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Resumen

La utilidad de la congelacion de ovocitos es clara permite conservar 10s propios gametos a mujeres
que se van a someter a cirugia, radioterapia y/o quimioterapia, 0 a mujer premenopausica. En la do-
nacioén de évulos se facilitaria todo €l proceso sin precisar fecundar los 6vulos donados. En las pare-
jas de FIV reduciria los problemas ético-legal es de los embriones congelados. El évulo al ser la célu-
la méas grande del organismo, tiene un gran contenido en agua y en estadio de metafase 1 tiene los
cromosomas disper sos pues carece de nucleo. El huso es sensible a los descensos térmicos y su alte-
racion induce aneuploidias. La congelacion produce, asi mismo, endurecimiento de la zona pelGcida
y eliminacion precoz de los granul os corticales. Estas alteraciones ovocitarias dificultan la fecunda-
cion mediante inseminacién, y si se produce, se facilita la polispermia. El uso de crioprotectores a
concentraciones adecuadas en un proceso de congelacion lento y descongelacion rapida unido a la
préctica de ICSl ha propiciado la resolucion de los problemas planteados en la congelacion de ovoci-
tos en metafase I1. A partir de 1997 se suceden las publicaciones de nifios nacidos sanos de ovocitos
congelados-descongelados. La Ley 35/1988 ponia reparos a la congelacion ovocitaria con fines re-
productivos hasta que no se demostrase |la viabilidad de dichos ovocitos al descongelarse.
Consideramos que ha Ilegado el momento de aplicar la criopreservacion de ovocitos. El Instituto de
Reproduccién CEFER ha conseguido el primer embarazo clinico con ovocitos criopreservados. Se ha
seguido un protocolo aprobado por el Comité Etico y de Investigacion.
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Summary

Freezing oocytes is one way to preserve the eggs of women who will be operated on or will undergo
radiotherapy and/or chemotherapy, as well as those of premenopausal women. In egg donations, the
entire process could be facilitated without making it necessary to fertilise the donated eggs. In cou-
ples requiring IVF, freezing the oocytes would reduce the ethical-legal problems of frozen embryos.
Because the egg is the organism's largest cell, it contains a great deal of water and in the metaphase
Il stage its chromosomes are dispersed due to the lack of a nucleus. The spindle is sensitive to drops
in temperature and any alteration of the spindle can produce aneuploidies. Freezing also makes the
zona pellucida harder and leads to premature elimination of the cortical granules. These alterations
in the oocyte make fertilisation through insemination more difficult and, if fertilisation does occur,
polyspermy is a more common outcome. The use of suitable concentrations of cryoprotectantsin a
process of slow freezing and rapid thawing, followed by ICSl, has solved the problems arising from
freezing oocytes in metaphase |1. Sarting in 1997, the publication of articles announcing births of he-
althy children using frozen-thawed oocytes became more frequent. Spanish Law 35/1988 puts restric-
tions on freezing oocytes for reproductive purposes until the viability of these oocytes after thawing
can be proven. We believe the time has come to apply cryopreservation to oocytes. The Instituto de
Reproduccion CEFER has achieved the first clinical pregnancy with cryopreserved oocytes following
a protocol approved by the Ethics and Research Committee.

Key words: Oocyte freezing. Intracytoplasmic sperm injection. Pregnancy. Gamete freezing.

INTRODUCCION

La crioconservacioén (conservacion por el frio) de
células humanas es una tecnologia ampliamente utili-
zada en medicina. En el campo de la reproduccién
hace casi 50 afios que se vienen crioconservando es-
permatozoides a nivel mundial; y en Espaia desde
1977 (32) El uso de espermatozoides crioconservados
es muy frecuente en centros médicos que efectlan
Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA) Lacrio-
conservacion espermética supone una autonomia en
relacion al lugar y tiempo, el aqui y ahora, que exige
el semen fresco. La doble utilidad que supone la crio-
conservacion espermatica es incuestionable: a) per-
mite a hombre conservar su fertilidad antes de reci-
bir tratamientos que pueden provocar esterilidad
(radioterapia, quimioterapia y cirugia); b) en el caso
de donacion de semen permite que todo el proceso
sea mas fécil, fiable y seguro; y cumpla los requisitos
legales.

La congelacion de embriones es un mal menor lle-
no de problemas practicos, éticosy legales. Y es que
€l embridn es cosa de dos, de una pareja. A pesar de
estas consideraciones disponemos de Banco de
Semen y Banco de Embriones pero no de Banco de
Ovocitos (6vulos) La situacion ideal es disponer de
Bancos de Gametos (espermatozoides y ovocitos) y
formar los embriones cuando se precisen y en el nu-
mero que se precisen. Poner en marcha técnicas de
congelacién de ovocitos es una necesidad cada dia
mas acuciante dada la problemética a nivel médico,

ético, legal y practico, que esta planteando la conge-
lacion embrionaria; problematica que solo se solucio-
nara con la congelacion de ovocitos. La crioconserva-
cién por debagjo de -130°C permite virtualmente una
conservacion indefinida

CONGELACION DE OVOCITOS PARA
USO PROPIO

Actualmente no se puede conservar lafertilidad de
una mujer abocada a ser estéril por tratamiento médi-
co. A diferencia de los espermatozoides, |0s ovocitos
no se estan congelando en Espafia para su uso en
Reproduccion Asistida. Las mujeres que van a ser so-
metidas a radioterapia, quimioterapia u ovariectomia
bilateral se beneficiarian de la congelacién de ovocito
pero en la actualidad no pueden crioconservarlos.
Otro grupo de mujeres que se pueden beneficiar de la
congelacion de ovocitos son las mujeres fértiles hoy,
que desean posponer la maternidad para afios venide-
ros, en los que, de manera fisioldgica, ya no seran
fértiles.

Sin la congelacion de ovocitos disponible, la alter-
nativa es hacer un ciclo de fecundacion in vitro (FIV)
y congelar los embriones. Ello requiere: 1) estimula-
cién ovérica con hormonas gonadotréficas para que
maduren los évulos en los foliculos ovaricos. En al-
gunas neoplasias hormonodependientes este trata-
miento esta contraindicado. 2) puncion y aspiracion
de los foliculos ovaricos que se han desarrollado con
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el tratamiento hormonal. La puncién se hace por via
vaginal guiada por ecografiay bajo anestesia. 3) que
la mujer tenga pareja masculina que aporte el semen.
En caso contrario habria que fecundar los ovocitos
con semen de donante an6énimo.

Esta situacion conlleva, en la practica, a que muje-
res necesitadas de los tratamientos médicos citados
pierdan su fertilidad y formen un colectivo tributario
en el futuro de recibir 6vulos donados. La congela-
cioén de ovocitos inmaduros no precisa que la mujer
reciba tratamiento hormonal, pero requiere la madu-
racion in vitro pre o post congelacion. La congelacion
de ovocitos, tanto inmaduros como maduros, no exige
fecundarlos y por tanto no es preciso que la mujer
tenga pareja masculina con la que proyecte formar
unafamilia.

CONGELACION DE OVOCITOS PARA
DONACION

La donacién de évulos por parte de mujeres no pa-
cientes es una practica cada dia mas frecuente en
nuestro medio. Presenta | os siguientes problemas
précticos: 1) los ovocitos se han de fecundar cuando
se extraen de los foliculos ovaricos. Ello obliga a te-
ner una pareja receptora idénea o rechazar la dona-
cion. El proceso de donacion exige, si se hace correc-
tamente, que la donante tenga disponibilidad de
tiempo para venir cada dia a centro médico durante
unas dos semanas seguidas. A |a donante se le debe
dar facilidad para que haga la donacion el mes que le
venga mejor a ella. En caso contrario suele renunciar
aladonacion de ovocitos. 2) los ovocitos se fecundan
con espermatozoides de la pareja de la mujer estéril,
lareceptora. No es infrecuente que queden embriones
gue la pareja no desea utilizarlos por haber consegui-
do €l o los hijos deseados. La congelacién de ovoci-
tos permitiria ir fecundandolos a medida que fuese
preciso. 3) parejas receptoras con caracteristicas fe-
notipicas poco frecuentes en nuestro medio: de otra
raza, de grupo sanguineo y Rh poco frecuente, peli-
rrojos, etc, deben aceptar donante sin las caracteristi-
cas iddneas; 0 esperar a que se consiga una donante
con caracteristicas similares.

Otro colectivo de mujeres en que se utiliza la con-
gelacioén de ovocitos son las pacientes que se hacen
FIV. Habitualmente se fecundan todos los ovocitos
con espermatozoides del marido; y donan los embrio-
nes que no van a utilizar. La congelacion de ovocitos
permite fecundar solo los ovocitos necesarios y con-
gelar los restantes. Se reducen los embriones sobran-
tes lo que evita los problemas éticos y legales actua-

les. La mujer puede decidir libremente qué hacer con
sus ovocitos congelados: destruirlos; autorizar a que
se investigue con ellos; o donarlos para que otra mu-
jer sea madre. No hay en ello ningun problema ético
o legal. Hay parejas que rehlsan la congelacion de
embriones (64)

Otra situacion, no por poco frecuente menos im-
portante, es la imposibilidad del hombre para aportar
el semen el dia de la extraccion de ovocitos. Un acci-
dente, un problema de tréfico, un estado de ansiedad
gue le impide eyacular son algunas circunstancias. En
estos casos actualmente los ovocitos se tiran al no po-
der fecundarlos ni congelarlos.

CARACTERISTICASDEL OVOCITO

El ovocito es una célula grande y sensiblemente
esférica. El didmetro de un ovocito humano maduro,
en metafase Il (MII) es de 130 micras. Muestra el pri-
mer corpusculo polar en el espacio perivitelino. Es la
célula aislada mas grande del organismo. La relacién
superficie / volumen es 3/4 del radio. Es decir que a
mayor radio la relacién de la superficie de la mem-
brana celular respecto a su volumen es menor. Célula
con mayor volumen contiene méas agua y, proporcio-
nalmente, menos superficie para salir €l aguay entrar
las sustancias crioprotectoras penetrantes. Otra carac-
teristica a subrayar en el ovocito Ml es que los com-
ponentes subcel ulares son muy sensibles a la tempe-
ratura (31); osmolaridad e iones (37,58) En el ovocito
en MII los cromosomas y los microtibulos del huso
estan libres en el citoplasma; y las vesiculas con los
grénulos corticales estén localizadas proximas a la
membrana plasmética u ovolema. El huso meiético se
forma por polimerizacion de la proteina denominada
tubulina cuando alcanza una concentracion critica. La
polimerizacion de la tubulina da lugar a los microtd-
bulos que constituyen el huso. Una adecuada forma-
cion del huso meidtico es precisa para que €l alinea-
miento y la segregacion cromosdmica sean correctos
y la célula resultante sea euploide. Los ovocitos hu-
manos maduros presentan una gran heterogeneidad
en la distribucion y organizacion de las organelas ci-
toplasméticas y en la permeabilidad de la membrana
al agua (15). Estan rodeados por las células de la co-
ronay mas externamente por las células granulosas
del cimulo. El ovocito inmaduro, con vesicula germi-
nal visible, es decir, en profase | (Pl) tiene los cromo-
somas condensados y localizados dentro del nucleo o
vesicula germinal. Estan protegidos por la membrana
nuclear a diferencia de los cromosomas del ovocito
en MII. En €l ovocito inmaduro no se ha formado el
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huso meiético. La congelacién de ovocitos en Pl, pre-
viene la alteracion del huso y la aneuploidia (14) El
inconveniente que presenta la congelacién de ovoci-
tos inmaduros es que han de madurar in vitro. Tiene
sin embargo la enorme ventaja de no precisar estimu-
lacion gonadotroéfica, en casos de congelacién de
ovocitos pre radioterapia, guimioterapia u ovariecto-
miabilateral.

CAMBIOSDEL OVOCITO DURANTE LA
CONGELACION

El agua es €l disolvente universal de los seres vi-
vos. El agua pura tiene un punto de equilibrio de con-
gelacion a 0°C. Los solutos a las concentraciones que
se dan en el organismo disminuyen el punto de con-
gelacion en unos grados. Cuando una célula es enfria-
da a temperatura por debajo de su punto de equilibrio
de congelacion, se forma hielo que puede dafiar 0 ma-
tar ala célula. El ovocito que se congela demasiado
répido sufre la formacion de cristales de hielo en su
citoplasma que pueden dafiar las organelas. La conge-
lacién demasiado lenta produce al deshidratarse un
aumento en la concentracién de solutos nociva para el
ovocito (33, 27) Existe ademas el riesgo de dafio de-
bido al descenso térmico(35). El trasiego de agua y
sustancias crioprotectoras a través de la membrana
plasmatica es el principal factor que controla los
efectos de la congelacion. A su vez la mayor o menor
facilidad de paso del aguay los crioprotectores, atra-
vés de la membrana plasmética, depende de la com-
posicién de la membrana, de su permeabilidad en
funcién de la temperatura (34); de la relacién superfi-
cie / volumen (30, 34); y de la diferencia de presién
osmotica a los dos lados del ovolema (57) La conge-
lacion puede afectar la integridad de las fibras del hu-
so (44) y los grénulos corticales (65) La despolimeri-
zacion de los microtibul os del huso puede inducir
aneuploidias (7); |a liberacién prematura de los gra-
nulos corticales (63) facilita la polispermia. La zona
pellcida se vuelve més duray se reduce la tasa de
fertilizacion (13, 28) El ovocito se activay puede di-
vidirse por partenogénesis; activacion inducida por
oscilaciones del calcio (3)

Durante la congelacién se producen cambios de
volumen en el ovocito debidos a la diferente presion
osmotica entre la solucion intra 'y extracelular (4, 39)
Estos cambios pueden afectar la integridad del ovole-
ma (22); y de las organelas subcelulares (55, 36)
Conocer latolerancia limite a las variaciones osmoti-
cas y del volumen ovocitario (se arruga al deshidra-
tarse y se hincha al rehidratarse) ayudara a utilizar

sustancias crioprotectoras a una concentracién 6pti-
ma. (43) Los cambios de volumen del ovocito no de-
ben sobrepasar en £30% (38)

ACCION DE LASSUSTANCIAS
CRIOPROTECTORAS

L as sustancias crioprotectoras se dividen en pene-
trantes, es decir, que entran en la célula, en este caso
el ovocito; y no penetrantes que permanecen extrace-
lulares. Como crioprotectores penetrantes se han uti-
lizado basicamente dimetilsulfoxido (DM SO); 1,2
propanodiol (PROH), glicerol, propilen-glicol y eti-
len-glicol. En la congelacién de ovocitos humanos se
utiliza principalmente el PROH (16).

El crioprotector no penetrante mas ampliamente
utilizado en la congelacion de ovocitos, es la sacaro-
sa. Se ha utilizado también glucosa, ficoll y lipopro-
teinas. Son moléculas grandes que no atraviesan el
ovolema

La solucion de equilibracion del ovocito mas ha-
bitualmente usada para congelar ovocitos humanos
contiene PROH a concentracion 1,5 M. (51) mucho
maés alta que otros componentes del medio o solucion
de equilibracién y de carga. Ello permite que, por 6s-
mosis, el crioprotector entre en la célula. El agua sale
facilmente del ovocito y el crioprotector entra. El
ovocito humano es mas permeable a agua que al PR-
HO (42) El ovocito equilibra su desnivel osmatico
producido por la alta concentracion de crioprotector
penetrante, a salir aguay entrar crioprotector. En es-
te contexto equilibrar el ovocito significaigualar la
concentracion de crioprotector penetrante intray ex-
tracelular. La equilibracion del ovocito se hace a tem-
peratura ambiente durante 10 minutos, tiempo consi-
derado idoneo (1) Pasado este tiempo el ovocito se
introduce en la solucion de carga o de congelacion
gue se obtiene afiadiendo sacarosa (0,2M) a la solu-
cion de equilibracion (51) Con concentracion mas al-
ta de sacarosa (0,3M) se obtienen mejores resultados
(16) En esta solucion de carga con 0,2M de sacarosa
se mantiene el ovocito de 10,5 a 15 minutos. Si el
tiempo de exposicién del ovocito ala solucién de car-
ga es menor de 10 minutos los resultados son inferio-
res. A los 15 minutos el didmetro del ovocito se ha
reducido sobre un 20% (16) El tiempo de exposicion
ala solucion de carga es solo de 30 segundos cuando
la concentracion de sacarosa es del 0,3 M. El criopro-
tector disminuye el punto de congelacién de la solu-
cion y evita la exposicion del ovocito a altas concen-
traciones de electrolitos intra 'y extracelular ya que se
une alos electrolitos y en parte sustituye al agua (52)
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El crioprotector no penetrante, que se mantiene
extracelular, aumenta la concentracion extracelular de
solutos y por tanto aumenta la presién osmotica ex-
tracelular en relacion con la presién osmatica intrace-
lular. Este desnivel osmético induce la salida del agua
intracelular al exterior; el ovocito se deshidratay la
alta concentracion de solutos extracelulares se diluye
hasta que el agua extracelular se congelay se con-
vierte en metabdlicamente inactiva (57) La célula se
arruga, disminuye su volumen y el riesgo de forma-
cion de cristales de hielo intracelulares se reduce. Las
sustancias crioprotectoras pueden tener efectos adver-
sos sobre el ovocito en funcion de la temperatura,
concentracion y tiempo de exposicion (17) Si estos
parametros no se gjustan de manera apropiada se pro-
ducirédn cambios en el volumen del ovocito; lo podran
dafiar o quedara més sensible al descenso térmico.

UTILLAJE PARA CONGELAR OVOCITOS

Para el descenso térmico controlado se utiliza el
biocongelador vertical Kryo 10 serie 111 (Planer
Product Ltd) con una temperatura en la cdmara de
23°C. Es el mismo biocongelador que utilizamos para
congelar embriones. Los ovocitos se almacenan en el
mismo tipo de pajuelas que usamos para congelar es-
permatozoides y embriones. Todo el utillaje para
identificar, denudar, clasificar y cultivar el ovocito es
el mismo que se utiliza en un laboratorio de FIV en €l
gue se efecttia | CSl y congelacion de embriones.

CONGELACION DE OVOCITOS

Para cada célula hay un ritmo 6ptimo de enfria-
miento. El ritmo de congelacion condiciona el ritmo
de descongelacion. Al llegar a entre -5°C y -15°C se
forma hielo extracelular; este hielo no puede entrar
en lacélulay se previene la formacion de un nicleo
de hielo en €l interior de la célula. El agua sale atra-
vés de la membrana plasmatica del interior a exterior
y se congela fuera de la célula. La célula se deshidra-
ta. Esto sucede por la mayor presion osmética extra-
celular que el agua en su salida de la célula tiende a
equilibrar con la presion osmatica intracelular. La
deshidratacion del ovocito reduce el riesgo de forma-
cion de cristales de hielo intracelulares que son noci-
vos. Si el descenso térmico es demasiado rapido, no
hay tiempo suficiente para que salga el agua precisa
del ovocito y se formarén cristales de hielo dentro de
la célula (19) La induccién manual del seeding (for-
macion del hielo extracelular) se hace tocando la pa-
red del recipiente donde estan los ovocitos con la so-

lucién crioprotectora, con un objeto congelado a -
196°C, temperatura del nitrégeno liquido. Es una fase
muy importante en la congelacién de ovocitos huma-
Nnos pues inicia su deshidratacion (57) La congelacién
suficientemente lenta permite que casi toda el agua
disponible pueda salir de la célula que no se dafara al
sumergirla en nitrégeno liquido (57) Finalizado el
proceso de congelacion las pajuelas se introducen en
el nitrégeno liquido del Banco de Ovocitos.

DESCONGELACION DE OVOCITOS

El ritmo de descongelacién es también critico en
€l proceso de crioconservacion ovocitario. El proble-
ma que puede suceder es la recristalizacion con for-
macion de cristales de hielo intracelulares que dafian
al ovocito. Si al congelar el ovocito ha quedado algo
de agua intracelular, se forman pequefios cristales de
hielo al introducir € ovocito en el nitrégeno liquido.
Estos cristales de hielo intracelular actlian como nu-
cleo de cristalizacion; creceran en tamarfio si €l ritmo
de descongelacion es lento y € ovocito se dafiara. El
proceso de descongelacion debe ser muy répido (casi
275°C/minuto), para permitir una rapida dispersion de
los cristales de hielo intracelulares. El hielo extrace-
lular se derrite y el agua liquida resultante entra en €l
ovocito y lo rehidrata (19)

ELIMINACION DE LOSCRIOPROTECTORES

Cuando el ovocito se descongela contiene alta
concentracion de crioprotector. Al colocarlo en solu-
cion con menor concentracion de crioprotector el
agua entra en la célula para diluir el crioprotector,
que a su vez sae de la célula. Pero el agua entra mas
répida que €l crioprotector sale, lo que provoca hin-
chazdn del ovocito que puede incluso reventar. Este
riesgo de hinchazén del ovocito se reduce eliminando
por etapas |os crioprotectores a base de pases del
ovocito por soluciones decrecientes de crioprotecto-
res. La presencia de alta concentracion de crioprotec-
tor no penetrante como la sacarosa sirve de contra-
punto a la concentracion de crioprotector penetrante
intracelular; reduce el chogue osmético y controla el
flujo de agua al interior de la célula (57)

VALORACION DE LA VIABILIDAD DE LOS
OVOCITOS

La viabilidad del ovocito descongelado para utili-
zarlo en Reproduccién Asistida se puede valorar con
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los siguientes métodos: 1) observacion al microsco-
pio tras la descongelacion e incubacion. 2) normali-
dad de la fecundacion tras la microinyeccion esper-
mética (ICSI) 3) division y desarrollo in vitro. 4)
estudio de cromosomas del embridn antes de transfe-
rirlo al Gtero. 5) amniocentesis para estudio de cro-
mosomas del feto una vez conseguida la gestacion. 6)
revision pediétrica del recién nacido.

Los puntos 1, 2 y 3 se hacen en todos los caso de
FIV de manera rutinaria con ovocitos no congelados
y légicamente se practicaria la misma valoracién con
ovocitos congelados y descongelados. El punto 4 no
esta justificado ni seria posible exigirlo en la practica
por las siguientes consideraciones. a) ala luz de los
datos actuales €l riesgo de patologia fetal debida ala
practica de la congelacion - descongelacion del ovo-
cito es un riesgo no valorable. Es explicable que al-
guno lo proponga por ser una técnica relativamente
novedosa y por las observaciones de alteraciones em-
brionarias, bésicamente en ovocitos de ratén, publica-
das en |la década de los afios ochenta en que entra en
vigenciala Ley 35/88. b) el estudio de cromosomas
en el embrién preimplantatorio, antes de transferirlo
a Utero, requiere extraerle una o dos células para el
estudio de cromosomas, no exenta de riesgo. c) en el
estado técnico actual solo se pueden estudiar algunos
cromosomas, el 13, 16, 18, 21, 22, X eY. No dain-
formacion sobre los otros 17 pares de cromosomas.
d) el elevado coste de este estudio habria que sumarlo
al coste de todo el proceso. €) estudios de cromoso-
mas efectuados en ovocitos humanos congelados-des-
congelados obtuvieron resultados normales (20, 12)
Se hizo s6lo como estudio no en Reproduccién
Asistida. Como plus de seguridad y prudencia consi-
deramos preciso proponer y aconsejar a las mujeres
gestantes de ovocitos congelados que se hagan la am-
niocentesis y estudio cromosdmico fetal. Asi se hizo
cuando se comenzod a utilizar latécnicade FIV y la
de ICSl, es decir, laintroduccién de un espermatozoi-
de en cada ovocito.

VIABILIDAD DE LOSOVOCITOS
DESCONGELADOS

En la viabilidad de la crioconservacion de ovoci-

tos podemos considerar dos aspectos:

1) Porcentaje de ovocitos que sobreviven al des-
congelarlos, se fecundan, se dividen y una vez
transferidos al Utero se implantan y producen
gestacion. Bajo este prisma la técnica de crio-
conservacion ha dado resultados similares a los
gue se obtienen en la congelacion de embriones.

Pero este aspecto no es el espiritu de la Ley
35/88. La Ley no prohibe la inseminacién artifi-
cial porque se consiga sobre un 15% de gestacio-
nes por ciclo y falle en el 85% de casos. No es
ese el meollo sino el aspecto.

2) Que el nifio nazca sano. Que no nazcan nifios
enfermos en una tasa superior ala que le corres-
ponda a esa pareja si consiguiese un hijo sin ha-
ber congelado los ovocitos, con ovocitos frescos.
Es decir que la técnica de congelacion de ovoci-
tos utilizada no suponga por si misma un incre-
mento de riesgo de patologia fetal. En la amplia
literatura revisada no hemos encontrado ningin
caso de nifio nacido enfermo debido a que el em-
brién se form6 al fecundarse ovocitos congela-
dos. La experiencia acumulada en |la congela-
cion-descongelacion de ovocitos; y los nifios
nacidos, todos sanos, es una demostracién de la
viabilidad de los ovocitos descongelados, requi-
sito exigido por laLey 35/88 en su articulo 11.2.

EXPERIENCIA EN CLINICA HUMANA

Publicaciones de la década de los ochenta sugirie-
ron que la congelacion y descongelacion de ovocitos
humanos maduros podia producir alteraciones en €l
huso meidtico y en los cromosomas (31, 53, 54)
También se describié, por mor de la congelacién-des-
congelacién ovocitaria, rigidez de la zona pellcida
(24, 25, 60) y reaccion prematura de los granul os cor-
ticales (55) Estas alteraciones descritas supusieron un
freno a desarrollo de la congelacion de ovocitos hu-
manos principalmente en Espafia que por aquellas fe-
chas promulgé una Ley sobre Técnicas de
Reproduccion Asistida. (Ley 35/88)

Dos cambios técnicos bésicos han conseguido la
viabilidad de los ovocitos descongelados. a) las alte-
raciones del huso meidtico y de los cromosomas ob-
servados al congelar ovocitos humanos en la década
de los ochenta, se han resuelto introduciendo cambios
en la composicién del medio crioprotector y en €l rit-
mo de congelacién-descongelacion (5, 12, 16, 51) b)
la técnica de ICSI, (40), hoy dia ampliamente utiliza-
da, ha permitido soslayar las otras alteraciones obser-
vadas al congelar y descongelar ovocitos humanos;
rigidez de la zona pellcida y eliminacion prematura
de los granulos corticales. Con lalCSl se obviala du-
reza adquirida por la zona peltcida en el proceso de
congelacion - descongelacion; y se evita la polisper-
mia (entrada en €l ovocito de més de un espermtozoi-
de), que se produce en unainseminacion de un ovoci-
to maduro que ha eliminado prematuramente los
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granulos corticales. Recordemos que |os granulos
corticales del ovocito maduro, en metafase |1, se €li-
minan una vez ha entrado el primer espermatozoide.
La funcién de los granulos corticales es bloquear la
zona pellcida impidiendo la entrada de otro esperma-
tozoide. LaICSl no se empieza a aplicar hasta 1992.
El primer nacimiento de ovocito descongelado fecun-
dado, mediante ICSI se consigue cinco afios después
(46), y la Ley de Técnicas de Reproduccién Asistida
entrd en vigor en 1988.

NINOS NACIDOS DE OVOCITOS
CONGELADOSY DESCONGELADOS

Desde mediados de la década de |os noventa se
han ido sucediendo las publicaciones de gestaciones
conseguidas con ovocitos congel ados-descongel ados
(2, 6, 8, 16, 29, 45, 47-51, 56, 59, 61, 62, 68, 70)
Todos los nifios nacidos son sanos.

La tasa de sobrevivencia ovocitaria alcanzada es
superior al 80% (16) Esta tasa es similar a la tasa de
sobrevivencia que se obtiene con la técnica de conge-
lacion de embriones autorizada por la Ley 35/88 (67)
Los cambios en la técnica de congelacion - desconge-
lacion junto al empleo de lalCSl una vez descongela-
dos los ovocitos, ha cambiado drésticamente la situa-
cion. De una técnica en experimentacioén se ha
convertido en unatécnica de uso clinico.

VITRIFICACION

Otro sistema de criopreservar los ovocitos es la vi-
trificacion. La vitrificacion es la transicion de una so-
lucion acuosa del estado liquido al estado vitreo (soli-
do) sin pasar por €l estado solido cristalino (18) Para
conseguir la vitrificacion del ovocito, el medio crio-
protector debe tener una concentracion alta (= 6 M)
La vitrificacion tiene la ventgja de que no se precisa
el costoso equipo necesario para la criopreservacion
de ovocitos con la técnica de “congelacion lenta -
descongelacion répida’ descrita. La congelacion ul-
trarrgpida que se consigue en la vitrificacion puede
ayudar a criopreservar células muy sensibles a bajas
temperaturas (35) En la vitrificacién los ovocitos se
guardan en pajuelas afinadas y abiertas; o en rejillas
de cobre utilizadas en microscopia electronica. Se su-
mergen directamente en nitrogeno liquido. El descen-
S0 térmico es muy rapido, €l agua intracelular no tie-
ne tiempo para salir. El aguay los solutos de la célula
pasan del estado liquido a solido (vitreo) La célulano
se deshidrata.

En 1995 Hunter consigue fecundar ovocitos preo-
vulatorios vitrificados y descongelados pero no ob-
serva division embrionaria (23) En 1999, Hong a par-
tir de ovocitos vitrificados obtiene embriones que se
dividen y llegan a blastocisto (21) Ovocitos inmadu-
ros vitrificados madurados in vitro tras la descongela-
cioén, 6 madurados in vitro antes de vitrificarlos so-
breviven , se fecundan y se dividen (10, 66) Llegan a
blastocisto y no presentan aneuploidias (9, 11) A par-
tir de ovocitos inmaduros vitrificados y madurados in
vitro tras descongelarlos; 6 madurados in vitro y vi-
trificados no se ha conseguido ningun nacimiento. En
1999 Kuleshova publica el nacimiento de una nifia
sana conseguida a partir de ovocitos maduros vitrifi-
cados. La fecundacion tras la descongelacion de los
ovocitos la efectud con latécnica de ICSI (29). Al
afno siguiente Yoon publica nacimientos de nifios sa-
nos a partir de ovocitos maduros vitrificados y fecun-
dados también con ICSI (69) La solucién de vitrifica-
cién méas empleada contiene un crioprotector
penetrante, etilen-glicol, que entra con facilidad en el
ovocito; y un crioprotector no penetrante que se man-
tiene extracelular, la sacarosa. El tiempo de equilibra-
cion del ovocito o de exposicion a la solucion vitrifi-
cadora antes de vitrificarse es breve, de 20 a 30
segundos. Se hace a temperatura ambiente. Se usa ni-
trégeno liquido, cuya temperatura es de -196°C. La
descongelacién se hace en varias fases. Se obtienen
mejores resultados en cuanto a division de los em-
briones si la duracién de cada fase es més corta, 2'5
versus 5 minutos (21) La vitrificacion es una técnica
de crioconservacién vélida pero con la que hay toda-
via una corta experiencia'y no vamos a extendernos
més en ella

ASPECTOSETICOS

Crioconservar ovocitos humanos igual que esper-
matozoides, sangre, medula 6sea, etc., no solo no su-
pone ningln problema ético sino que son técnicas
medicas |oables. Conservar algo valioso como células
humanas siempre es bueno. La congelacion de ovoci-
tos viene a sustituir en gran medida a la congelacion
de embriones que no es tan ampliamente aceptada.

ASPECTOSLEGALES

Efectuada una revision exhaustiva de las leyes,
decretos y jurisprudencia, en relacion con la congela-
cion de ovocitos solo hemos encontrado dos articulos
de la Ley 35/1988 sobre Técnicas de Reproduccion
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Asistida, del 22 de noviembre (BOE n° 282 del 24 de
noviembre de 1988) El articulo 14.2 textualmente di-
ce: “Se autoriza lainvestigacion dirigida a perfeccio-
nar las técnicas de obtencion y maduracion de los
ovocitos, asi como de crioconservacion de 6vulos”.
Es evidente que la congelacion de ovocitos es, sin du-
da alguna, legal. El texto del articulo 11.2 dice: “No
se autorizara la crioconservacion de évulos con fines
de Reproduccion Asistida, en tanto no haya suficien-
tes garantias sobre la viabilidad de |os 6vul os después
de su descongelacion”. La Ley 35/88 en este articulo
no prohibe el uso de ovocitos congelados para
Reproduccion Asistida pero tampoco lo permite en el
momento en que se promulga la Ley. Lo autoriza
cuando “haya suficientes garantias de la viabilidad de
los 6vulos después de su congelacion”. No hace refe-
rencia la Ley a ninguna autoridad, que deba de pro-
nunciarse sobre este punto de la “viabilidad de évulos
descongelados’. Ni exige ninguna formalidad deter-
minada. Es evidente que se puede congelar ovocitos
con fines reproductivos si a descongelarlos son via-
bles.

CONSIDERACIONES FINALES

La Ley 35/88 recogio en 1988, hace ya 13 afios,
en su articulo 11.2 la inquietud del uso de ovocitos
congelados - descongelados ante |as publicaciones ci-
tadas de aquel tiempo que comunicaban alteraciones
del ovocito por la congelacién. Pero el espiritu de la
Ley no era poner trabas al progreso, a los avances
médicos en el campo de la Reproduccién Humana en
general y en la congelacion de ovocitos en concreto.
En el apartado | selee. “No parece haber duda de que
la investigacion cientifica y tecnol 6gica debe conti-
nuar su expansion y progreso”. En el apartado Il se
lee: “No pretende esta Ley abarcar todas y cada una
de los mltiples implicaciones a que pueda dar lugar
la utilizacion de estas técnicas”. No se prohibe la
congelacion de ovocitos. Se pospone. En lalargalista
de infracciones que contiene la Ley no consta la con-
gelacion de ovocitos. En el Reino Unido ante la ava-
lancha de nacimientos de nifios sano se ha eliminado
latraba legal: “The recent spate of human live births
from thawed oocytes has prompted the granting of
the first licence allowing the use of thawed oocytesin
the UK” (41)

Hemos expuesto las situaciones clinicas en que se
precisa la congelacion de ovocitos y los avances téc-
nicos en este tema sobre todo a partir de la mitad de
la década de los afios noventa. La revision de lalite-
ratura de los tres Ultimos afios evidencia que los ovo-

citos descongelados son viables con el sdlido argu-
mento del nacimiento de nifios sanos sin que hayan
nacido nifios con enfermedad atribuible a la congela-
cion del ovocito. La viabilidad de los ovocitos des-
congelados esta demostrada y €l reparo legal vigente
en 1988 queda superado a finales del 2001. En una
revision de lalegislacidén y normas sobre congelacion
de ovocitos efectuada en 37 paises, solo ponen reparo
legal tres: Singapur, Noruega y Espafa. Los autores
comentan que la crioconservacion de ovocitos no pre-
senta aspectos negativos desde el punto de vista mé-
dico; y que hay acuerdo entre los profesionales que la
tecnologia de crioconservacién es mandataria en todo
programa de TRA responsable (26)

P.D.: Aplicando la técnica de congelacion lenta -
desconcegalicén rapida hemos obtenido el primer
embarazo clinico (latido cardiaco positivo) en €l pri-
mer ciclo de FIV en que hemos utilizado ovocitos
congel ados-descongel ados.
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