero si una mejor tasa de implantacion en
el grupo de embriones cultivados al 5 % de O2.

En nuestro estudio no encontramos diferencias en la tasa
de embarazo en el caso de embriones descongelados en dia
+2. Sin embargo, hemos encontrado diferencias significa-
tivas en la tasa de embarazo en embriones descongelados
y transferidos en dia +3 que han sido cultivados con bajas
concentraciones de O2, aunque el nimero de casos no es
muy elevado. Esto podria deberse al mayor efecto ejercido
por las especies reactivas del O2 sobre los embriones en es-
tadios de desarrollo previos a la formacion del blastocisto,
en las cuales parece que se incrementa la susceptibilidad a
estas sustancias.

Es posible que la activacion del genoma embrionario y, por
lo tanto, la entrada en funcionamiento del embrién como
tal, hasta ese momento soportado por el citoplasma ovoci-
tario, sea critico para el desarrollo posterior y que cualquier
cambio en las condiciones de cultivo al cual se someta ten-
ga una repercusion importante tanto en el desarrollo como

en la tasa de embarazo.

Los resultados obtenidos concuerdan con los descritos por
otros autores con respecto a la mejoria de la tasa de em-
barazo en transferencias en fresco mas alla de dia +3, no
observandose diferencias en embriones transferidos en dia
+2 ni en fresco ni en descongelados.

CONCLUSIONES

Si bien no observamos ningtin efecto del porcentaje de oxi-
geno utilizado en el cultivo de embriones descongelados en
dia 2, si parece existir una mejora en la tasa de embarazo a
bajas concentraciones de oxigeno cuando descongelamos
embriones de dia 3. Sin embargo serian necesarios nue-
vos estudios con una mayor casuistica para poder verificar
nuestros datos.
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