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Resumen
Objetivo: el objetivo de esta presentación 
es reportar el primer caso de obtención de 
blastocistos partenogenéticos humanos y su 
adhesión in vitro, generados a partir de la 
activación química de óvulos criopreserva-
dos no inseminados. Materiales y métodos: 
treinta y ocho óvulos frescos no insemina-
dos en metafase II (MII) fueron criopreser-
vados usando el método de congelamiento 
lento con 1,2 propanediol y 0.3M sacarosa. 
Los ovocitos fueron provistos por 5 donan-
tes saludables (edad promedio 32.2 ± 3.4), 
quienes, previo consentimiento, se sometie-
ron a una estimulación ovárica controlada 
y a una aspiración folicular con control eco-
gráfi co. Después del descongelamiento, los 
óvulos fueron activados con 10uM de Iono-
micina y 2mM de 6-Dimetilamino Puri-
na para inducir la formación de pronúcleos 
(PN). Los ovocitos activados (partenotes) fue-
ron cultivados a 37°C, 6% CO2 para lograr 
la formación de blastocistos. Los blastocistos 
partenogenéticos fueron ubicados sobre fi bro-
blastos de cordón umbilical humanos mitóti-
camente inactivo y chequeados a diario para 
realizar un seguimiento de su crecimiento 

y su adhesión. Resultados: treinta y seis de 
38 ovocitos humanos criopreservados no in-
seminados sobrevivieron después del descon-
gelamiento (porcentaje de sobrevida: 94.7%). 
Treinta y uno de 36 ovocitos mostraron un PN 
(porcentaje de activación: 86.1 %). Treinta de 
31 clivaron (porcentaje de clivaje: 96.8%).
Tres partenotes en día 6 y 2 en día 7 después de 
la activación mostraron cavitación. Los blas-
tocistos así formados fueron plateados. Luego 
de lo cual un partenote exhibió adhesión in-
cipiente y otro mostró adhesión completa. No 
se observó mayor desarrollo. Quince partenotes 
clivados no evolutivos fueron plateados en día 
9 después de activación. Seis de 15 mostraron 
adhesión. Dos días después tres continuaron 
adheridos hasta el día de la presente comuni-
cación (56 días). Conclusiones: de acuerdo al 
presente estudio el alto porcentaje de sobrevi-
da de óvulos criopreservados no inseminados 
permite un alto porcentaje de formación par-
tenogenética, desarrollo de blastocistos y adhe-
sión. Este acercamiento provee un nuevo desa-
fío para obtener células madres humanas no 
adultas evitando problemas éticos que surgen 
con el uso de gametas y embriones humanos. 
Por otro lado, óvulos humanos criopreservados 
no inseminados podrían ser una fuente per-
manente y segura de producción de partenotes 
evitando así el largo proceso de reclutamiento 
de donantes, selección y tratamiento. También 
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ofrece la posibilidad de almacenar óvulos in-
munológicamente compatibles para su posible 
utilización futura.

Human Parthenogenetic Blastocysts 
derived from non fertilized cryopre-
served human oocytes
Summary

Objective: parthenogenesis is the process 
through which an oocyte can develop into an 
embryo in the absence of sperm. Th e objec-
tive of this presentation is to report for the 
fi rst time the production of human partheno-
genetic blastocysts and in vitro attachment, 
generated from chemical activation of non 
inseminated cryopreserved human oocytes. 
Materials and methods: thirty eight non in-
seminated fresh human metaphase II (MII) 
oocytes were cryopreserved using the 1,2-pro-
panediol slow freeze - rapid thaw method 
with 0.3M sucrose and stored in liquid ni-
trogen at -196ºC. Th e oocytes were provided 
from fi ve healthy donors (mean age ± SD 
was 32.2 ± 3.4) who underwent controlled 
ovarian stimulation and guided ultrasound 
oocyte recovery. All donors participating in 
the present study signed an informed consent 
form previously approved by the Institutional 
Review Board on Human Subjects Research 
and Ethics Committee which had previously 
accepted the research. After thawing, non in-
seminated oocytes were activated with 10uM 
of Ionomicyn and 2mM of 6-Dimethylamino 
Purine to induce pronucleus (PN) formation. 
Activated oocytes (parthenos) were cultured 
at 37°C, 6% CO2 in air to achieve blas-
tocyst formation. Parthenos blastocysts were 
plated on top of mitotically inactive human 
umbilical cord fi broblasts.All parthenos were 
checked every day to follow their growth and 
attachment, and to test the medium renewal 
as well as having a photographic register. Re-
sults: thirty six out of 38 cryopreserved non 
inseminated oocytes survived after thawing 
(survival rate: 94.7%).Th irty one out of 36 
oocytes showed only one PN (activation rate: 

86.1%). Th irty out of 31 cleaved (cleavage 
rate: 96.8%). Th ree parthenos on day 6 and 
2 parthenos on day 7 after activation, showed  
cavitation. Human partheno blastocyst were 
plated. After plating one partheno blastocyst 
exhibited incipient attachment and the other 
one showed complete attachment. No further 
development was observed. Fifteen non evolu-
tive cleaved parthenos were plated on day 9 
after activation. Six out of 15 showed attach-
ment. Two days after, three parthenos continue 
attached until the day of the present commu-
nication (56 days). Conclusions: the use of 
parthenogenetic human embryos for therapeu-
tically indications (p. e. source of stem cells) 
could give the countries with ban restrictions 
towards the use of human gametes and human 
embryos the possibility to work in this fi eld. On 
the other hand, cryopreserved non inseminated 
human oocytes could be a permanent and safe 
source for parthenos production avoiding, in 
this way, the long process of donor recruitment, 
selection and treatment, as well as the possibili-
ty to use the oocytes after rechecking the patient 
of any viral infectious disease. It also off ers the 
possibility to store oocytes highly immunologi-
cal compatible for own future uses. According 
to the present study, the high survival rate of 
non inseminated cryopreserved oocytes allows 
a high rate of parthenogenetic formation, and 
also blastocyst development and attachment. 
Th is approach provides a new challenge to ob-
tain non adult human stem cells without gene-
rating controversial issues.

Introducción
La criopreservación de ovocitos huma-

nos se está transformando lentamente en 
una práctica diaria de los procedimientos 
de ART gracias a sus aplicaciones terapéuti-
cas potenciales. Puede ser también una gran 
fuente de ovocitos para la investigación en 
diferentes campos.1-7

Los usos terapéuticos de las células ma-
dre humanas embrionarias derivadas de pre-
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embriones viables son muy prometedoras.8-11 
Sin embargo, algunos países están en contra 
de ellas argumentando dilemas éticos y re-
ligiosos. Uno de los protocolos alternativos 
propuestos podría ser la partenogénesis, en 
donde el desarrollo embrionario es iniciado 
sin la contribución espermática.12-14 Estu-
dios previos han demostrado la posibilidad 
de obtener células madre de la activación 
partenogenética de ovocitos de primates no 
humanos.14 Un punto importante a aclarar 
es que a pesar de que la partenogénesis es un 
método de reproducción en algunos orga-
nismos inferiores, los partenotes de mamí-
feros no logran generar un embarazo exito-
so.15

Hasta donde sabemos no hay informes 
mostrando el uso de ovocitos humanos crio-
preservados no inseminados como una fuen-
te para el desarrollo partenogenético.

El objetivo de este estudio es informar 
por primera vez el desarrollo de blastocistos 
partenogenéticos humanos y su adhesión in 
vitro a partir de ovocitos humanos criopre-
servados no inseminados.

Materiales y métodos
Donantes de ovocitos

Los ovocitos fueron provistos por cinco 
donantes saludables (edad promedio 32.2 ± 
3.4).

Todas las donantes que participaron del 
presente estudio fi rmaron consentimientos 
informados previamente aprobados por un 
Comité de Ética Institucional como así tam-
bién por Comités externos pertenecientes a 
Michigan State University y Harvard Medical 
School.

Se les realizó a las donantes un chequeo 
médico completo que consistió en una his-
toria clínica personal y familiar detallada, 
una evaluación psicológica, un examen gi-
necológico y una ecografía.

Se realizaron análisis de sangre para che-
quear HIV, hepatitis B y C, sífi lis, y se reali-

zaron análisis de cariotipo como así también 
un análisis hormonal y general completos.

Luego de la aspiración folicular las do-
nantes fueron periódica y cuidadosamente 
controladas hasta ser dadas de alta luego de 
una ecografía de control normal después de 
la menstruación.

Estimulación ovárica
Se inició una estimulación ovárica con-

trolada en todas las pacientes con análogos 
de GnRH de acetato de leuprolide subcutá-
neo desde la fase lutea media del ciclo pre-
vio.

La gonadotrofi noterapia se realizó con 
FSH recombinante (Puregon, Organon Ar-
gentina), monitorizando la respuesta con 
ecografías y estradioles tal como lo efectua-
mos habitualmente.6 Los criterios de apli-
cación de la hCG y la aspiración folicular 
transvaginal fueron también los habituales.

Selección de ovocitos
Una vez que los ovocitos fueron identifi -

cados en los fl uidos foliculares, fueron trans-
feridos a HTF suplementado con 0,5% de 
albúmina sérica humana (HSA) y cultivados 
en una atmósfera de 5% CO2 a 37°C por 
tres horas.

Se realizó una completa remoción. Sólo 
los ovocitos que mostraron un cuerpo polar 
extruido (por lo tanto, presuntamente en el 
período de metafase II) fueron congelados.

Procedimiento de congelamiento/desconge-
lamiento

Treinta y ocho ovocitos humanos frescos 
no inseminados en metafase II (MII) fueron 
criopreservados usando el método de con-
gelamiento rápido con 1,2 propanediol y 
0.3M sacarosa.16

Todas las gametas fueron lavadas en una 
solución de PBS suplementada con 30% de 
Suero Sustituto Sérico (SSS). Luego fueron 
colocadas en 1,2 PrOH 1.5M con 30% SSS 
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por 10 minutos. A partir de lo cual los ovo-
citos fueron transferidos a la solución de 
capa que contiene 1.5M PrOH, 30% SSS 
y 0.3M sacarosa, y fueron inmediatamente 
cargados en pajuelas de plástico y colocados 
en un freezer biológico. En este mismo se 
redujo la temperatura gradualmente desde 
16ºC a -6.5ºC (-2ºC/min) hasta el pun-
to en que se realizó el seeding manual. La 
temperatura continuó bajando hasta -35ºC 
(0.3ºC/min). Las pajuelas fueron fi nalmente 
sumergidas en nitrógeno líquido (-196ºC) y 
almacenadas para uso posterior. 

El procedimiento de descongelamiento 
se llevó a acabo en temperatura ambiente. 
Las pajuelas fueron aireadas por 30 segun-
dos y luego sumergidas en un baño de agua 
a 30ºC por 40 segundos. El crioprotector 
fue removido al transferir los ovocitos a 
través de concentraciones decrecientes de 
solución de propanediol (1-0.5M en cada 
una) conteniendo 0.3M sacarosa, seguido 
por una disolución de 0.3M sacarosa sola y 
fi nalmente lavadas en PBS. 

Todas las soluciones fueron suplementa-
das con 30% SSS. Finalmente, los ovocitos 
viables fueron cultivados en el medio HTF 
suplementado con 0.5% HSA a 37ºC en 
una atmósfera de 5% CO2 por lo menos 
durante 3 horas antes de la activación.

Activación ovocitaria artifi cial 
Luego del descongelamiento 36 ovocitos 

no inseminados fueron partenogenética-
mente activados usando una combinación 
de Ionomicina y 6-Dimetilamino Purina. 
Fueron expuestos a un medio de manipu-
lación (HTF-Hepes) con 10 uM de Iono-
micina sobre una platina a 37ºC. Luego los 
ovocitos fueron ubicados en medio de culti-
vo KSOM + HSA con 2mM de 6-Dimeti-
lamino Purina. Los embriones partenogené-
ticos obtenidos fueron cambiados al medio 
KSOM + HSA  y luego a otro medio fresco 
KSOM + HSA a 37ºC, 6% CO2. Los blas-
tocistos partenogenéticos fueron colocados 

sobre una capa de fi broblastos humanos de 
cordón umbilical mitóticamente inactivados 
y cultivados con KO-DMEME suplemen-
tado con suero, penicilina/estreptomicina y 
aminoácidos no esenciales. 

Todos los partenotes fueron periódica-
mente chequeados para monitorizar su cre-
cimiento y su adhesión. Se llevó un registro 
diario completo de todo el proceso.

Resultados
Treinta y seis de 38 ovocitos humanos 

criopreservados no inseminados sobrevivie-
ron después del descongelamiento (porcen-
taje de sobrevida: 94.7%). Treinta y uno de 
36 ovocitos mostraron un PN (porcentaje 
de activación: 86.1 %). Treinta de 31 cli-
varon (porcentaje de clivaje: 96.8%). Luego 
de la activación tres partenotes en día 6 y 2 
en día 7 mostraron cavitación. El porcentaje 
de formación de blastocistos fue 16.7%. Los 
blastocistos humanos fueron plateados. Lue-
go de lo cual un partenote exhibió adhesión 
incipiente y otro mostró adhesión comple-
ta. No se observó mayor desarrollo. Quin-
ce partenotes clivados no evolutivos fueron 
plateados en día 9 después de su activación. 
Seis de 15 mostraron adhesión. Dos días 
después tres continuaron adheridos hasta el 
día de la presente comunicación (56 días).

Discusión
Numerosos estudios publicados han in-

formado acerca del uso de ovocitos criopre-
servados que fueron congelados para dife-
rentes propósitos.1, 2, 6, 7, 17-22

Durante los últimos años el desafío prin-
cipal en este área ha sido mejorar el porcen-
taje de sobrevida de ovocitos criopreserva-
dos.

El porcentaje de sobrevida de los ovocitos 
luego de la criopreservación ha sido repor-
tado en un amplio rango (27%-64%). En 
un estudio previo nosotros hemos reportado 
un porcentaje de sobrevida del 30% usando 
0.1M de sacarosa.
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Desde que Fabbri y col reportaron que 
una más alta concentración de sacarosa 
(0.3M) mejora drásticamente el porcenta-
je de sobrevida de ovocitos criopreservados 
(83%), otros autores repitieron el mismo 
procedimiento con resultados similares.

En el presente estudio usamos 0.3M sa-
carosa para criopreservar 38 ovocitos frescos 
no inseminados y el porcentaje de sobrevida 
luego del descongelamiento fue de 94.7%. 
Estos resultados aportan mayor evidencia a 
los efectos benefi ciosos de altas concentra-
ciones de sacarosa en el porcentaje de sobre-
vida luego del descongelamiento de ovocitos 
criopreservados.

Hasta la fecha la activación partenogené-
tica de ovocitos fue realizada mayormente 
en mamíferos incluyendo ratones, cabras, 
vacas, monos y humanos.12-15, 23-28

En lugar de usar embriones fertilizados 
y viables para investigación este procedi-
miento podría brindarle a los científi cos la 
oportunidad de trabajar en este campo en 
países que tienen restricciones en el uso de 
gametas y embriones humanos.

La mayoría de la literatura publicada 
concerniente a la activación partenogené-
tica en humanos está basada en el uso de 
ovocitos con fallas de fertilización luego de 
procedimientos de IVF/ICSI. Por lo tanto, 
se trataba de ovocitos humanos no fertiliza-
dos, viejos, que fueron expuestos a diferen-
tes técnicas de activación.23, 24

Consideramos que este no es el material 
más apropiado para evaluar la activación 
partenogenética en ovocitos humanos, ya 
que estuvieron en contacto con esperma y 
también sufrieron los efectos adversos del 
envejecimiento. En nuestro laboratorio 164 
de 197 ovocitos humanos frescos fueron ac-
tivados (porcentaje de activación: 83.25%) 
para comparar diferentes técnicas de activa-
ción (datos que están por ser publicados).

En el presente estudio la fuente de los 
ovocitos humanos para la activación parte-
nogenética fueron ovocitos humanos crio-

preservados no inseminados y el porcentaje 
de activación partenogenética fue 86.1%, el 
porcentaje de clivaje fue 96.8% y el porcen-
taje de cavitación fue 16.7%.

De acuerdo a este estudio el procedi-
miento de criopreservación no afecta el por-
centaje de activación partenogenética y su 
posterior desarrollo.

Congelar ovocitos podría ser una buena 
técnica para la preservación de fertilidad 
femenina previo a su alteración debido a 
tratamientos médicos o debido al efecto no-
civo del envejecimiento. En el futuro ovo-
citos humanos criopreservados podrían ser 
también una fuente valiosa de células madre 
para aplicaciones terapéuticas con la posibi-
lidad de producir células madre con compe-
tencia inmunológica.

Hasta donde se sabe este es el primer re-
porte sobre la activación partenogenética de 
ovocitos humanos criopreservados no inse-
minados.

El alto porcentaje de sobrevida de óvulos 
criopreservados no inseminados permitió un 
alto porcentaje de formación partenogenéti-
ca, desarrollo de blastocistos y adhesión.

Actualmente continuamos con los expe-
rimentos ya que es nuestro objetivo alcanzar 
la posibilidad de obtener células madres de 
esta fuente.
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