REPORTE DE CASO

RESUMEN

La vitrificacién de évulos humanos tiene maltiples
aplicaciones y demostré ser altamente efectiva en el
manejo de una paciente con sindrome de hiperesti-
mulacién ovérica que se encontraba en tratamiento
para infertilidad secundaria.

Objetivo: mostrar la eficiencia de la vitrificacién
de oocitos aplicada a évulos en metafase IT (MII)
de una mujer con sindrome de hiperestimulacién
ovarica.

Procedimiento: se vitrificaron évulos MII de
una paciente con sindrome de hiperestimulacién
ovérica, para lo cual se utilizé la técnica cryotop y
como agentes crioprotectores etilenglicol, dimetil-
sulféxido (DMSO) y sacarosa. Dos meses después,
una vez restablecida a la normalidad la condicién
clinica de la paciente, se desvitrificaron los évulos,
se utiliz6 la técnica de inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) y 24 horas més tarde se
evalu6 fertilizacién, los cigotos obtenidos se culti-
varon in vitro por 72 horas hasta el momento de la

transferencia embrionaria intrauterina.
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Resultados: la técnica de vitrificacién con
cryotop demostré ser una herramienta efectiva para
preservar 6vulos en lugar de embriones, ademas de
disminuir los problemas éticos, morales, legales y
religiosos que ésta conlleva.

Conclusiones: la vitrificacién por cryotop pro-
porciona altas tasas de supervivencia, fertilizacion,
desarrollo embrionario y embarazo; asi mismo,
ofrece una nueva alternativa para el manejo del
sindrome de hiperestimulacién ovérica.
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criobanco.

SUMMARY

Among its multiple applications, vitrification of hu-
man oocytes has demonstrated to be highly effective
in the handling of a patient with OHSS, who was
under treatment for secondary infertility.

Objective: to demonstrate the efficiency of
oocyte vitrification applied to metaphase II oocytes
(MII), of women presenting OHSS.

Procedure: MII oocytes from a patient with
OHSS were vitrified, using the cryotop technique
with ethylenglycol, dimethylsulfoxide, and sucrose
as cryoprotectants agents. Two months after, once
the clinical stage of the patient was normalized, the
oocytes were thawed and underwent ICSI; 24 hours

later, fertilization was evaluated and zygotes were



maintained under in vitro culture conditions during
72 hours, time of intrauterine embryo transfer.

Results: vitrification technique with cryotop de-
monstrated to be an effective tool for preservation
of oocytes instead of freezing embryos due to all the
ethical, moral, legal and religious points of view
concerning preservation.

Conclusions: vitrification with cryotop provides
high rates of survival, fertilization, embryo develo-
pment and ongoing normal pregnancies, offering
a new alternative for handling OHSS.

Key words: oocyte, vitrification, survival,
viability, pregnancy, ICSI, cryopreservation,

cryobank.

INTRODUCCION

El oocito humano por sus condiciones estructura-
les y fisiol6gicas normalmente se ve afectado por
las bajas temperaturas. Dentro de los principales
inconvenientes o afecciones que sufren los évulos
durante la criopreservacién encontramos:

1. Dano de la zona pelicida. Estudios prelimina-
res en ratones permitieron comprobar que la
criopreservacién inducia cambios en la zona
pelicida y/o liberacién prematura del contenido
de los grénulos corticales,"? con inhibicién de
la fertilizacién; dentro de los dafios més im-
portantes observados en la zona peliacida por
enfriamiento estdn las fracturas, disrupcién de
la membrana plasmatica y desorganizacién ex-
tensiva del ooplasma, asi como endurecimiento
de la zona pelicida, que es superado con el uso
del ICSI.

2. Dano del citoesqueleto. Donde el eje meiético
ha demostrado ser altamente sensible a cambios
de temperatura, en especial al enfriamiento;
las anormalidades producidas pueden ser:
reduccién del tamafio del eje, desorganizacién
y/o desaparicién, algunas veces asociado con
dispersién de los cromosomas. Sin embargo,
dado que el dimetil sulf6xido (DMSO) favorece
la polimerizacién de la tubulina mientras que

las bajas temperaturas causan despolimerizacién
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de la misma, la combinacién de DMSO y bajas

temperaturas tiene un efecto protector.’*

La criopreservacién del 6vulo humano es una
herramienta 1til en técnicas de reproduccién asis-
tida, tanto para las pacientes, como para las clinicas
de infertilidad. El 6vulo humano a pesar de ser una
célula tan importante en la historia natural, ha sido
muy esquiva a las técnicas de criopreservacion.

Con la criopreservacién de évulos por curva
lenta, utilizada desde 1986 cuando se consiguié la
primera gestacién a partir de évulos congelados,’
en sus diferentes variaciones se emplean bajas tasas
de enfriamiento (< 1°C/min) y concentraciones de
crioprotectores de aproximadamente 1,5 mol/Lit,
donde la principal limitante es la toxicidad de los
crioprotectores, dafos por enfriamiento y forma-
cién de cristales de hielo intracelulares con tasas
de embarazo, supervivencia y clivaje de 28%, 5%,
76% y 60% respectivamente.”’ La técnica no fue
adoptada en forma amplia por la pobre reprodu-
cibilidad de sus resultados,” motivo por el cual
las clinicas de reproduccién asistida no habian
asumido la criopreservacién de évulos como una
herramienta rutinaria en el manejo de pacientes
con disfuncién reproductiva.®

Mas adelante en 1997 se reporta el primer na-
cimiento de un embrién logrado a partir de 6vulo
descongelado e ICSI con una tasa de supervivencia
del 33,3%, tasa de fertilizacién del 509, tasa de
clivaje del 50%, donde realizaron, transferencia de
un tinico embrién, logrando un embarazo.® En otro
estudio con 10 6vulos donados criopreservados,
obtuvieron una tasa de supervivencia del 30%, tasa
de fertilizacién del 66,6%, y una gestacién.’

La vitrificacién es un método de criopreserva-
cién en el cual hay solidificacién de una solucién
cuando se enfria a velocidades altas formando
un estado vidrioso, no por cristalizacién sino
por elevacién extrema de la velocidad;' es un
procedimiento simple que requiere menos tiem-
po de procesamiento y ha demostrado ser mas
seguro y efectivo que la criopreservacién por

curva lenta.!!



REvisTA COLOMBIANA DE OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA VOL. 55 N”3 @ 2004

Kuwayama,'? en el 2001, realiz6 modificaciones
exitosas a la técnica de vitrificacién, donde ademas
de las altas tasas de enfriamiento y calentamiento se
disminuyen las concentraciones de crioprotectores
en un Minimum Volume Cooling (MVC).>*"?

Esta técnica busca minimizar o eludir los incon-
venientes de la congelacién por curva lenta como
la formacién de cristales de hielo intra y extrace-
lulares, lesiones por enfriamiento, toxicidad de los
crioprotectores, choque osmotico, lo cual ha sido
demostrado con altas tasas de supervivencia y final-
mente altas tasas de embarazo.>!?

La técnica de vitrificacién por cryotop hasta el
momento garantiza la estabilidad del eje meiético
y los cromosomas, de forma que evita anormali-
dades genéticas asociadas a la técnica de criopre-
servacién.!?

La criopreservaci(’)n es una herramienta que fa-
cilita el almacenamiento a largo plazo de oocitos de
pacientes en peligro o riesgo de perder su funcién
ovdrica y permite una gran flexibilidad en los servi-
cios de fertilidad, aliviando las preocupaciones éticas
asociadas con la preservacién de embriones.'

Aunque el sindrome de hiperestimulacién ova-
rica (SHO) es una complicacién iatrogénica rara
derivada de la hiperestimulacién ovérica controlada
(HOC), puede tener grandes repercusiones multi-
sistémicas y algunas de ellas fatales.”’ Dentro de las
estrategias para la prevenciéon de estas complica-
ciones desde 1990 se cuenta con la congelacion de
embriones,"* como lo aplicé el grupo de Wada en
1993,">'° criopreservando selectivamente todos los
embriones de las mujeres que presentaban niveles
mayores de 3.500 pg/ml en el dia de aplicacién de
gonadotropina coriénica humana (hCG).

La realidad es que en la actualidad la criopreser-
vacién de oocitos es utilizada en un ndmero limitado
de clinicas particulares en Italia, Alemania, EEUU,

Sur América y Asia >8 1718

MATERIALES Y METODOS

Una paciente de 21 afos, con infertilidad secundaria

por dos embarazos espontineos ectépicos previos,

por lo cual se le efectu salpingectomia bilateral,
se sometié a un esquema de HOC. Alcanz6 niveles
séricos de estradiol de 5.000 pg/ml, motivo por el
cual se acudié a la criopreservacién de évulos, con
el propésito de evitar la severidad de la sintomato-
logia. Dos meses después del restablecimiento de
su condicién clinica se procede a la desvitrificacién
y fertilizacion de estos évulos para transferencia

intrauterina y se Consigue un embarazo normal.

Hiperestimulacion ovarica controlada
Se consigui6 con el uso del agonista GnRH a partir
del primer dia de la menstruacién, con dosis de
0,5 mg/dia via subcutdnea; a partir del tercer dia
del ciclo se inicié estimulo con r-FSH a dosis de
150-250 Ul/dia hasta obtener foliculos de 18-22
mm de didmetro mayor, momento en el cual se
aplicaron 10.000 Ul de hCGy 34-36 horas después
bajo visién ecogréfica se practicé la recuperacion
de los 6vulos via transvaginal, utilizando ecégrafo
Hitachi (EUB-405) con transductor transvaginal
de 6,5 MHz.

Seleccién y vitrificacion

de 6vulos en el laboratorio

Los oocitos una vez recuperados fueron denudados
con hialuronidasa 80 Ul/ml (Lab Sage In vitro Ferti-
lization Inc, Troumbull USA), se evalto su madurez
y se vitrificaron mediante la técnica cryotop, disefiada
y descrita por Kuwayama y col.;" " la vitrificacién
se realizé con el método MVC, con soluciones
crioprotectoras (Kitazato Co, Tokyo, Japan), los
6vulos se equilibraron en solucién ES: EG+DMSO
(Equilibration solution - Kitazato Co, Tokyo, Japan),
durante diez minutos y luego se colocaron en
solucion de vitrificacion VS (Kitazato Co, Tokyo,
Japan) consistente de EG+DMSO +sacarosa; los
6vulos se cargaron en forma rapida en MVC aprox
2 ul de VS y se sumergieron directamente en ni-
trégeno liquido (NL), manejando tasas rapidas de
enfriamiento (-23.000°C/min).

Preparacion endometrial
Dos meses después de la aspiracién transvaginal, la

paciente se sometié a un esquema de preparacién



endometrial con valerianato de estradiol en dosis
crecientes, inicialmente 2 mg y en el dia 14 del
ciclo dosis de 6 mg/dia, manteniéndose asf hasta el
momento de la prueba de embarazo. A partir del dia
13 (tres dfas antes de la transferencia de embriones),
se inici6 la aplicacién de 50 mg de progesterona

natural inyectable.

Desvitrificacion de 6vulos y

transferencia de embriones

Los 6vulos se desvitrificaron por medio de tasas
rapidas de calentamiento (12.000°C/min), colocan-
dolos un minuto en solucién TS (Thawing solution)
de desvitrificacién, sacarosa 1M a 37°C; luego se
equilibraron lentamente en solucién DS (Diluent
solution Kitazato Co, Tokyo, Japan) durante tres
minutos a temperatura ambiente y se realizaron dos
lavados consecutivos en medio WS (Washing solu-
tion, Kitazato Co, Tokyo, Japan). Inmediatamente se
colocaron en medio de fertilizacién en incubacién
durante dos a cuatro horas cuando se evalué su via-
bilidad y a los viables se les realizé ICSI. Veinticuatro
horas mas tarde se evalu6 la presencia de prontcleos
y se continu6 el cultivo in vitro por 72 horas hasta el
dia de la transferencia intrauterina. A la paciente se
le aplicé gel vaginal de progesterona cuatro horas
antes del procedimiento que se llevé a cabo bajo guia
ecografica transabdominal con catéter soft frydman set
echo® (Laboratoire CCD, Paris, Francia).

RESULTADOS

Después de la HOC se recuperaron once évulos,

nueve de ellos en metafase II; se vitrificaron siete,
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de los cuales al momento de la desvitrificacién so-
brevivieron cinco. A las 24 horas post ICSI cuatro
de ellos presentaban prontcleos y 72 horas después
de cultivo se transfirieron tres embriones de seis
blastémeras en el dia 16 del ciclo de la paciente
(tabla 1). Siete dias después de la transferencia
intrauterina se realiz6 seguimiento hormonal (tabla
2) hasta observar latido cardiaco. Cuando se realizé
este escrito la paciente tenia una gestacién normal

de una nifia de 20 semanas.

DISCUSION

La criopreservaciéon de évulos humanos trae mul-
tiples ventajas y beneficios tanto para las mujeres
para salvaguardar su fertilidad y futura maternidad,
como para las clinicas o centros de reproducciéon
asistida, con lo cual pueden ofrecer nuevas y me-

jores alternativas a sus pacientes en tratamiento.

Tabla 1. Evolucién de los 6vulos

postdesvitrificaciéon

Evento Nuamero
Ovulos vitrificados 9
Ovulos desvitrificados 9
Ovulos recuperados 7
Ovulos viables 5
Ovulos fertilizados 4
Embriones transferidos 3
Gestacién aF

Tabla 2. Seguimiento de niveles séricos de progesterona (P4),

estradiol (E2), gonadotropina corionica humana (hCG),

post transferencia embrionaria (TE)

Dia post T.E. 7 12 16
P4 ng/dl 15 20 >40
Estradiol pg/ml 133 220 379

B hCG mUl/ml 176 945

23 30 38 45
>40 17 23 >40
207 459 1.670 23.850
12.147  53.600  113.201  185.200
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La posibilidad de vitrificar évulos de pacientes con
SHO conserva las ventajas de la criopreservacién
de embriones hasta el momento utilizada; ademas
evita los dilemas éticos, morales, legales y de credo
que conlleva la criopreservacién de los mismos,
conservando las tasas de fertilizacién, desarrollo
embrionario y embarazo.

Dentro de las multiples ventajas que ofrece la
vitrificacién de évulos tenemos el que permite un
adecuado manejo de programas de donacién de
6vulos, asi como que constituye una opcién frente a
inconvenientes en el momento de la obtencién de la
muestra seminal, como método para salvaguardar la
fertilidad de pacientes oncolégicas y una alternativa
para controlar el reloj biol6gico de la maternidad,
entre otras.

De esta forma se presenta el primer embarazo
logrado a partir de 6vulos vitrificados en Colombia

y Latinoamérica.
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