20

Caso Clinico -

Vitrificacion de ovocitos: Primer embarazo
evolutivo en Argentina utilizando esta técnica

Sabrina De Vincentiis; Santiago Brugo Olmedo.

SEREMAS, Medicina para el Hombre y la Mujer.
Reproduccién 2009;24:20-24

Introduccion

La criopreservacién de ovocitos lleva una larga
historia de casi 30 afios, alternando entre el éxito y
el fracaso.

El primer trabajo exitoso sobre la congelacién de
ovocitos se reporté en 1977 en ratones', pero el
interés se perdi6 rdpidamente ya que en 1978 se
daba a conocer el nacimiento del primer bebé "de
probeta” y en 1983 se producian los primeros naci-
mientos provenientes de embriones humanos con-
gelados/descongelados.??

La criopreservacién de embriones siempre estuvo
rodeada de cuestiones éticas, morales y religiosas, y
por ello nuevamente en 1986 se vuelve la mirada a
la congelacién de ovocitos, la cual hasta ese
momento s6lo se realizaba de manera limitada y en
ratones. Esta técnica, ya sea por los procedimientos
convencionales de congelacién lenta o por vitrifica-
cién, se realiza desde hace varios afios en el mundo
y con excelentes resultados. De hecho, en nuestro
pais la vitrificacién de embriones se utiliza en
muchos centros de fertilidad y los resultados se
publicaron varias veces en las comunidades cientifi-
cas. Hasta hace poco el desafio eran los évulos.

La vitrificacién exitosa de évulos humanos se des-
arrollé recientemente y permite conservarlos a
196°C bajo cero con una altisima probabilidad de
supervivencia. Hasta entonces solamente se podia
realizar la cldsica técnica de congelamiento lento,
pero mds de la mitad de los évulos no resistian el
procedimiento, lo que la transformaba en altamente
ineficiente. Si bien la técnica de vitrificacién de évu-
los en el 4rea de la veterinaria existe desde 1972, en
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humanos no daba buenos resultados. Pero las modi-
ficaciones realizadas recientemente al procedimiento
son las que permiten referirse a ella como una nueva
técnica para conservar ¢vulos exitosamente.

Caso clinico

La paciente, de 36 anos de edad, consulté por
esterilidad primaria de 6 afios de evolucién. Sin
antecedentes médicos de interés, su perfil hormonal
plasmdtico mostré repetidos niveles de FSH por
encima de lo normal. El resto de las hormonas se
informaron como normales.

Se indicé fertilizacién in wvitro con inyeccién
intracitoplasmdtica de espermatozoides (ICSI)
debido a un factor masculino severo (OAT severa)
posiblemente derivado de una criptorquidia unila-
teral, descendida quirdrgicamente a los 6 afios de
edad.

Teniendo en cuenta su perfil de baja respondedo-
ra, la estimulacién ovdrica que se realizé en febrero
de 2008, se inicid el segundo dia del ciclo con 450
unidades de FSH recombinante (Gonal F) y se
agregd un antagonista de GnRH (Cetrotide) los
tltimos tres dias de la estimulacién. Se descargé la
ovulacién con hCG (Ovidrel) y se efectué la pun-
cién folicular (17 de febrero de 2008) bajo sedacion
y anestesia local a las 35 horas.

En la aspiracién folicular se obtuvieron 6 ovoci-
tos, 5 de los cuales fueron clasificados como
Metafase I y 1 Profase I. Sin embargo, el endome-
trio no mostré signos de buen crecimiento sin
lograrse un espesor mayor de 5 mm, por lo que se
decidié vitrificar los 5 ovocitos Metafase II obteni-
dos y hacer la inyeccién de los mismos y la transfe-
rencia de los futuros embriones mds adelante.
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Ademis, se congel¢ la muestra del varén ya que los
pacientes eran del interior del pais y se prefirié tra-
bajar con la muestra congelada al momento de rea-
lizar la ICSI con los ovocitos vitrificados.

Cinco meses después se procedié a la preparacién
del endometrio de la paciente con 4 mg de 173 es-
tradiol (Ronfase) desde el segundo dia de su ciclo.
Una vez que se consiguié un endometrio de 9 mm
(12 dias después de iniciados los estrégenos) se des-
vitrificaron los évulos y se procedié a realizar la in-
yeccién de los espermatozoides (ICSI). Ese dia se

Figura 1. 4 ovocitos descongelados luego de la vitrificacion

aumentd la dosis de 173 estradiol a 6 mg diarios.

Luego de la descongelacién, 4 de los ovocitos so-
brevivieron (80% de sobrevida) (Figuras 1 y 2).
Ademis, se descongel la muestra de semen del va-
rén y se la procesé para ser utilizada en el ICSI. Tres
ovocitos fertilizaron normalmente y uno de ellos no
lo hizo.

Una vez fertilizados los évulos, se inicié la admi-
nistracion de progesterona por via vaginal (Crino-
ne) todas las noches.

Figura 2. Ovocito magnificado que sobrevive a la des-
congelacion.
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Figura 3. Fotografia de los tres embriones abtenidos.

Figura 4. Fotografia de cada embridn transfe-
rido magnificado.

En el mes julio de 2008 se efectud la transferen-
cia embrionaria a las 48 hs del ICSI con catéter de
Wallace guiado con ecografia abdominal (Figuras 3
y 4). Doce dias después de la transferencia se diag-
nosticé el embarazo mediante la determinacién de
B-hCG en sangre. Se confirmé a las 48 hs la dupli-
cacién de los valores y se efectud la primera ecogra-
ffa a la 52 semana de su embarazo, observindose
dos sacos embrionarios, pero s6lo uno de ellos con
latidos positivos.

El parto se produjo en el mes de abril del presen-
te afo.

Vitrificacion

Se realizé la vitrificacién de los ovocitos por el
método de Kuwayama.* Para ello se utilizaron los
medios comerciales (/rvine Scientific) y el dispositi-
vo Cryolock. Brevemente, se expone a los ovocitos a
las soluciones de vitrificacién para finalmente
"montarlos"” en el Cryolock, minimizando el volu-
men de medio de vitrificacidn en el cual se deposi-
tan. Se sumergen directamente en nitrégeno liqui-
do, se coloca con cuidado la tapa del Cryolock y se
almacenan en termos de nitrégeno.

Descongelacion

Para la descongelacién de los mismos (war-
ming), también se utilizaron los medios comercia-
les (Zrvine Scientific). Una vez descongelados, se
dejé estabilizar los ovocitos Metafase I durante 4
horas en una cdpsula de cultivo con microgotas de
ECM (Early Cleavage Médium, Irving Scientific)
suplementado con HSA (Human Serum Albumin,
Irving Scientific) en estufa gaseada. Luego de este
lapso se realizé la técnica de ICSI. A las 48 horas
los embriones presentaban 2 células, 3 células y 4
células, todos de buena calidad (clase III), los cua-
les fueron transferidos al dtero.

Comentarios

El grupo de Chen y col, publica en 1986 el pri-
mer embarazo luego de la congelacién de ovocitos
humanos.’ Pero rdpidamente quedé claro que, a di-
ferencia de la criopreservacién de embriones, la
congelacién de ovocitos tenfa muy baja eficiencia y
los resultados no eran ficilmente reproducibles.
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Varias lineas de investigacion surgen para estudiar
la biologia de la criopreservacién de ovocitos de
mamiferos. Desde aquellas que exploran variacio-
nes en los medios de congelacién y en las sustancias
crioprotectoras utilizadas, hasta el desarrollo de di-
ferentes metodologfas como la congelacién lenta, la
vitrificacién o ultra-vitrificacién, todas ellas sin de-
masiado éxito.

Por el afio 1990 la vitrificacién aparecié como la
solucién mdgica para remediar la baja sobrevida de
los ovocitos post-descongelacion,® pero pronto apa-
recieron varios trabajos demostrando problemas ge-
néticos de origen ovocitario y de defectos durante el
desarrollo fetal con esta técnica.” Cuando se utiliza-
ba el Dimetilsulféxido (DMSO) como crioprotec-
tor se observaban alteraciones en los embriones co-
mo poliploidias diginicas y aneuploidias maternas,
mientras que cuando se utilizaba Propanediol
(PrOH) se observaba una alta incidencia de activa-
cién partenogénica. Estas alteraciones estarfan aso-
ciadas a la alta concentracién requerida de los crio-
protectores para realizar la vitrificacién.®

Las mayores preocupaciones al criopreservar ovo-
citos son el dafio del huso meiético, la presencia de
alteraciones cromosdmicas y la partenogénesis. To-
dos estos defectos estdn asociados a la configuracion
nuclear especifica del ovocito Metafase II maduro.
Los trabajos publicados confirman que el mayor
problema radica en la sensibilidad del huso meiéti-
co y de los cromosomas que allf se encuentran ubi-
cados durante el estadio de Metafase II y que son
sensiblemente afectados cuando se realiza la técnica
de criopreservacién.

De esta manera la mejor solucién parecié ser la
criopreservacién de ovocitos en el estadio de vesicu-
la germinal en la que los cromosomas aparecen pro-
lijamente protegidos por la membrana nuclear. Pe-
ro el citoplasma de estos ovocitos inmaduros repre-
sent6 el gran problema, ya que el potencial de desa-
rrollo de los embriones formados a partir de ellos
manifesté grandes deficiencias.”'® Asi se volvi6 so-
bre la criopreservacién de los ovocitos en el estadio
de Metafase II.

Finalmente, en 1997 nace el primer bebé luego
de la criopreservacién de ovocitos en Metafase 1I,
realizada por el grupo de Porcu y col," por el méto-

do descripto en 1995 por Gook, utilizando Propa-
nediol como crioprotector y el método de congela-
cién lenta.”

A partir de ese momento los resultados en tér-
minos de sobrevida, tasas de embarazo y de im-
plantacién, luego de sutiles modificaciones de los
protocolos existentes, fueron mejorando. Sin em-
bargo, no pueden obviarse los numerosos traba-
jos que existen en la literatura donde se sefiala un
riesgo aumentado de alteraciones cromosémicas
en estos ovocitos luego de descongelados, las ba-
jas tasas de implantacién asociadas a la mayor in-
cidencia de aneuploidias de los embriones forma-
dos, ademds del hecho de que la realizacién de un
seguimiento serio de los nacidos vivos es comple-
jo debido a su pequefio nimero. Son aproxima-
damente 150 los bebés nacidos por este método
desde 1997.

La vitrificacién es un método de criopreserva-
cién en el cual las soluciones se vuelven sélidas
cuando se las enfria a una tasa extremadamente
alta de enfriamiento, formando un estado similar
al vidrio, evitando, por lo tanto, la formacién de
hielo intracelular.

En 2001 ya se publicé un trabajo sobre vitrifi-
cacién modificando la tasa de enfriamiento y ca-
lentamiento. De esta manera se minimizaba el
dano asociado con el hielo intracelular y extrace-
lular, el enfriamiento y el shock osmético. Estos
trabajos abrieron el camino para retomar la vitri-
ficacién en ovocitos con resultados excelentes.

Los resultados cambiaron radicalmente cuando
el equipo de Kuwayama y col, publicé en 2005
una metodologia con pequefas modificaciones,
variando sobre todo la velocidad de descenso y de
ascenso de la temperatura y el volumen de medio
de congelacién que se utilizaba en relacién con el
volumen del ovocito. A partir de ese momento
esta técnica demostré excelentes resultados en
términos de sobrevida y competencia posterior
del ovocito, que se reflejan en excelentes tasas de
embarazos e implantacién y nacidos vivos como
lo demuestran los numerosos trabajos publica-
dos. Pero es a partir de 2006 cuando aparecen va-
rias publicaciones utilizando la técnica de vitrifi-
cacién con estas modificaciones metodoldgicas
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que marcan una gran diferencia no sélo en la ta-

sa de sobrevida, sino también en la tasa de emba-

razo conseguida luego de la transferencia de em-
briones obtenidos a partir de ovocitos vitrificados

y descongelados.

Las indicaciones de esta metodologia se pueden
resumir en los siguientes puntos:

1. Pacientes que deberdn ser sometidas a quimio-
terapia y/o radioterapia debido a un cdncer en
las que la estimulacién de la ovulacién no esté
contraindicada. La mayorfa de las mujeres que
curen de su cdncer muy probablemente queda-
rdn con problemas de fertilidad.

2. En casos de mujeres que deciden demorar la
maternidad por cuestiones personales o profe-
sionales.

3. Para facilitar enormemente los procedimientos
de donacién de évulos.

4. En casos de imposibilidad de obtener esperma-
tozoides el dia del tratamiento.

5. En situaciones donde no se pueda proceder a
la transferencia de embriones por diversos mo-
tivos.

Este tipo de método de congelacién y los resul-
tados presentados demuestran que su utilizacién
puede hoy ser considerada como una herramien-
ta mds de nuestra prictica. Sin embargo, hay que
remarcar que no trata ni debe reemplazar a la
congelacién de embriones, siempre y cuando la
paciente no tenga objeciones para este ultimo
método, ya que la congelacién de ovocitos persi-
gue fines diferentes que la congelacién de em-
briones.

Ademds, si bien uno de sus potenciales usos es
la preservacién de la fertilidad futura en casos de
mujeres que quieren posponer su maternidad, es-
te punto deberfa ser analizado en cada caso en
particular.
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