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Resumen

La criopreservación de oocitos es una herramienta 
importante en la reproducción asistida. El objetivo 
del presente estudio fue comparar el posible daño del 
ADN sobre oocitos humanos metafase II provocado 
por congelamiento lento y vitrificación. Se emplea-
ron 80 oocitos en metafase II divididos en 3 grupos: 
20 oocitos no criopreservados; 30 oocitos sometidos a 
congelamiento lento (propilenglicol+sacarosa); y 30 
oocitos vitrificados (Cryotop). Se evaluó sobrevida 
y apoptosis celular, comparando los resultados em-
pleando el test de Chi cuadrado. No se encontraron 
diferencias en la recuperación de los oocitos post-
criopreservación: congelamiento lento 26/30 (87%) 
y vitrificación 29/30 (97%). La sobrevida post-crio-
preservación fue significativamente mayor en los oo-
citos vitrificados que en los congelados (21/29=72% 

vs 12/26=46%). Al evaluar la apoptosis celular con 
técnica de TUNEL, los oocitos congelados presenta-
ron un nivel de fragmentación del ADN significa-
tivamente mayor  que los vitrificados y los no crio-
preservados (4/12=33% vs 0/21=0% vs 0/20=0%). 
Este estudio sugiere que la vitrificación es un méto-
do más eficiente que el congelamiento lento, la tasa 
de recuperación es mayor y, además, genera menor 
daño en el material hereditario. Por ello creemos que 
representa una alternativa muy apropiada para la 
criopreservación de oocitos.

Palabras claves. Vitrificación, congelamiento len-
to, sobrevida, apoptosis.

Impact of cryopreservation on 
oocyte DNA integrity
Summary

Oocyte cryopreservation has become an important 
tool in the field of reproductive medicine. The ob-
jective of this study was to compare the possible 
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DNA damage in metaphase II human oocytes cau-
sed by slow freezing and vitrification. A total of 80 
metaphase II oocytes were collected, and split into 
3 groups: 20 not cryopreserved; 30 cryopreserved 
using the slow freezing technique (propylenglycol 
and sucrose); and 30 oocytes cryopreserved using 
vitrification technique (Cryotop). Oocyte survival 
and cellular apoptosis were evaluated, comparing 
results using the Chi Squared Test. No significant 
differences were found in post-cryopreservation oocyte 
retrieval: slow freezing 26/30 (87%) and vitrification 
29/30 (97%). We observed a significantly higher oo-
cyte survival rate in the vitrification group compared 
to those in the slow freezing group (21/29=72% vs 
12/26=46%). Cellular apoptosis was evaluated using 
the TUNEL technique, and showed that slow freezing 
oocytes had significantly higher DNA fragmentation 
levels than vitrification oocytes and non cryopreserved 
oocytes (4/12=33% vs 0/21=0% vs 0/20=0%). This 
study suggests that vitrification is a more efficient tech-
nique than slow freezing, not only for its higher oocyte 
survival rates, but for its safety in the impact on DNA 
material. This is why we believe it represents an accu-
rate alternative for oocyte cryopreservation.

Key words. Vitrification, slow freezing, survival, 
apoptosis.

Introducción 

La criopreservación de oocitos se ha convertido 
en una herramienta importante en el campo de la 
reproducción asistida. Esta técnica es empleada en 
aquellas pacientes que desean preservar su fertilidad 
por razones sociales, o porque se someterán a un 
tratamiento quimioterápico o a cirugías potencial-
mente riesgosas para el ovario (Schattman, 2015).

Sin embargo, la criopreservación de oocitos 
presenta algunas dificultades que derivan en bajas 
tasas de sobrevida post-criopreservación y bajas 
tasas de fecundación luego de realizar ICSI (Gual-
tieri y col, 2009).

Los primeros intentos de criopreservación de 
oocitos se realizaron empleando técnicas de con-
gelamiento lento, las cuales permiten la formación 
de cristales que dañan la estructura celular (Chen 
y col, 2003). Recientemente se han desarrollado 
diversos métodos de vitrificación, que permiten 
que la solución forme una fase vítrea al entrar en 

contacto con el nitrógeno líquido (-196ºC) evi-
tando la formación de cristales dañinos. A partir 
de ello se ha logrado aumentar la tasa de éxito en 
la criopreservación de oocitos, contándose en mi-
les los niños nacidos en todo el mundo a partir de 
esta técnica (Paramanantham y col, 2015).

Algunos estudios han demostrado que los pro-
cedimientos de criopreservación pueden producir 
efectos adversos en la ultraestructura celular e in-
ducir la apoptosis en el oocito (Men y col, 2003).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el 
posible impacto sobre el ADN de oocitos huma-
nos metafase II provocado por el congelamiento 
lento y por la vitrificación.

Materiales y métodos

Se emplearon oocitos de 30 pacientes que fir-
maron el consentimiento de donación para inves-
tigación de los oocitos no empleados en sus trata-
mientos de fecundación in-vitro.

Obtención de los oocitos

Todas las pacientes fueron estimuladas con 
rFSH sola (Gonal-F, Merck-Serono, Alemania; 
o Puregon, MSD, Holanda) o combinada con 
HMG (Menopur, Ferring, Suecia). Se administró 
una dosis inicial de 150 a 300 IU internacionales 
de gonadotrofinas durante 5 días, ajustándola de 
acuerdo a la respuesta ovárica. Al alcanzar una diá-
metro folicular promedio de 14 mm o niveles de 
estrógenos de 300 pg/ml se administró una dosis 
diaria de antagonista de GnRh para evitar el incre-
mento endógeno de la LH (Cetrorrelix, Cetrotide 
NR, Merck-Serono, Alemania) hasta el momento 
de la descarga folicluar. Se administró una dosis 
simple de 10.000 IU de HCG (Gonacor 5000, Fe-
rring Pharmceuticals, Suiza o Pregnyl, MSD, Ho-
landa) 34-36 hs antes de la aspiración folicular.

Los oocitos recuperados fueron colocados en 
G-IVF plus® (Vitrolife, Suecia). Dos horas después 
de la aspiración folicular los oocitos fueron crio-
preservados. Antes de ello, se removieron las célu-
las del cúmulo oóforo mediante acción enzimática 
(Hyaluronidase, Origio, Dinamarca) y mecánica 
empleando pipetas de vidrio.

Un total de 80 oocitos en etapa de metafase II 
fueron divididos en dos grupos experimentales y 
un grupo control para la evaluación de la supervi-
vencia y la apoptosis.
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•	Grupo control: 20 oocitos no criopreservados.

•	Grupo 1: 30 oocitos sometidos a congela-
miento lento.

•	Grupo 2: 30 oocitos sometidos a vitrificación.

Congelamiento lento
Se utilizó el protocolo descripto por Fabbri 

y col (2001). Los oocitos fueron equilibrados en 
una solución 1,5 M de propilenglicol con 0,3 M 
de sacarosa (15 minutos a temperatura ambien-
te), luego fueron cargados individualmente en 
pajuelas de 0,25 ml y mantenidos en la máqui-
na de congelamiento lento a 22ºC por minuto. 
El congelamiento se logró mediante el descenso 
de la temperatura desde 20ºC hasta -6ºC a -1ºC/
minuto; inducción de la nucleación; luego sos-
teniendo la temperatura a -6ºC por 10 minutos; 
enfriando a -30ºC a -0,3ºC/minuto y luego a 
-33ºC a -0,1/minuto; arrestándose por 2 minutos 
a -33ºC y, por último, vertiendo las pajuelas en 
nitrógeno líquido (LN2) para su mantenimiento. 
El descongelamiento se realizó a temperatura am-
biente durante 10 segundos y luego sumergiendo 
las pajuelas en agua a 37ºC por 30 segundos. El 
crioprotector fue removido en 3 pasos, utilizando 
soluciones de propilenglicol en concentraciones 
decrecientes (1, 0,5 y 0 M) suplementado con 0,3 
M de sacarosa (5 minutos por cada paso).

Vitrificación de los oocitos
La vitrificación se realizó siguiendo el proto-

colo de Kuwayama y col (2005). Los oocitos fue-
ron expuestos a las soluciones de vitrificación en 
dos etapas. En el primer paso, los oocitos fueron 
expuestos a la solución de equilibrio (Kitazato, Ja-
pón) durante 10-15 minutos. Entonces, los ooci-
tos fueron expuestos a la solución de vitrificación 
(Kitazato, Japón), luego de lo cual los oocitos fue-
ron cargados en forma individual en los soportes 
Cryotop (Kitazato, Japón) dentro de los 60 segun-
dos. Para la desvitrificación los Cryotop con los 
embriones fueron expuestos a tres soluciones con 
concentración decreciente de crioprotector (Kita-
zato, Japón).

Evaluación de la supervivencia
Una vez recuperados luego del proceso de 

criopreservación, los oocitos fueron transferidos a 
medio de cultivo G-IVF plus® (Vitrolife, Suecia) 

y después de 2 horas de incubación, se evaluó la 
tasa de supervivencia utilizando un microscopio 
invertido. Aquellos oocitos con forma esférica, 
membranas intactas, zona pelúcida intacta y cito-
plasma uniforme y claro fueron considerados sa-
nos y vitales.

Evaluación de la apoptosis celular
Para la detección de la muerte celular progra-

mada, se implementó el ensayo de TUNEL (Bri-
son and Schultz, 1997), utilizando el Cell Death 
Detection Kit (Roche, Alemania), el cual permite 
identificar mediante la marcación fluorescente la 
presencia de cortes en el ADN doble cadena.

Se realizó la digestión de la zona pelúcida em-
pleando una solución de ácido Tyrodes (Irvine 
Scientific, EE.UU.) y fijados en microgotas de 5 
µl de formaldehído al 37% (Sigma, EE.UU.) cada 
100 µl de G-MOPS® (Vitrolife). Los oocitos fue-
ron luego depositados en portaobjetos con pocillos 
(EMS, EE.UU.) previamente lavados con poli-L-
lysina 0,1% (Sigma). Después de varios lavados en 
PBS (Gibco, Grand Island, New York, EE.UU.), 
fueron tratados con metanol durante 1,5 minutos, 
lavados nuevamente con PBS y expuestos a una 
solución de bloqueo en un ambiente húmedo a 
4°C durante 45-60 minutos.

Figura 1. Marcación fluorescente de oocitos empleando la 
técnica de TUNEL para detectar la fragmentación de ADN.

A: Control positivo sin filtro UV. A1: Control positivo con filtro UV. B: Control negativo 
sin filtro UV. B1: Control negativo con filtro UV.
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Luego, los oocitos fueron incubados en la solu-
ción de TUNEL (Roche, Alemania) en un ambiente 
húmedo a 37°C durante una hora según las ins-
trucciones del fabricante. Los oocitos control nega-
tivo fueron incubados sólo en solución fluorescente 
sin enzima para asegurar la ausencia de etiquetado. 
Para el control positivo, un número de oocitos fue 
incubado con DNAsas durante una hora y luego 
fueron tratados con solución de TUNEL. A cada 
pocillo se le añadieron 5 µl del agente de montaje 
Vecta-shield (VectorLab) y se examinaron los por-
taobjetos bajo aceite de inmersión usando un mi-
croscopio de fluorescencia (Mikoba).

Aquellos oocitos con marcación fluorescente 
brillante en el núcleo fueron considerados con 
ADN fragmentado (Figura 1).

Análisis estadístico
Las diferencias en las tasas de viabilidad y la 

apoptosis de los oocitos en los grupos experimen-
tales y control fueron analizados empleando el test 
de Chi2. El valor de p < 0,05 fue considerado sig-
nificativo.

Resultados

No se encontraron diferencias en la recupe-
ración de oocitos post-criopreservación: congela-
miento lento 26/30 (87%) y vitrificación 29/30 
(97%) (Figura 2).

Al evaluar la apoptosis celular se observó que 
aquellos oocitos sometidos al congelamiento lento 
presentaron un nivel de fragmentación del ADN 
significativamente mayor (4/12 = 33%) que los 
vitrificados (0/21 = 0%) y los no criopreservados 
(0/20 = 0%) (Figura 4).

Figura 2. Tasa de recuperación de oocitos luego del con-
gelamiento lento y la vitrificación.

Figura 3. Tasa de sobrevida de los oocitos luego del con-
gelamiento lento y la vitrificación.

Figura 4. Tasa de apoptosis celular de los oocitos luego del 
congelamiento lento y de vitrificación comparado con los 
oocitos no criopreservados (control).

Se observó una sobrevida post-criopreserva-
ción significativamente mayor en el grupo de oo-
citos vitrificados (21/29 = 72%) que en el grupo 
de oocitos congelados (12/26 = 46%) (Figura 3).

Discusión

Diversos autores han demostrado que la vitri-
ficación no sólo es más simple, sino que es más 
eficaz que el congelamiento lento para la crio-
preservación de oocitos (Levi Setti y col, 2014; 
Vajta and Nagy, 2006), alcanzando mayores ta-
sas de sobrevida. Nuestros resultados coinciden 
con estos reportes ya que en la comparación de la 
sobrevida luego del uso de ambas técnicas se en-
contró una tasa de sobrevida significativamente 
mayor luego de la vitrificación (72% vs 46%). El 
hecho que la vitrificación evite la formación de 
cristales de hielo aporta ventajas físicas que redu-
cen el daño producido sobre los oocitos (Vajta 
and Kuwayama, 2006).
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El proceso de congelamiento lento puede cau-
sar daños irreversibles en el oocito, como endure-
cimiento de la zona pelúcida, la liberación antici-
pada de los gránulos corticales, despolimerización 
de los microtúbulos y desalineamiento de los cro-
mosomas (Khalili y col, 2012), lo cual puede ser 
evitado empleando la vitrificación.

Nuestro trabajo muestra diferencias en la in-
tegridad del ADN tras la criopreservación por 
vitrificación comparada con el congelamiento 
lento. Esto coincide con los hallazgos de Men y 
col, quienes mostraron que los oocitos bovinos 
sometidos a congelamiento lento presentaban un 
aumento en la degeneración celular y fragmenta-
ción de ADN vía apoptosis (Men y col, 2003). 
Esto podría estar relacionado con los diversos 
efectos que el congelamiento lento provoca sobre 
las funciones celulares y moleculares (Gook y Ed-
gar, 2007).

Gualtieri y col obtuvieron resultados similares 
en oocitos humanos empleando la técnica de TU-
NEL (Gualtieri y col, 2009).

En conclusión, hemos demostrado que la so-
brevida luego de la criopreservación fue mayor en 
los oocitos vitrificados que en los sometidos a con-
gelamiento lento. La proporción de oocitos con 
ADN fragmentado fue mayor en aquellos preser-
vados mediante congelamiento lento, mientras 
que los oocitos vitrificados y los no criopreserva-
dos no presentaron fragmentación del ADN.

Este estudio sugiere que la vitrificación es un 
método más eficiente que el congelamiento lento, 
ya que no sólo la tasa de recuperación es mayor, 
sino que además es más eficiente ya que produce 
menor daño en el material hereditario. Por ello 
creemos que presenta una alternativa muy apro-
piada para la criopreservación de oocitos.
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