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Resumen

Objetivos: La valoracion de un protocolo de vitrificacion de ovocitos disefiado por el Dr. Pierre
Vanderzwalmen en nuestro laboratorio de Reproduccién asistida. Disefio del estudio: Para el presente
estudio se han utilizado ovocitos maduros microinyectados con la técnica de ICS en los que no se
han observado signos de fecundacion. Se han vitrificado y posteriormente desvitrificado para evaluar
la tasa de supervivencia morfolégica. Ambito: Laboratorio de embriologia de CEFIVBA, Centro de
Fecundacion in Vitro Balear. Poblacion estudiada: ovocitos no fecundados de pacientes que se han so-
metido a un tratamiento de reproduccion asistida. Variables principales de la valoracion: Para la eva-
luacion de la supervivencia del ovocito se ha tenido en cuenta la membrana citoplasmética, el cito-
plasma, la zona pellcida no fracturada y la visualizacion del primer corpulsculo polar. Resultados: Se
ha obtenido una supervivencia morfolégica del 87,5% (n=40). Conclusiones: La vitrificacion de ovo-
citos es un método valido, rapido y sencillo.
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Summary

Objective: To determinate a oocyte vitrification protocol designed by the Dr. Pierre Vanderzwalmen in
our laboratory of Assisted Reproduction. Study Design: It has been used for the present study unferti-

lized mature oocytes after the intracytoplasmatic sperm injection. To evaluate the morfological survi-

val rate of vitrificated oocytes. Setting: Embriology laboratory of CEFIVBA “ Centro de Fecundacion

in Vitro Balear” . Studied population: Unfertilized oocytes from patients ongoing assisted reproduction
treatement. Main outcome measure (S): to evaluate oocyte survival, we observe the cytoplasmatic
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membrane, the cytoplasm, the unrupture pellucida zone and the visualization of the first polar body.
Result (s): The morfological survival it has been of 87.5% (n=40). Conclusion (s): This protocol oocy-

tevitrification is valid, quick and simple.

Key words: Vitrification. Oocyte. Crioprotector.

INTRODUCCION

La crioconservacion de los gametos masculinos es
una técnica sencilla, rapida, fiable e indispensable en
un laboratorio de Reproduccion Asistida. En cuanto a
la congelacidn de gametos femeninos resulta igual-
mente indispensable, pero desgraciadamente no pode-
mos extrapolar las demés caracteristicas de la conge-
lacién de los gametos masculinos.

Son muchas las pacientes que pueden verse bene-
ficiadas con la crioconservacion de sus 6vulos ma-
duros.

L as pacientes que padezcan cancer y hayan de so-
meterse a quimioterapia, tienen la posibilidad de pre-
servar su fertilidad mediante la congelacién de 6vulos
antes de iniciar la terapia, ya que los tratamientos pa-
ra el cancer pueden dafar el material genético de sus
ovulosy puede causar esterilidad en la mujer. La con-
gelacion de évulos no podria realizarse en pacientes
prepuberes, ni en pacientes con cancer dependiente
de esteroides, donde la Unica solucién para preservar
su fertilidad seriala congelacion de tejido ovérico.

También seria de gran utilidad en los tratamientos
de Fecundacion in Vitro en los que puedan surgir im-
previstos, como seria el caso de la no obtencion de la
muestra seminal; de este modo evitariamos la pérdida
de estos dvulos obtenidos, que podrian ser utilizados
posteriormente.

Cada dia, las mujeres retrasan méas el momento de
tener hijos por razones sociales, laborales o econémi-
cas, y la congelacién ovocitaria permitiria retrasar es-
ta edad sin que por ello se produzca una pérdida de la
calidad ovocitaria. Las candidatas ideales para la con-
gelacién de évulos serian mujeres de menos de 40
anos, con niveles hormonales basales de FSH norma-
les, gque por unarazén u otra quieran ser madres pero
gue saben que no va a ser posible en un corto 0 medio
periodo de tiempo.

Otra posible utilidad es la vitrificacion de évulos
madurados in vitro el dia después de la puncion ové-
rica, pudiéndose conservarlos para sumarlos a posi-
bles futuras punciones.

Actualmente hay una corriente que insiste en las
ventgjas de la transferencia de un Unico embrion (1).
Esto puede dar lugar a un aumento de embriones so-
brantes, o0 a una limitacién de los ovocitos a microin-

yectar. La crioconservacion de esos ovocitos podrian
utilizarse en un futuro tratamiento o para la donacién
aotras parejas.

Asimismo seria interesante la creacion de un ban-
co de ovocitos, pudiéndose eliminar asi el proceso de
sincronizacion donante-receptora, asi como destinar
siempre a las receptoras un nimero consensuado de
6vulos, eliminando la posibilidad de una baja recupe-
racién ovocitaria de la donante.

Aunque el primer nacido vivo de ovocito congela-
do fuera hace 21 afios (2), la eficacia de la congela-
cion convencional sigue siendo baja, situandose la ta-
sa de supervivencia en torno al 50-60% (3, 4) por 1o
gue es una técnica que ha tenido poca implantacién
en los laboratorios de Reproduccion asistida.
Recientes y diversos estudios muestran unas muy
buenas tasas de supervivencia, fecundacion y embara-
zo con lavitrificacion de ovocitos (5, 6). En unarevi-
sion de la bibliografia de los dltimos 5 afios, no se
encuentran ninguna circunstancia en que la congela-
cion convencional ofrezca alguna ventaja considera-
ble respecto a la vitrificacién. Los autores van mas
allay afirman gue no es necesario disponer un conge-
lador programable en los laboratorios de FIV, ya que
la vitrificacion es una técnica vélida para cualquier
estadio celular (7).

En otrarevision de la bibliografia se encontr6 que
tanto la congelacion convencional como la vitrifica-
cion de ovocitos eran validos, aunque la tasa de éxito
en la congelacion convencional era menor (8).

AUn asi hay publicaciones donde se constatan
muy buenas tasas de supervivencia, fecundacién y
embarazo con la congelacién convencional de ovoci-
tos (9).

Dadas las ventajas de la crioconservacion de ovo-
citos, nuestro centro esta valorando la utilizacion de
un protocolo de vitrificacién de ovocitos disefiado
por el Dr. Pierre Vanderzwalmen, del Centre de
Procréation Assistée du CHIREC (Centre hospitalier
interrégional Edith Cavell) en Bruselas, Bélgica.

MATERIAL Y METODOS

La vitrificacion suele realizarse usando dos solu-
ciones de crioprotectores, donde la primera suele te-
ner entre un 20-50% de la concentracion de criopro-
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tectores de la segunda. La estrategia mas utilizada es
incubar como méaximo 3 minutos en la primera solu-
cion y unos pocos segundos en la segunda. Esta estra-
tegia es utilizada en blastocistos con muy buenos re-
sultados, pero en células donde hay una baja
proporcion superficie-volumen, como los ovocitos, la
mejor estrategia es al incubacion de entre 5-15 min.
en la primera solucién y 1 minuto en la segunda. Se
incrementa levemente el efecto tdxico de los criopro-
tectores, pero estos dan una mejor proteccién ala cé-
lula.

Se debe evitar que el cambio de volumen del ovo-
cito durante la vitrificacion y desvitrificacion sea su-
perior al 30% (10). Una manera de evitarlo es incu-
bando el ovocito a vitrificar en diferentes diluciones
crecientes del primer medio de vitrificacion. Un estu-
dio no publicado de P. Vanderzwal men muestra como
con la vitrificacion por pasos se evita que la diferen-
cia de volumen durante la salida y la entrada de agua
y crioprotector sea mayor a 30% consiguiéndose una
mejor calidad embrionaria a tercer dia post microin-
yeccion, que con lavitrificacion en un solo paso.

Para probar la eficiencia de los medios de vitrifi-
cacion se han usado ovocitos MII en los que no se
han encontrado signos de fecundacién después de 43
horas post microinyeccion, y por tanto, descartados
del proceso de fecundacién in vitro.

Para la vitrificacién se utiliza un medio base, G-
MOPS suplementado con un 20%HSA, un primer
medio de vitrificacion formado con una base de G-
MOPS o PBS o0 HTF-HEPES suplementado con un
20% HSA, 7,5% de ethylene glycol (EG) y 7,5% de
Dimethyl sulphoxide (DM SO). El primer medio
(MV1) sirve para obtener un estado intracelular que
facilita la vitrificacién. El segundo medio (MV?2) ,
también con un 20%HSA, 20% de DM SO y EG,
0.75M de sacarosay Ficoll (10 mg/ml) sirve para ob-
tener el estado extracelular.

L os ovocitos se incuban de dos a tres minutos en
una primera gota con G-MOPS +20% HSA, 3 min. en
una dilucion 1/16 de V1, 3 min. en dilucién 1/8 de
MV, 3 min. en dilucién 174 de MV, 3 min. en dilu-
cion 12 de V1, 5 min. en la solucion MV, y entre 30-
40 seg. en la solucion MV ,. Seguidamente se recoge
con un volumen de aproximadamente 1ul y se guar-
dan en las pajuelas de High Security System de Cryo
Bio System, disefiadas por Pierre Vanderzwal men.
Utilizamos estas pajuelas porque son asépticas y aun-
gue sacrificamos de esta forma la elevada velocidad
de enfriamiento de otras pajuelas cuyo sistema es €l
contacto directo del medio de los ovocitos con el ni-
trégeno liquido, no por ello se obtienen peores resul -
tados (11). Una vez cerrada herméticamente |a pajue-

la con una selladora de pajuelas convencional, se in-
troduce de golpe y verticalmente en un recipiente de
nitrégeno liquido, a la vez que se agita suavemente
para evitar que el vapor que forma el nitrégeno liqui-
do al contactar con una superficie mas caliente reduz-
calavelocidad de enfriamiento.

Para la desvitrificacion de los ovocitos se usa una
solucion 1M de sacarosa al 15-20% HSA. En una pla-
ca Falcon ref. 35-1008 se vierten 3-4 ml de la solu-
cién. En esta solucion es donde pondremos directa-
mente la parte de la pajuela donde estan los ovocitos.
Estas pgjuelas, a diferencia de otras, tienen la ventaja
gue en un mismo paso se produce la descongelacién y
la toma de contacto del ovocito con la primera solu-
cién de desvitrificacion. En esta solucién se deja 2
min. Seguidamente se incuba 4 min. en cada solucién
de 0,75M, 0,5M y 0,25 M de sacarosa al 15-
20%HSA. Por ultimo dos minutos en dos gotas de G-
MOPS a 15-20%HSA. De ahi a una placa con medio
de cultivo gaseado, donde al cabo de 15 min. se pasan
a otra gota de cultivo para eliminar los Ultimos restos
de crioprotector que pueda expulsar el ovaocito.

Esta demostrado que al afiadir concentraciones
mayores de crioprotector, disminuye la temperatura
en la que el agua en estado libre forma cristales. No
hay un limite, con lo que con altas concentraciones de
crioprotector nunca se formara hielo, sino un estado
vitrificado.

Con la vitrificacién se consigue por tanto la soli-
dificacion de la solucion y del ovocito a bajas tempe-
raturas sin la formacion de cristales. Es un proceso
gue combina una alta concentracién de crioprotecto-
res con una alta velocidad de enfriamiento. Los crio-
protectores evitan la formacién de hielo, ya que estos
no pueden incorporarse en las uniones de las mol écu-
las de agua que forman los cristales, por 1o que se
acumulan entre los cristales, evitando su crecimiento.
La alta velocidad de enfriamiento no da tiempo para
laformacion de los cristales.

El aumento de la viscosidad necesaria para la vi-
trificacion se consigue con altas concentraciones de
crioprotectores, los cuales son toxicos para las célu-
las. Esto ha provocado una reticencia en los laborato-
rios de reproduccion humana al uso de la vitrifica-
cion.

En presencia de estas altas concentraciones de
crioprotectores penetrantes, |0s ovocitos y embriones
sblo pueden estar cortos periodos de tiempo antes de
sufrir dafios. Es por eso que en los medios de vitrifi-
cacion se suelen utilizar también polimeros de eleva-
do peso molecular y baja toxicidad, como el Ficoll o
el Dextran. Con ello se ha conseguido mejores resul -
tados de supervivencia al reducir también la concen-
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tracion necesaria de crioprotectores penetrantes (12).
Sin embargo, en una publicacion de Lieberman J et
al (13) no se encuentran diferencias estadisticamente
significativas con el uso 0 no de estos polimeros en
una serie de 1000 ovocitos congelados

Para hacer las soluciones de vitrificacion se suele
utilizar crioprotector permeables de bajo peso mole-
cular (EG, DM SO, propanediol, gliceral) y criopro-
tector no permeables de alto peso molecular (Ficoll,
Dextran, PEG) y de bajo peso molecular como la sa
carosa.

RESULTADOS

En este trabajo se ha valorado la supervivencia
morfolégica de los ovocitos maduros. Se ha valorado
la membrana citoplasmética, el citoplasmay la zona
pellcida, asi como la correcta visualizacion del pri-
mer corpusculo polar.

Se han vitrificado 40 ovocitos maduros en los que
no se habia visualizado ninguna sefial de fecundacion
43 horas después de la microinyeccion. Han sobrevi-
vido morfol 6gicamente 35 (87,5%) de los 40 ovoci-
tos. De los 35 ovocitos, en 5 (14,3 %) se visualizaun
citoplasma ligeramente granuloso y en 3 (8,6%) el
primer corpusculo polar estaba lisado, aunque se po-
diavisualizar perfectamente su ubicacion.

DISCUSION

El ovocito maduro tiene una serie de caracteristi-
cas que lo hacen especialmente sensible a temperatu-
ras no fisiolégicas y a su crioconservacion.

Lavitrificacion, a diferencia de la congelacion
convencional, evita que el ovocito se exponga a tem-
peraturas no fisiol6gicas durante su criopreservacion,
evitando por tanto dafios en el huso mei6tico, muy
sensible a bgjas temperaturas (14).

Una caracteristica del ovocito es su baja propor-
cion superficie-volumen, que influye negativamente
en la velocidad de penetracion de los crioprotectores.
Esto incrementa el riesgo de la formacion de cristales
intracelulares con la congelacion convencional .

El ovocito maduro esta detenido en la metafase de
su segunda divisién meidtica. Tiene los cromosomas
fuertemente unidos a huso meiotico, sin una mem-
brana nuclear que los proteja. Tienen extruido el pri-
mer corpusculo polar, como resultado de la finaliza-
cion de la primera division meidtica.

El huso meidtico es una estructura compuesta por
microtubulos de (-tubulina en equilibrio con (-tubuli-

na en estado libre. Este equilibrio puede variar debido
a cambios fisiol6gicos a los que pueda estar expuesto
el ovocitos (temperatura, osmolaridad...)

Los microtubul os son esenciales para la madura-
ciony desarrollo del ovocito y dictaladistribucion de
los cromosomas en las divisiones celulares.

El huso meidtico es esencial para completar la se-
gunda meiosis, asi como para la extrusion del segun-
do corpusculo polar, la migracién de los pronucleos y
la formacién del primer huso mitético. Si resulta da-
flado aumenta el riesgo de aneuploidias en los em-
briones, aumento de fecundacion anémala y bloqueo
en el desarrollo, tanto en estadio pronuclear como
embrionario.

L os dafos causados por la vitrificacion pueden
ser de tipo quimico, debido ala alta concentracion de
crioprotector (del orden del 5-7M respecto a 1,5M
de la congelacion convencional), de tipo fisico, debi-
do ala posible formacion de hielo intracelular y por
ultimo, el dafio causado por €l estrés osmético duran-
te la adicién y posterior retirada de los crioprotecto-
res. Estos dos Ultimos estan fuertemente relacionados
con una disminucion de la permeabilidad de la mem-
brana.

Inmediatamente después de la descongelacion, la
beta-tubulina se encuentra despolimerizada. Al cabo
de dos horas la beta-tubulina repolimeriza, formando
husos mei 6ticos normales correctamente alineados a
los cromosomas. Los ovocitos maduros de ratén tie-
nen la propiedad de reparar la disrupcion de una ma-
nera mas eficiente que los humanos, por lo que la
congelacion de ovocitos ratén es mas eficiente que en
humanos. La no repolimerizacion correcta produce un
elevado numero de aneuploidias. Por tanto, antes de
microinyectar hay que dejar incubar |os ovocitos un
tiempo prudencial, para permitir la correcta repolime-
rizacién de huso meidtico antes de microinyectar.
Chen Su utiliza un tiempo de 3 horas post desconge-
lacion con buenos resultados (15).

Afortunadamente, los ovaocitos tienen una gran ca-
pacidad de repolimerizar el huso meiético. Un estu-
dio de Wang et al (16) encontré que hasta el 42% de
los M1l descongelados en los que no habia podido vi-
sualizar el huso mei6tico, fecundaban.

Otras estructuras de los ovocitos maduros son los
mircrofilamentos, esenciales para la rotacion del hu-
so, la extrusion del corpusculo polar, migracién pro-
nuclear y la division celular. Estan formados por acti-
na polimerizada, y, al igual que los microtubulos,
estan en equilibrio con la actina libre, equilibrio que
también puede verse alterado por la crioconservacion.

Las mitocondrias de los ovocitos pueden también
resultar dafiadas, ya que pueden ver reducida su pola-
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ridad y por tanto su actividad respiratoria. La dismi-
nucion de la permeabilidad de la membrana de las
mitocondrias puede disminuir la capacidad de aumen-
tar los niveles de calcio intracelular, necesario parala
fecundacion y la implantacién del embrion en el en-
dometrio (17). Cuando penetra un espermatozoide en
el dvulo, tiene lugar una rapido aumento de la respi-
racion y del metabolismo del 6vulo que hace posible
el proceso de la fecundacion. Este aumento es posible
gracias alaliberacién del Calcio almacenado.

El uso de DM SO provoca una exocitosis prematu-
ra de los granulos corticales en ovocitos de ratén,
produciendo cambios en las glicoproteinas la zona
pellcida, volviéndola impenetrable para los esperma-
tozoides. Este proceso no se inicia normalmente hasta
la penetracion de un espermatozoide, a fin de evitar
la poliespermia. Es muy probable que esta exocitosis
prematura se de también en ovocitos humanos, por lo
gue la ICSI seréd la técnica de eleccion para la fecun-
dacién de los ovocitos vitrificados. La presencia de
albumina antes y durante la exposicién del DM SO re-
duce significativamente los cambios en la zona pelU-
cida, aungue no reduce la exocitosis de los granulos
corticales (18).

En un andlisis del huso meidtico y el desarrollo
posterior a embrién después de la FIV de ovocitos
descongelados indica que la vitrificacion es un proce-
dimiento menos traumatico que la congelacion con-
vencional (19).

Sea utilizando la congelacion convencional o la
vitrificacion, es necesaria la implantacion de las téc-
nicas de crioconservacion de ovocitos en los labora-
torios de Reproduccion asistida, segun los argumen-
tos expuestos anteriormente. La ley espafiola
14/2006, en el articulo 11 apartado dos indica: “La
utilizacion de ovocitos y tejido ovérico crioconserva-
dos requeriré previa autorizacion de la autoridad sani-
taria correspondiente”. Por tanto no hay restriccion
legal parala congelacién de ovocitos, pero si es nece-
sario una autorizacion para su descongelacion y utili-
Zacién en técnicas de reproduccion asistida.

Hoy en dia existen muchos protocolos de vitrifica-
cion de ovocitos y embriones, y muchos sistemas de
amacenaje. Para que realmente haya una implanta-
cion de estas técnicas, es necesaria una estandariza-
cion de los protocolos y resultados.
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