Caso Clinico -

Primer embarazo en el Noroeste Argentino
por técnica de vitrificacion

Juan José Aguilera, Miguel Alfredo Cérdoba Lisko, Adrian Char

SARESA Centro de Salud Reproductiva, Salta-Argentina
Reproduccion 2009;24:25-27

Resumen

Durante el mes de setiembre de 2008 se realizd la vi-
trificacion de 8 ovocitos. En el mes de octubre de
2008 se realizé un procedimiento de ovodonacién
con ovocitos desvitrificados a dos pacientes receptoras.
Se desvitrificaron 8 ovocitos con una tasa de sobrevi-
da de 100% (8/8). Se asignaron 2 ovocitos para la
receptora N° 1 y G ovocitos para la receptora N° 2.
Se realizd inyeccidn intracitoplasmética de esperma-
tozoides (ICSI) convencional en la receptora N° 1 y
con semen de origen testicular (biopsia) en la recep-
tora N° 2. La tasa de fertilizacion fue de 100% pa-
ra la receprora N° 1 (2/2) y de 50% (3/6) para la
receptora IN° 2. Las transferencias fueron realizadas
a las 48 hs en la receptora N° 1 (2 embriones) y a las
72 bs en la receptora N° 2 (3 embriones). A los 12
dias post-transferencia se realizé dosaje de Beta
HCG (Gonadotropina Coridnica Humana) consta-
tdndose un embarazo bioquimico en la receptora
Nel. Cuatro semanas post-transferencia se realizd
ecografia  transvaginal constatdndose embrién con
actividad cardiaca positiva de caracteristicas norma-
les. La receprora N°2 no logré embarazo.
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Introduccion

La vitrificacién es una técnica que permite la
criopreservacion de évulos, espermatozoides y em-
briones. Consiste en la solidificacién de una solu-
cién a una temperatura por debajo de la tempera-
tura de transicién vitrea, no por formacién de cris-
tales de hielo, sino por elevacién extrema de la vis-
cosidad usando altas tasas de enfriamiento que van
desde 15.000 hasta 30.000° C por minuto. Esto
permite el almacenamiento de los ovocitos por
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tiempo indefinido.

Hasta ahora las técnicas de congelamiento de
ovocitos tenfan resultados inaceptablemente bajos,
ya que la sobrevida de los mismos luego de la des-
congelacién era alrededor del 10%.

La criopreservaciéon de ovocitos humanos ha si-
do uno de los desafios mds elusivos para los inves-
tigadores en el campo de la reproduccién asistida.
Desde el primer embarazo logrado con ovocitos
criopreservados reportado en 1986 por Chen' va-
rios centros alrededor del mundo informaron em-
barazos.”* Todos ellos fueron logrados con técnicas
de criopreservacién de enfriamiento lento. La via-
bilidad de los ovocitos luego de la descongelacién
era baja como asi también la tasa de fertilizacidn,
conduciendo este hecho a una baja tasa de emba-
razos debido al dafio producido por los cristales de
hielo en el huso meidtico, microfilamentos, zona
pelicida y grdnulos corticales.” Este hecho hacia
necesario el desarrollo de métodos mds eficientes
para la criopreservacién de ovocitos.

El método de vitrificacién se desarrollé duran-
te los afios *90. No afecta el huso meidtico ni la
alineacién cromosémica, evitando asi las anor-
malidades genéticas relacionadas con el congela-
miento lento.’

Ademis, esta técnica es mds simple, mds conve-
niente y mds efectiva que la congelacién lenta.”

De acuerdo con los resultados publicados por
numerosos grupos de investigadores,”” es factible
ofrecer vitrificacién de ovocitos como una alterna-
tiva a los pacientes en las siguientes situaciones:
® Mujeres que deban realizar tratamientos que

afecten su fertilidad (cdncer, etc.).
® Pacientes con sindrome de hiperestimulacién

ovdrica.
® Pacientes con numerosos ovocitos.
® Pobres respondedoras.
® Mujeres con deseo de postergar su maternidad.
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® Situaciones con dificultad o imposibilidad de
realizar la recoleccién de la muestra de semen.

® Muestra de semen inadecuada.

® Espermatozoides no viables en el momento de
la recuperacién de los ovocitos.

® Programas de ovodonacién simplificando los
pasos, ya que los ovocitos pueden ser puestos
en cuarentena. Las donantes y receptoras no
necesitan sincronizar sus ciclos.

Caso clinico

En el mes de septiembre de 2008 se programé
un procedimiento de ovodonacién. Se realizé es-
timulacién ovdrica controlada a la donante con
FSHrec 250 Ul /dia (Puregon) desde el dia 2 al 7
del ciclo a partir del cual se administré FSHrec
150Ul/dia (Puregon) mids 75 Ul de HMG
(HMG Ferring) y se agregé cetrorelix (Cetrotide,
Serono) 0.25mg/dfa hasta reunir criterios para
descarga de HCG (Ovidrel), (dos foliculos con
18mm de didmetro o m4ds).

Al llegar el momento de la recuperacién de
ovocitos, la receptora no se encontraba en condi-
ciones por pobres caracteristicas endometriales,
por lo que se decide la cancelacién del procedi-
miento y la vitrificacién de los ovocitos. Se vitri-
ficaron 8 ovocitos.

En octubre de 2008 se realiza una nueva prepa-
racién, en esta oportunidad, de 2 receptoras y se
desvitrifican (31de octubre de 08) 8 ovocitos, de
los cuales resultan viables 8 (100%)

Se realizé ICSI en 2 ovocitos para la receptora
Ne 1y en 6 ovocitos para la receptora N° 2; la ta-
sa de fertilizacién fue 2/2 (100%) en la receptora
Nel y 3/6 (50%) en la receptora No 2.

La transferencia embrionaria se realizé a las
48hs post-ICSI (2 de noviembre de 08) en la re-
ceptora N° 1 con 2 embriones de 4 células grado
Iy 2 células grado I (clasificacién Red LARA) ba-
jo control ecografico transabdominal y con la pa-
ciente en posicién ginecoldgica.

En la receptora N° 2 la transferencia se realizé a
las 72 hs con tres embriones de 8 células grado 2b,
8 células grado 2a y 10 células grado 2 (Clasifica-
cién RED LARA) bajo control ecogrifico transab-
dominal y con la paciente en posicién ginecoldgica.

La transferencia embrionaria se realizé con set
de transferencia Ultrasoft de Frydman, CCD.

El endometrio se prepard con valerato de estra-

diol 2mg (Progynova) los primeros 7 dias subien-
do gradualmente hasta llegar a 6-8 mg/dia.

Se logré embarazo en una de las pacientes
(50%), receptora Ne 1.

El embarazo clinico fue confirmado por eco-
graffa a las 4 semanas post-transferencia confir-
mando saco gestacional intrauterino y actividad
cardfaca positiva.

Los procedimientos se realizaron previa firma
del correspondiente formulario de consentimiento
informado.

Vitrificacion

Se vitrificaron 8 ovocitos por la técnica desarro-
llada por CECOLFES LTDA, Bogotd, Colom-
bia," que es una modificacién sobre el método
Cryotop (Kuwayama).

Transcurridos 60 minutos post-aspiracién se
procede a la denudacién de los ovocitos con hia-
luronidasa 40 Ul/ml. Se realiza observacién y cla-
sificacién de ovocitos maduros Metafase II (MII).
Los mismos fueron almacenados en estufa de cul-
tivo por espacio de 2 horas hasta el momento de
la vitrificacién.

El proceso de vitrificacién se inici6 con un la-
vado en solucién con buffer a temperatura am-
biente. Se realizaron cambios progresivos de con-
centracién. Cuando se unen gotas de solucién de
equilibrio, etilenglicol (EG) y Dimetil sulféxido
(DMSO) las soluciones van aumentando progre-
sivamente las concentraciones de los compuestos
anteriores. Todo este proceso lleva aproximada-
mente 10 minutos. El dltimo paso es la inmer-
sién en solucién de vitrificacién compuesta por
15% de EG, 15% de DMSO + 0,5 mmol/L de
sacarosa. El tiempo mdximo de permanencia en
esta solucién es de 30 segundos y otros 30 segun-
dos para montar los ovocitos en cryovie (soporte),
y asi lograr el Minimo Volumen de Congelacién
(MVC). Inmediatamente, en 5 segundos, son co-
locados en nitrégeno liquido para lograr un flujo
térmico de -30.000°C/min.

Desvitrificacion

En el primer paso se colocaron los ovocitos en
una solucién descongelante compuesta por
1mol/L de sacarosa (7hawing Solution TS) duran-
te un minuto a 37 °C, luego fueron sumergidos
en soluciones con concentraciones decrecientes de
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sacarosa, Devitrification Solution (DS), para final-
mente ser colocados en una solucién de lavado,
Washing Solution (WS) y llevados inmediatamen-
te a solucién de Human Tubal Fluid(HTF Life
Global) + 10% de albimina humana (frvine Ltd.),
preequilibrada a 37° C y 5% de Diéxido de car-
bono (CO2), hasta el momento de realizar ICSI.

Comentario final

La diferencia en la cantidad de ovocitos disponi-
bles para la receptora N°1(2) y la receptora
Ne 2 (6) se debié a los antecedentes de la recepto-
ra N° 2 (tercer intento, espermatozoides de origen
biopsia testicular con astenoteratospermia severa).

Si bien la tasa sobrevida de los ovocitos vitrifi-
cados fue del 100%, el descenso en la tasa de fer-
tilizacién en la receptora N© 2 (50%) podria de-
berse al antecedente antes mencionado de un fac-
tor masculino severo.

Desde principios de 2008 SARESA adopta el
uso del método de vitrificacién para criopreserva-
cién de ovocitos y embriones debido a su alta ta-
sa de sobrevida, fertilizacién y desarrollo embrio-
nario, proveyendo una nueva alternativa en el
manejo de la infertilidad.
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