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Caso clinico

Embarazos exitosos tras vitrificacion de ovocitos y embriones
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RESUMEN

La criopreservacion de ovocitos humanos es una solucion al conflicto ético que representa el almacenamiento de embriones congelados
para pacientes en riesgo de sufrir sindrome de hiperestimulacién ovarica; también es una técnica viable para preservar la fertilidad de
mujeres con cancer que deban recibir tratamiento radio o quimioterapéutico, que sufran de insuficiencia y envejecimiento ovarico prematuro,
cuyas condiciones médicas y sociales hagan necesario postergar la maternidad o aquellas que sean pobres respondedoras, asi como
para facilitar programas de donacién de évulos. Se comunican dos casos de vitrificacién de 6vulos y embriones realizada en el Centro de
Fertilidad y Reproduccion Humana PRONACER, Hospital Aranda de la Parra, Leén, Guanajuato, México, y sus resultados. La vitrificacion
con el método de Cryotop es una excelente alternativa, eficiente, rapida y econdmica para la criopreservacion ovular y embrionaria, ya
que se vincula con altas tasas de fertilizacién, clivaje embrionario y evoluciéon normal de los embarazos.
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ABSTRACT

Cryopreservation of human oocytes represents a solution for ethic conflict about frozen embryo storage for patients with risk to develop
ovarian hyperstimulation syndrome; also is an available technique to preserve fertility in women with cancer under treatment, in poor res-
ponse patients, in case of premature ovarian failure or aging and for other medical or social conditions that require to delay pregnancies,
as well as to make easier oocyte donation programs. This paper reports two cases of successful pregnancies after embryo and oocyte
vitrification, as well as their results. The technique of vitrification with the cryotop method is an excellent alternative, efficient, fast and cheap
for oocyte and embryo cryopreservation with high ranges of fertilization, cleavage and pregnancies with a normal evolution.
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RESUME

La cryoconservation d’ovocytes humains est une solution au conflit éthique que représente le stockage d’embryons congelés pour des
patientes en risque de souffrir syndrome d’hyperstimulation ovarienne ; elle est aussi une technique viable pour préserver la fertilité de
femmes qui doivent recevoir traitement radio ou chimiothérapeutique, qui souffrent d’insuffisance et vieillissement ovarien prématuré,
dont les conditions médicales et sociales rendent nécessaire retarder la maternité ou celles qui soient de faibles répondeuses, ainsi que
pour faciliter des programmes de donation d’ovules. On communique deux cas de vitrification d’ovules et embryons réalisée au Centre de
Fertilité et Reproduction Humaine PRONACER, Hbépital Aranda de la Parra, Ledn, Guanajuato, Mexique, et ses résultats. La vitrification
avec la méthode Cryotop est une excellente alternative, efficace, rapide et économique pour la cryoconservation ovulaire et embryonnaire,
car elle est liée avec de hauts taux de fertilisation, clivage embryonnaire et évolution normale des grossesses.

Mots-clés : vitrification, cryoconservation, ovules, embryons.

RESUMO

A criopreservagao de ovdcitos humanos é uma solugéo de conflito ético que representa o armazenamento de embrides congelados para
pacientes em risco de sofrer sindrome de hiperestimulagdo ovariana; também é uma técnica viavel para preservar a fertilidade de mulhe-
res com cancer que devem receber tratamento radioterapico ou quimioterapico, que sofrem de insuficiéncia e envelheciemtno ovariano
prematuro, cujas condicdes médicas e sociaveis seja necessario postergar a maternidade ou aquelas que sejam pobres respondedoras,
assim como para facilitar programas de doagao de évulos. Se estabelecem dois casos de vitrificacdo de évulos e embrides realizada no
Centro de Fertilidade e Reprodugdo Humana PRONACER, Hospital Aranda da Parra, Ledn, Guanajuato, México, e seus resultados. A
vitrificagdo, clivagem embrionaria e a evolugdo normal das gestacdes.

Palavras-chave: vitrificagéo, criopreservagao, ovulos, embrides.
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acriopreservacion de ovocitos humanos es una

solucion al conflicto ético que representa el al-

macenamiento de embriones congelados para
pacientes en riesgo de padecer sindrome de hiperes-
timulacion ovarica;! es también una técnica viable
para preservar la fertilidad de mujeres con cancer que
deban recibir tratamiento radio o quimioterapéutico,
para las que sufren de insuficiencia y envejecimiento
ovarico prematuro o cuyas condiciones médicas y
sociales hagan necesario postergar la maternidad, o
incluso para las pobres respondedoras, asi como para
fomentar programas de donacién de 6vulos.?

El ovocito, por sus caracteristicas estructurales y
fisioldgicas, tiende a dafiarse cuando se intenta crio-
preservarlo; experimenta cambios principalmente en
la zona peltcida, tales como liberacién prematura del
contenido de los granulos corticales, fracturas, rotura
de lamembrana plasmética, desorganizacion extensiva
del ooplasma, endurecimiento y dafio en el citoesque-
leto, ya que el eje meiédtico es extremadamente sensible
al enfriamiento y se reduce hasta desaparecer, esto
origina la dispersion de los cromosomas.2?

La vitrificacidon es un método de criopreservacion
en el que se enfrian las soluciones a altas velocidades
para solidificarlas sin que se formen cristales de hielo;
esto minimiza los inconvenientes de la congelacion,
puesto que los procesos de deshidratacion y penetra-
cion del crioprotector ocurren antes. El enfriamiento
se realiza en un solo paso a una velocidad aproximada
de -23,000 °C/min;* el calentamiento es mas rapido
(12,000 °C/min). La técnica de Cryotop® reduce el cho-
que osmdtico, la toxicidad del crioprotector y los dafios
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causados por el enfriamiento, al tiempo que aumenta
el rango de supervivencia y la tasa de embarazo.>’

A partir de la implantacién del protocolo de vitri-
ficacion ovocitaria como procedimiento de rutina en
algunos centros, se ha reportado un incremento en los
embarazos exitosos.®° Se han publicado articulos so-
bre la vitrificacion de ovocitos de otros mamiferos.*?

El objetivo de este estudio es indagar si la vitrifica-
cion es una mejor alternativa al método de congelacion
lenta utilizado tradicionalmente y analizar la vi-
trificacion de embriones y ovocitos con resultados
positivos.

CASOS CLINICOS

Se comunica el caso de una paciente de 23 afios de
edad a la que se le realizé estimulacién ovarica contro-
lada con hormona foliculo estimulante recombinante
indicada para inseminacion artificial, en la ciudad de
Morelia. El ginecoobstetra la refirié a este centro para
que se le ofreciera una alternativa de atencién, ya que
mostraba hiperestimulacion ovérica con 20 foliculos
mayores a 18 mm. La paciente dio su consentimiento
informado a la fertilizacién in vitro y a la donacién
altruista de ovocitos. Se le administré una dosis de
10,000 Ul de gonadotropina coriénica humana 36
horas antes de la aspiracién de ovocitos guiada con
ultrasonido.

Se recolectaron 20 ovocitos, que al ser denudados
con hialuronidasa dieron 13 en metafase Il. De éstos,
cinco se destinaron a la paciente portadora para fer-
tilizacién in vitro convencional; cinco a la receptora
1, que en ese momento se fecundaron por medio de
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI) y los embriones resultantes se vitrificaron 24
horas después o en un estadio de cuatro células, y los
tres ovocitos restantes se destinaron a la receptora
2, que se sometieron a la técnica de vitrificacion con
volumen minimo de crioprotector (MVC) (Cryotop,
Kitazato, Co.), para ser desvitrificados, inyectados y
transferidos a las 24 horas de la fecundacion.

Receptora 1

La paciente designada como receptora 1 tenia 40 afios
de edad y sufria infertilidad por factor masculino. Su
preparacion endometrial se hizo con valerianato de
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estradiol a dosis de 2 mg durante los dias primero a
octavo del ciclo, se incrementd a 4 mg del noveno al
undécimo dia y aument6 a 6 mg a partir del duodé-
cimo; dos dias antes de la transferencia embrionaria
se le administré progesterona por via vaginal a dosis
de 200 mg. Después de la obtencidn de los ovocitos se
realizaron los procesos de vitrificacion, fecundaciony
clivaje embrionario, ademas de la desvitrificacion el
dia de la transferencia.

Receptora 2

La receptora 2 era una mujer de 48 afios de edad con
problemas de infertilidad y en la menopausia, que
recibié la misma preparacion endometrial. Se hizo
la vitrificacion de ovocitos el dia de la obtencion, y
la desvitrificacion e inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides de su esposo 48 horas antes de la
transferencia embrionaria.

Vitrificacion de embriones y ovocitos

La vitrificacion se realiz6 con la técnica de Cryotop
(Kuwayama, Kato, et al.) cuando los embriones esta-
ban en un estadio de cuatro células, 0 24 horas después
de la fecundacion, y cuando habian transcurrido seis
horas como maximo de que se colectaron los ovocitos.
Se introdujeron en unasolucion estabilizadora (15% de
etilenglicol mas dimetilsulfoxido) durante 10 minutos
y luego se expusieron a la solucion de vitrificacion
(Kitazato, Co.) consistente en 15% de etilenglicol, 15%
de dimetilsulféxido y 0.5 mmol/L de sucrosa; entonces
se cargaron en un volumen minimo de cultivo y se
sumergieron de inmediato en nitrégeno liquido.

Desvitrificacion, microinyeccion

Los ovocitos se desvitrificaron mediante un rapido
calentamiento (12,000 °C/min), se colocaron un mi-
nuto en Thawing Solution (TS, Kitazato, Co.) con 1
uL de sucrosa a 37 °C, posteriormente se equilibraron
en Dyluent Solution (DS, Kitazato, Co.) con 0.5 uL de
sucrosa durante tres minutos a temperatura ambiente
y se lavaron dos veces consecutivas con Washing So-
lution (WS, Kitazato, Co.). Después, se pusieron en un
medio de cultivo (G-fert, Vitrolife) y se estabilizaron
en ambiente de incubadoraal 5% de CO,y 37°C dos a
cuatro horas antes de lainyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides.

Valoracion de la fecundacion, cultivo

Después de la microinyeccidn, los ovocitos se dejaron
en un medio de cultivo (G1, Vitrolife) en la incubadora
y se valoraron luego de 15 a 18 horas para identificar
la fecundacidn. A las 48 horas de la desvitrificacion
se transfirieron y se microinyectaron en un estadio
de cuatro células.

Desvitrificacion, transferencia

Los embriones obtenidos de la paciente donante, microin-
yectados con semen homaologo a lareceptoray vitrificados
siguiendo el procedimiento descrito, se desvitrificaron
mediante el protocolo de calentamiento rapido cuatro
horas antes de la transferencia intrauterina.

Transferencia embrionaria intrauterina

La transferencia embrionaria intrauterina se hizo en
el laboratorio de reproduccién. A continuacion se
describe el proceso: se coloca a la paciente en posicion
ginecoldgica y se le introduce un espejo vaginal para
visualizar el cuello uterino; éste se limpia con solucion
fisiologica y una gasa estéril, y después se aspira el
moco endocervical con un catéter intrauterino (usado
en inseminaciones del set de Frydman, CCD PARIS).
Con el auxilio de ultrasonograma abdominal (ultra-
sonido Aloka con transductor de 3.5 MHz) se observa
el Utero, especificamente el endometrio, y se mete un
catéter de transferencia (set de Frydman) en la cavi-
dad uterina. Antes de tocar el fondo, se retira la guia
alambrica del catéter y a través de él se introducen los
embriones contenidos en una jeringa hipodérmica de
1 mL adherida a otro catéter. Los embriones estan en
medio de cultivo (embryoglue, Vitrolife, en una can-
tidad de 5 uL) con una burbuja de aire 4 mm antes de
la punta del catéter, y se colocan 1 cm antes del fondo
uterino. Se retira el catéter y se examina bajo micros-
copio estereoscopico para asegurarse de que todos los
embriones quedaron en la cavidad uterina. Se deja a
la paciente en posicion de Trendelenburg durante una
hora después de realizar la transferencia.

RESULTADOS
Donadora

Para esta paciente se usaron cinco 6vulos en me-
tafase Il, de los cuales se fecundaron cuatro y tres
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mostraron divisiones de grado uno; estos ultimos
se transfirieron en estadio de cuatro células. Se
le dio soporte endometrial con progesterona por
via vaginal a dosis de 200 mg cada ocho horas. La
prueba de embarazo fue positiva y se corroboro la
existencia de un saco gestacional in utero. A las 36
semanas de gestacion se le diagnostico preeclampsia
severa. El dia 3 de junio de 2006 a las 17:20 horas
dio a luz un varén que pes6 2,800 gramos y tuvo
una calificacion Apgar de 8-9.

Receptora 1

Se utilizaron cinco embriones grado 1 vitrificados en
estadio de cuatro células y se desvitrificaron cuatro
horas antes de la transferencia; todos se recuperaron
por completo después del calentamiento. A la paciente
se le administré progesterona por via vaginal a dosis
de 200 mg cada ocho horas y 8 mg de valerianato de
estradiol oral al dia. EI 9 de agosto de 2006 naci6 por
cesarea un recién nacido de 3,030 gramos de peso y
calificacion Apgar de 9-9.

Receptora 2

Para esta paciente se vitrificaron y calentaron tres ovo-
citos en metafase Il, que tuvieron una supervivencia
del 100% tres dias antes de la transferencia. Se sometie-
ron a inyeccion intracitoplasmatica tres horas después
de haber sido desvitrificados; los tres se fecundaron y
dividieron. Al tercer dia se transfirieron en estadio de
cuatro células, grado 1. Se le proporcioné a la paciente
soporte con progesterona vaginal a dosis de 200 mg
cada ocho horas y 8 mg de valerianato de estradiol
por via oral al dia. Se logré un embarazo gemelar de
desarrollo normal. Mediante cesarea se obtuvieron
dos nifias vivas y sanas; una de ellas de 2,000 gramos
de peso y una calificacién Apgar de 8-9; la otra peso
2,150 gramos y tuvo valores Apgar de 8-9. Esta Gltima
permaneci6 dos dias en incubadora, de la que fue dada
de alta sin complicaciones.

DISCUSION

Hoy en dia, la vitrificacién representa una excelen-
te alternativa para pacientes jévenes que quieren
postergar la maternidad, que no cuentan con pareja
y no quieren ver reducidas las posibilidades de

embarazo o incrementado el riesgo de sufrir alguna
cromosomopatia a causa del envejecimiento; también
para pacientes que tienen probabilidades de pade-
cer sindrome de hiperestimulacion ovérica o para
aquellas que van a recibir tratamientos oncolégicos,
ya sea de radio o quimioterapia. De acuerdo con el
reporte de casos de los autores, este procedimiento
genera una excelente tasa de recuperacion ovocita-
ria y de embriones posvitrificados, lo que coincide
con la informacion contenida en otros estudios, que
muestran que la vitrificacion en estadio ovular, pro-
nuclear o embrionario, es superior a la tradicional
congelacion lenta.

La vitrificacién produce un endurecimiento de
la zona peldcida, motivo por el cual los 6vulos vi-
trificados deben ser microinyectados (ICSI).* En la
criopreservacion de ovocitos y embriones humanos
mediante la vitrificacion rapida se usa una escasa
cantidad de solucion, con lo que se evita la formacion
de cristales de hielo. En este estudio se decidio utilizar
Cryotops, técnica que ha arrojado buenos resultados
en otras investigaciones.>°

La solucidn de vitrificacion contiene etilenglicol,
que es el elemento que induce mejoria en las tasas
de recuperacién ovocitaria, en comparacion con el
método tradicional, en el que se usaba el propane-
diol (PROH), como puede determinarse en reportes
previos que revelan las diferencias estadisticamente
significativas de estos dos crioprotectores.*8

Takahashi y colaboradores han encontrado tasas
de embarazo similares después de la transferencia
embrionaria en estadio de blastocisto, tanto en fresco
como congelado. De acuerdo con sus hallazgos, la
tasa de implantacion es de 29% y la de embarazo de
44.1%, lo que es semejante a las cifras de transferencia
de blastocistos en fresco: 23.4 y 44.4%, respectiva-
mente.

CONCLUSIONES

La vitrificacion es una herramienta muy til que ha
contribuido a los grandes adelantos del pasado siglo
en materia de reproduccion asistida. Gracias al per-
feccionamiento de la técnica, hoy en dia mas parejas
tienen la posibilidad de aumentar sus expectativas
de embarazo.
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