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Vitrificacion en cryotop:

un método altamente eficaz
para la criopreservacion de ovocitos humanos

Vitrification in cryotop is a higher efficient technique
for the criopreservation of human oocytes

Garcfa-Amador MI,! Chdvez-Badiola A,' Medina-Flores J,! Montoya-Sarmiento JE,*> Quiroz-Torres E,! Martinez-

Armas R,' Ruvalcaba-Castelléon LA.!

> RESUMEN

Objetivo: Dar a conocer la evolucion de 1319 ovocitos
humanos vitrificados en un centro de reproduccién asis-
tida en Guadalajara, México.

Material y métodos: Se vitrificaron los ovocitos exce-
dentes de 79 pacientes en 88 ciclos de fecundacidn in
vitroy 123 ciclos de donantes de julio del 2004 a diciem-
bre del 2008. Se realizé una estimulacién oviarica con
FSHr o menotropinas, de acuerdo con la conveniencia
clinica y la GnRh antagonista. Se aspiraron los ovocitos
36 h después de la administracion de 10,000 Ul de hCG.
Los ovocitos maduros se colocaron en un plato de culti-
vo con una gota de 30 pl de solucién de lavado y dos de
solucién de equilibrio (etilenglicol al 7.5% y dimetilsul-
toxido [DMSQO] al 7.5%) y se crearon puentes entre ellas
cada dos a tres minutos. Luego se depositaron en la solu-
ci6n de vitrificacion (etilenglicol al 15%, DMSO al 15%
y sucrosa, 0.5 M). De ésta, se aspiraron y depositaron en
la superficie del cryotop y éste se sumergid directamente
en un recipiente con nitréogeno liquido para la co-
locacién de su cubierta protectora. Se efectud la
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> ABSTRACT

Objective: Describe the evolution of 1319 human oocytes
vitrificated in cryotop of an assisted reproduction centre in Gua-
dalajara, México.

Material and methods: In instance was vitrificated the oocytes
excessive of the cycle in fresh of 79 patients summated in vitro
fertilization cycle and 123 donation cycles of July 2004 to De-
cember 2008. The oocytes were separated of the cumulus and
submerged in a balanced solution (ethylene glycol 7.5% y di-
methyl sulphoxide —DMSO 7.5%) 10 minutes, afterwards
were deposited in a composed vitrification solution of (ethylene
glycol 15%, DMSO 15% and sucrose 0.5M) in which case
were aspirated to be deposit in the cryotop and then submerged
directly in a depository with liquid nitrogen, so it can be cove-
red protected. Afterwards, they were thawed by a thaw solution
and washed in two fazes (WS-1 y WS-2) (Kit-Kitazato-
Japan). The survivor oocytes were microinjected (ICSI). The
embryos were transferred in day 2 under ecographic guide.
Results: Were thawed 1319 oocytes with 90.2% survival (Ta-
ble 1). We transfer embryos in day two of development to 199
patients in 257 cycles (Table 2). We succeed 73 pregnancies
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descongelacién 48 h antes de la transferencia embriona-
ria con solucién descongelante y lavado (WS-1y WS-2)
(Kit-Kitazato-Japon). Los ovocitos sobrevivientes se mi-
croinyectaron (ICSI). Los embriones se transfirieron el
segundo dia de desarrollo bajo guia ecografica.
Resultados: Se han descongelado 1319 ovocitos con
una supervivencia del 90.2%. Se transfirieron embriones
en el segundo dia de desarrollo en 199 pacientes en 257
ciclos. Se han conseguido 73 embarazos (36.6%) y han
nacido 65 neonatos saludables.

Conclusion: La vitrificacién en cryofop es una técnica
altamente eficaz para la criopreservacién de ovocitos hu-
manos.

Palabras claves: vitrificacion, ovocitos, congelacion,
Guadalajara, México.

> INTRODUCCION

En 1986 se informé el primer embarazo a partir de un
ovocito criopreservado mediante congelacion lenta y
con dimetilsulféxido (DMSO) como crioprotector. Sin
embargo, con el tiempo, la técnica de congelacidn lenta
convencional ofrecié bajas tasas de supervivencia ovoci-
taria y embarazo,? lo cual dio origen a la realizacién de
multiples ensayos y a la modificacion del tipo de criopro-
tector utilizado, el volumen o sus concentraciones;*'° el
objetivo era alcanzar resultados verdaderamente alenta-
dores.

La idea de vitrificar, o alcanzar un estado similar al
vidrio, se describid por primera vez en 1860 y la retomd
Luyet en 1937. Cincuenta afios mas tarde (1985), Rall
y Fahy'! describieron como una alternativa potencial la
congelacién lenta, que consiste en solidificar una solu-
cién por enfriamiento ripido, hasta formar un estado
vidrioso por elevacién extrema de su viscosidad. Troun-
son'? fue el primero en sumergir un ovocito directamente
en nitrégeno liquido y notificé una supervivencia acep-
table y fecundacion, pero bajas tasas de clivaje para la
vitrificacion.

Los procedimientos actuales de vitrificacién impli-
can la exposicién de la célula a un volumen reducido
de crioprotectores a elevadas concentraciones, segui-
do de congelacién rapida en nitrégeno liquido. La alta
osmolaridad de la solucién de vitrificacién ripidamen-
te deshidrata a la célula. Al sumergirla de forma suabita
en nitrogeno liquido se solidifica, de tal manera que el
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(36.6%). The proportion of pregnancies per cycle is 28.4%. At
the moment 65 babies have been born.

Conclusion: Vitrification is a higher efficient technique for the
criopreservation of human oocytes.

Key words: vitrification, cryopreservation, freezing, cryotop,
Guadalajara, Mexico.

agua intracelular no tiene tiempo para formar cristales y
lesionar a los organelos intracelulares;!® esto incrementa
su supervivencia.

Varios autores han referido otros dafios atribuibles
a la célula, consecutivos a las bajas temperaturas; uno de
los mdsimportantes es la alteracién de la segregacion de los
cromosomas durante la meiosis I1.'*1¢ A ese respecto, la
evidencia es aun insuficiente y un tanto controversial, ya
que de igual manera otros sugieren que el huso meiotico
puede sobrevivir a procesos de congelacion-desconge-
lacién sin consecuencias, o al menos sin incremento del
numero de aneuploidias en los embriones resultantes.!”->

Un programa efectivo de criopreservacion de ovoci-
tos resulta de gran utilidad para mujeres que, por razones
médicas o personales, necesiten diferir la posibilidad de
embarazarse, ya sea por amenaza de pérdida de la funcién
ovirica, afeccidén oncologica que exige quimiotera-
pia o radioterapia o restricciones éticas y religiosas que
limiten la criopreservacion de embriones. Entre sus be-
neficios pueden mencionarse la posibilidad de preservar
los ovocitos excedentes de ciclos de hiperestimulacién en
técnicas de reproduccion asistida y facilitar a los centros
de reproduccién la posibilidad de crear un banco de 6vu-
los eficiente.

A pesar de los beneficios reconocidos de la técnica
de vitrificacién, los datos informados atin son insufi-
cientes.?! Este estudio tiene por objetivo dar a conocer la
evolucion de mds de 1000 ovocitos humanos vitrificados
en cryotop en un centro de reproduccidn asistida.
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> MATERIAL Y METODOS

Este es un estudio descriptivo y observacional realizado
en el Instituto Mexicano de Infertilidad de Guadalajara
entre julio de 2004 y diciembre de 2008. Se vitrificaron
los ovocitos propios excedentes de 79 pacientes en 88
ciclos de hiperestimulacién ovdrica para fecundacién in
vitroy 169 ciclos de donantes.

Hiperestimulacién ovarica. La estimulacién del ova-

rio se realiz6 con hormonas recombinantes (FSHr) o
menotropinas, de forma inicial en los dias segundo
o tercero del ciclo menstrual, de acuerdo con cada
caso. Se aplico el antagonista del GnRh (GnRH)a
cuando al menos dos foliculos alcanzaron 14 mm
de didmetro. Se administraron hCG (10,000 UI)
cuando dos o mas foliculos alcanzaron los 18 mm
de didmetro. Los ovocitos se aspiraron 36 h des-
pués y se colocaron en medio de cultivo Upgraded
B2 INRA (CCD) previamente gasificado (durante
18 h en promedio a 37°C y 5% de CO,). En éste
permanecieron un promedio de dos horas y luego
se separaron del cimulo. Se identificaron los ovoci-
tos en metafase II por la extrusion del primer cuerpo
polar y se vitrificaron.

Técnica de vitrificacion. Una vez separados del cimu-

lo, los ovocitos en metafase II se depositaron en la
primera gota de un plato de cultivo con tres gotas de
solucién de 30 pl cada una. La primera era de solu-
cién de lavado vy las otras de solucién de equilibrio
(etilenglicol al 7.5% y dimetilsulféxido al 7.5%),
hasta crear puentes entre ellas con la pipeta Pasteur,
en dos ocasiones cada tres minutos hasta completar
un promedio de 10 minutos. A continuacién se de-
positaron en la solucion de vitrificacién (etilenglicol
al 15%, dimetilsulféxido al 15% y sucrosa, 0.5
M). En ésta se aspiraron, se devolvieron tres o cua-
tro veces y depositaron sobre la superficie del cryofop
(Kitazato Supply Co, Fujinomiya, Japan).

El cryotop consiste en una lamina muy delgada de
polipropileno de 0.4 mm de ancho por 20 mm de
largo x 0.1 mm de espesor y una cubierta protectora,
también plistica de 3 cm de longitud (Imagen 1). El
cryotop se sumergid de manera siibita y directa en un
recipiente con nitrogeno liquido para la colocacion
de su cubierta protectora (Imagen 2). Los dos ulti-
mos pasos deben realizarse en el lapso de un minuto.

Descongelacion. Para esta fase se observaron los si-

1.

2.

guientes pasos:
Los ovocitos se depositaron en solucién desconge-
lante por un minuto.
Luego se aplico una soluciodn diluyente por tres mi-
nutos.
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Imagen 1.
Cryotop.

Imagen 2.
Cryotop sumergido directamente en nitrégeno liquido.

3.

4.

De ésta se trasladaron a la primera solucién de lava-
do (5 min) y luego a la segunda (5 min).
Los ovocitos sobrevivientes se dejaron en medio
de cultivo por dos a cuatro horas y posteriormente
se microinyectaron mediante la técnica convencio-
nal de ICSL
Las soluciones utilizadas son de Kitazato Supply
Co., Japon.

Transferencia embrionaria, En todas las pacien-

tes los embriones se transfirieron el segundo dia
del desarrollo, bajo guia ecogrifica con equipo de
ultrasonido marca Aloka SSD500. Para la prepara-
cién endometrial se us6 agonista del GnRH en las
mujeres con funcidén ovdrica y estradiol en dosis
progresivas, al principio con 2 mg los primeros ocho
dias del ciclo de preparacidn, 2 mg cada 12 h los dias
noveno, décimo y undécimo y 2 mg cada ocho ho-
ras a partir del dia duodécimo. Para el soporte liteo
se 1nicid progesterona en perlas de 200 mg el dia de
la descongelacion de los ovocitos en horas de la tarde
y se mantuvo cada 12 h hasta el dia de la transferencia
de los embriones. En este tltimo dia se increment6
la dosis a 200 mg oral cada ocho horas, y se agregd
progesterona en ampolletas de 50 mg, una dosis dia-
ria por via intramuscular. En promedio, estrogeno y
progesterona se mantuvieron hasta la semana octava
de gestacion.
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Tabla 1.
Evolucion de los ovocitos vitrificados de acuerdo con su origen.

Ovocitos Desvitrificados Sobreviven Se fecundan Se dividen
n (%) n (%) n (%)

Propios 460 (35) 411 (89.3) 358 (87.1) 324 (90.5)
Donados 859 (65) 779 (90.6) 711(91.2) 648 (91.1)
Total 1319 (100) 1190 (90.2) 1069 (89.8) 972 (90.9)

Instituto Mexicano de Infertilidad (IMI), 2004-2008.

Tabla 2.

Generalidades y proporcion de embarazos en pacientes con transferencia de embriones a partir de ovocitos vitrificados.
Origen de los Propios Donados Global
ovocitos n (%) n (%) n (%)
Numero de ciclos 88 (34.2) 169 (65.8) 257
Numero de pacientes 79(39.7) 120 (60.3) 199
Edad promedio 34+38 40+5.3 379+5
Tiempo implant/emb transf. 324/18 (18) 648/72 (9) 10.8
Embriones transferidos 324(33.3) 648 (66.7) 972
Embriones/ciclo 18/88 (20.4) 55/169 (32.5) 73/257 (28.4)
Embriones/paciente 18/79 (22.7) 55/120 (45.8) 73/199(36.6)
Abortos - 13 (17.8)° 13(17.8
Embriones bqcos. - 3 3

Instituto Mexicano de Infertilidad (IMI), 2004-2008.
2 Un embarazo ectopico cornual.

Anilisis de los datos. Se emplearon la estadistica des-
criptiva, cuadros de frecuencia y porcentaje, medidas
de tendencia central y dispersion.

> RESULTADOS

Se desvitrificaron 1319 ovocitos entre julio del 2004 y
diciembre del 2008 con una supervivencia del 90.2%
(1190). Hasta 65% de los 6vulos descongelados pertene-
cfa a ovodonadoras. Se consiguid la fecundacién después
de la microinyecciéon por ICSI en el 90%. De esa propor-
cidn, el 91% se dividi6 a cuatro células en el segundo dia
de desarrollo (Tabla 1).

La edad promedio de las pacientes transferidas fue de
34+ 3.8 anos (ovocitos propios) y 40 = 5.3 anos (ovocitos
donados). Se han logrado 73 embarazos en 199 pacientes
(36.6%0), 18 de ellas en el grupo de ovocitos propios y
55/120 en el grupo de ovocitos donados. Trece emba-
razos (17.8%) no llegaron al término, uno de ellos un
embarazo ectopico cornual (Tabla 2).
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Han nacido 65 neonatos, producto de 36 gestacio-
nes unicas, 10 gemelares dobles y dos triples. Entre los
nacidos, conviene destacar el caso de una paciente nacida
de la combinacién de técnicas de maduracién in vitro de
ovocitos humanos (MIV) y vitrificacién. Los ovocitos
madurados in vitro y descongelados se transfirieron tam-
bién en el segundo dia de desarrollo embrionario en un
ciclo posterior de preparaciéon endometrial. Los nacidos
vivos han sido sanos con excepcion de una nifia, hija de
madre diabética en la que se diagnosticd una comunica-
cibén interventricular (Tabla 3).

> DISCuUSION

La vitrificacidbn conjuga altas concentraciones de
crioprotectores en un volumen minimo y elevadas ve-
locidades de congelaciéon (15,000-30,000 °C/min),* lo
que genera como consecuencia la ausencia de cristales
de hielo durante los procesos de congelacidon-desconge-
lacién,” una mejor conservacion de la ultraestructura y
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Tabla 3.
Nacidos vivos de acuerdo con el origen de los ovocitos.
Propios Donados Total

Nacidos vivos 17* 48 65*
Qgstauones 17 99 39
Unicas
Gemelares - 10 10
Dobles
Triples - 2 2
Embarazos 5 7 9
€N Curso

Instituto Mexicano de Infertilidad (IMI), 2004-2008.
*Defecto de pared interventricular.

menor lesiéon de la fisiologia ovocitaria.** Borini y cola-
boradores han sefalado que protocolos subdptimos para
criopreservacidénde ovocitos pueden causardano subletal re-
lacionadoconhabilidadlimitadaparalafecundacion;®eneste
estudio se observd que en forma proporcional la mejor
supervivencia se corresponde con mejores tasas de fecun-
dacién y clivaje.

En este protocolo se informaron tasas de superviven-
cia, fecundacion y clivaje comparables con las notificadas
por otros autores para la vitrificaciéon de ovocitos huma-
nos, cualquiera que fuera el dispositivo utilizado para el
depdsito final de los ovocitos (cryotop, cryotip, cryoloop, cr-
yoleaf, etc.).26-3

La proporcién de embarazo es similar a la comuni-
cada para ciclos en fresco, de forma indistinta respecto
de cuando se transfirieron embriones obtenidos a par-
tir de ovocitos propios o donados vitrificados. Hasta el
momento, los nacidos informados para la vitrificacién de
ovocitos parece tener una incidencia de anomalias congé-
nitas (2.5%) no mayor a la comunicada para los nacidos de
embarazos espontineos en mujeres fecundas o infundas en
ciclos frescos de fecundacién in vitro.>' En esta serie de
nacidos vivos (n=65) se registré una comunicacion inter-
ventricular en una nifa hija de madre diabética, dato que
corresponde al 1.53% de los casos y que muy probable-
mente no tenga relacidon con la técnica. En particular, no
se realiz6 ninguna prueba de salud cromosémica en los
embriones, pero se considerd que la proporcidn de na-
cidos vivos sanos notificada sustenta de alguna manera la
seguridad de la técnica.

> CONCLUSION

La vitrificacién de ovocitos humanos en cryofop propor-
ciona elevada supervivencia ovocitaria, fecundacion,
clivaje y embarazo. Es una técnica sencilla y altamente
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reproducible que puede beneficiar a parejas con nece-
sidad de postergar la posibilidad de embarazo, incluidos
las pacientes oncologicas. Con ella, los centros de repro-
duccibn asistida pueden ofrecer una opciéon distinta y
desestimular la demanda de congelacion de embriones.
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