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Introduccion

El ovocito, por sus peculiares caracteristicas,
es mds propenso a sufrir dafos si se lo somete a
las técnicas comunes de criopreservacion lenta,
experimentando endurecimiento de la zona peld-
cida por liberacién del contenido de los granulos
corticales, rotura de la membrana plasmdtica,
desorganizacién extensiva del ovoplasma, y alte-
raciones en el citoesqueleto. La sensibilidad del
huso acromidtico al enfriamiento puede causar
dispersion de los cromosomas y asi generar aneu-
ploidias. Distintas modificaciones a las técnicas
de criopreservacién lenta lograron mejorar los
resultados, sin llegar a la optimizacién deseable
para su uso rutinario."’

El perfeccionamiento en las técnicas de vitri-
ficacién generd expectativas sobre la posibilidad
de lograr un método eficaz de aplicacién practica
en la conservacién de ovocitos.

El concepto de vitrificar, o alcanzar un estado
vitreo o similar al vidrio, fue descripto por pri-
mera vez en 1860 y retomado por Luyet en 1937,
quien aseverd que la cristalizacidon es incompati-
ble con los sistemas vivos y debe ser evitada siem-
pre que sea posible.*

Las técnicas actuales de vitrificacién exponen
al ovocito a una solucién altamente concentrada
de crioprotectores, solidificindose durante el
enfriamiento sin la formacién de cristales de
hielo.” En la prictica, esto se logra por la inmer-
sién directa en nitrégeno liquido del ovocito con-
tenido en un volumen minimo (0.1-0.2ul) de
crioprotector, alcanzdndose asi una velocidad de
enfriamiento de 25000° C/min o mds. Los
medios de vitrificacién usados deshidratan al
ovocito. Sumergirlo bruscamente en nitrégeno
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liquido lo solidifica, y el agua intracelular rema-
nente no forma cristales evitdindose dafio a los
organelas intracelulares y membranas, lo que
incrementa el potencial de sobrevida.®

El presente estudio tiene por finalidad dar a
conocer la obtencién de embarazos viables y pos-
teriores nacimientos en nuestro programa de ovo-
donacién, mediante la utilizacién de ovocitos
vitrificados de donantes fértiles.

Material y métodos

El presente estudio se llevé a cabo utilizando
ovocitos de donantes voluntarias. La aspiracién
folicular se realizé por via transvaginal bajo con-
trol ecogréfico. Luego se procedié a denudar a los
ovocitos obtenidos mediante una exposicién
breve a la enzima hialuronidasa.

Para la vitrificacidén, los ovocitos MII denuda-
dos fueron incubados en una solucién de equili-
brio (SE) conteniendo 7.5% de Etilenglicol (EG)
y 7.5% de Dimetilsulfoxido (DMSO) durante 5-
8 minutos a temperatura ambiente. Luego de la
contraccién inicial y posterior recuperacién, los
ovocitos fueron colocados en una solucién de
vitrificacién (SV) conteniendo 15% de EG, 15%
de DMSO y 0,65 molar (M) de sacarosa durante
60 segundos. Finalmente, se cargaron en un
volumen pequefio de SV (< 0,1 pL), fueron colo-
cados en dispositivos del tipo semi-pajuelas
(hemistraw) y se introdujeron ripidamente en un
recipiente con nitrégeno liquido.

Para la desvitrificacidn, se sumergié el extre-
mo de la semi-pajuela en medio con 1 M sacaro-
sa a 37° C, luego se los pasé sucesivamente por
medio conteniendo concentraciones decrecientes
de sacarosa. Los ovocitos recuperados se coloca-

ron en medio de cultivo a 37° Cy 5% de CO:
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durante 1 a 2 horas y se inseminaron por ICSI los
considerados "morfolégicamente vivos" en
ausencia de las siguientes caracteristicas negati-
vas: ooplasma oscuro o contraido, vacuolizacién,
zona pelucida fracturada, pérdida de citoplasma o
alteracién de cuerpo polar.

Después de la microinyeccién, los ovocitos
permanecieron en cultivo a 37° Cy 5% de CO..
Se observé fertilizacién normal en 2 prontcleos
(2PN) 18 horas post ICSI. Se evalué el clivaje y
se llevd a cabo la transferencia embrionaria bajo
gufa ecogrifica.

Casos Clinicos

Se presentan 3 casos clinicos de ovodonacién
con ovocitos vitrificados de donante. Los resulta-
dos obtenidos se resumen en la Tabla 1.

Al desvitrificar, 38 de los 57 oocitos (tasa total
66.7%) sobrevivieron, 22 fertilizaron normal-
mente (57.9%). Ocho embriones fueron transfe-
ridos a 3 receptoras (edad promedio: 40.7 + 4.7
afios) con un promedio de 2.7 + 1.5 embriones
por paciente. En los 3 casos se obtuvo, a los 14
dias post-transferencia embrionaria, ensayo de

subunidad B- hCG positiva y 5 semanas después

Tabla 1. Descripcion de los casos clinicos.

se detecté actividad cardiaca. En Mayo y en Junio
de 2009 nacen dos ninas de 3250 y 3408 gramos,
respectivamente. El tercer embarazo clinico cursa
las 26 semanas de evolucién.

Caso 1

Paciente de 39 afios de edad que consulté por
esterilidad secundaria de 9 afios de evolucidn,
con antecedentes de enfermedad genética: un
hijo con sindrome de Down [46 XY traslocacién
(tr) (14; 21) desbalanceada]. El cariotipo de la
mujer es 45 XX tr (14; 21q) balanceada, y el
hombre es 46 XY. Optaron por ovodonacién en
agosto de 2008.

Caso 2

Paciente de 37 afios con diagndstico de esteri-
lidad secundaria de 14 afos, con factor femenino
(ooforectomia derecha por endometriosis y nive-
les elevados de FSH) y factor masculino (asteno-
teratospermia severa). Realizé 3 tratamientos de
alta complejidad (ICSI) fallidos. En octubre de
2008 se decidié realizar ovodonacién.

Caso 3

Paciente de 43 afios con diagndstico de esteri-
lidad primaria de 2 afos de evolucién con diag-
néstico de falla ovdrica prematura. Realizé ovo-
donacién en octubre de 2009.

CASO CLINICO 1 2 3

Edad 39 37 46

N? ooc. desvitrificados 12 5 17

N° oocitos viables 10 2 12

Tasa de sobrevida (%) 83.3 40.0 70.6

N2 ooc. Ml inyectados 10 2 12

Tasa de fertilizacion (%) 9/10 (90.0) 1/2 (50.0) 4/12 (33.3)
Fecha de transferencia 01/09/2008 18/10/2008 19/10/2009

N? embr. transferidos 4 1 3

Calidad embrionaria (*) 8AB, 8B, 8B, 8BC 4BC 7BC, 6BC, 8BC
Valor de bhCG (mUI/ml) 129/610/1410 132/816 135/478
Fecha de nacimiento 01/05/2009 25/06/2009 -

Via de parto Cesarea Vaginal -

Semanas de gestacion 37 38 -

Peso al nacer (gramos) 3250 3408 -

Sexo del nacido vivo Femenino Femenino -

Evolucion Nacido vivo sano Nacido vivo sano En curso (26 Sem)
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Comentario final

En la actualidad, algunas mujeres postergan el
momento de tener hijos ya sea por motivos eco-
némicos, sociales o laborales. La vitrificacién
ovocitaria permitirfa detener el reloj bioldgico y
asi conservar la calidad de los mismos.

La vitrificacién de ovocitos de donantes nos
permitirfa hacer un aprovechamiento mds eficaz
de gametas y a su vez evitar el proceso de sincro-
nizacién donante-receptora. A su vez, habiendo
ovocitos de reserva se podria fertilizar un menor
ndmero para evitar los embarazos multiples o la
criopreservacién de embriones supernumerarios.
Por otro lado, se podrian almacenar ovocitos si la
paciente deseara tener descendencia de la misma
donante a futuro.

Dado que en los dltimos afios ha mejorado la
sobrevida de las pacientes jévenes que padecen de
céncer resulta de suma importancia proteger su
potencial fértil previo a comenzar el tratamiento
antineopldsico mediante la vitrificacién de sus
OVOCItOoS.

Dicha técnica también serfa de gran utilidad
en los tratamientos en los que pudieran surgir
imprevistos, como serfa el caso de la imposibili-
dad de obtencién de la muestra seminal el dia del

procedimiento; de este modo evitarfamos la pér-
dida de los ovocitos obtenidos.

Nuestros logros son alentadores; con el
aumento de la casuistica se podria conocer cual es
la verdadera eficiencia de esta metodologia de
relativamente reciente difusién.

Referencias

1. Quintans CJ, Donaldson MJ, Bertolino MV y col. Birth
of two babies using oocytes that were cryopreserved in a
choline-based freezing medium Hum Reprod 2002;17:
3149-3152.

2. Fabbri R, Porcu E, Marsella T y col. Human oocyte
cryopreservation: new perspectives regarding oocyte sur-
vival. Hum Reprod 2001;16:441-446.

3. Kuleshova LL, Shaw JM, Trounson AO. Studies on
replacing most of the penetrating cryoprotectant by
polymers for embryo cryopreservation. Cryobiology
2001;43:21-31.

4. Liebermann J, Nawroth E Isachenko y col. Potential
importance of vitrification in reproductive medicine.
Biol Reprod 2002;67:1671-1680.

5. Vajta G, Kuwayama M. Improving cryopreservation
systems. Theriogenology 2006;65:236-244.

6. Bianchi V, Coticchio G, Fava L y col. Meiotic spindle
imaging in human oocytes frozen with a slow freezing
procedure involving high sucrose concentration. Hum
Reprod 2005;20(4):1078-1083.

Reproduccién - Vol 25 / Ne 2 / Junio 2010

97



