Resultados

3. RESULTADOS

3.1 Edad de las pacientes

El rango y la media de edad de las pacientes asignadas a los distintos grupos

experimentales se muestran en la tabla III.

Tabla III. Edad de las pacientes incluidas en cada uno de los grupos experimentales

Grupo Edad
experimental (Anos)
Control 33,4438
(27-44)
VGc¢ 33,743,4
(28-41)
M Il 34,0+4,1
(26-46)

3.2 Distribucion de los ovocitos en los grupos experimentales

Siguiendo la metodologia descrita, en este estudio se incluyeron un total de 741 ovocitos.

En la tabla IV se detalla la distribucion de los ovocitos en los distintos grupos

experimentales.

Tabla IV. Distribucién de los ovocitos en los grupos experimentales
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Ovocitos Ovocitos

Congelados Expuestos a PROH
Grupo Control | VGc M Il VGp M IIp
Experimental

484 90 147 10 10

Maduran 351 48 L 8 L
hasta M 11
Activados 12 0 2 0 0
partenog.
Citogenética | 135 o o o o
FISH 91 . . . .
Sobreviven L 66 82 L L
Congelacion
Inmuno 113 48 80 8 10
Citoquimica

¢ Distribucion de los ovocitos del grupo control:

De los 484 ovocitos obtenidos en VG incluidos en el grupo control, 133

(27,4%) fueron descartados ya que no maduraron en cultivo hasta M Il y 12 (3,4%) se

activaron partenogenéticamente de forma espontanea.

De los 339 restantes, 135 fueron asignados para el analisis citogenético, (obteniéndose
metafases analizables en 47 de ellos), 91 fueron fijados para analisis mediante FISH (Se
obtuvieron resultados en 55 de ellos) y 113 ovocitos fueron analizados mediante tincion

inmunocitoquimica del huso meidtico (obteniéndose resultados en 68 de ellos, uno de los

ovocitos fué eliminado posteriormente del estudio, ver 3.7.4 ).

e Distribucion de los ovocitos congelados en estadio de VG:
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De los 90 ovocitos que fueron congelados en VG, 66 sobrevivieron al proceso de
congelacion-descongelacion y 48 maduraron posteriormente in vitro hasta MIL.
Los 48 ovocitos fueron procesados para tincion inmunocitoquimica del huso

meiotico, obteniéndose resultados en 38 de ellos.

e Distribucion de los ovocitos congelados en estadio de MII:
Cientocuarenta y siete ovocitos fueron congelados en MII y 82 sobrevivieron al proceso de
congelacion-descongelacion. De estos, 2 se activaron partenogenéticamente durante el
cultivo post congelacion.

Los 80 ovocitos restantes fueron procesados para tincion inmunocitoquimica del huso

meiodtico, obteniéndose resultados en 37 de ellos.

e Distribucion de los ovocitos expuestos al crioprotector en estadio de VG y de MII
Diez ovocitos en VG fueron expuestos a las soluciones crioprotectoras. De estos, 8
maduraron in vitro y los 8 fueron fueron procesados para tinciéon inmunocitoquimica del
huso meidtico, obteniéndose resultados en 8.

Diez ovocitos en M II fueron expuestos al crioprotector. De estos sobrevivieron los
10 y todos fueron procesados para tincion inmunocitoquimica del huso meidtico,

obteniéndose resultados en todos ellos.

Tabla V. Distribucion de los ovocitos en los grupos experimentales discriminando si se obtuvo (+) o no (-)

resultado
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Resultados
Grupo Control VGc M Il VGp M Il
Experimental

+ - + - + - + +
Citogenética 47 88 o o o o o o
FISH 57 34 o o o o o o
Inmuno 67+1 |45 38 10 37 43 8 10
Citoquimica

3.3 Maduracion in vitro de los ovocitos hasta M Il en cada uno de los grupos

experimentales

En la tabla VI se muestra el tiempo durante el que fue necesario cultivar los ovocitos de

cada uno de los tres grupos experimentales para permitir su maduracion hasta el estadio de

M IIL

Tabla VI. Tiempo de cultivo in vitro en cada uno de los grupos experimentales

No se encontraron diferencias significativas al comparar el tiempo de cultivo necesario

entre cada uno de los grupos, siendo de 28,1+7,3 horas en el grupo control, de 26,4+ 8,4
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Grupo Tiempo
Experimental (Horas)
Control 28,1+7,3
(n=484)

VGc 26,4+ 8,4
(n=66)

M Ilc 32,2+ 8,9
(n=147)
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horas en el grupo de ovocitos congelados en VG y de 32,2+ 8,9 horas en el grupo de
ovocitos congelados en M II.

En la tabla VII se muestra el porcentaje de ovocitos que alcanz6 el estadio de M 11
en cultivo en el grupo control y en el grupo de ovocitos congelados en VG. El porcentaje de
ovocitos que alcanzo el estadio de M 1I in vitro en el grupo control fué del 72,5% y en el
grupo de ovocitos congelados en estadio de VG del 72,7%. No se observaron diferencias

significativas al comparar ambos grupos.

Tabla VII. Tasa de maduracion en cultivo en el grupo control y en el grupo de ovocitos congelados en VG

Grupo Maduracion hasta
Experimental MII

Control 351 (72,5%)
(n=484)

VGc 48 (72,7%)

(n=66)

La tabla VIII muestra el porcentaje de ovocitos activados partenogenéticamente en cultivo
de forma espontanea, en cada uno de los tres grupos experimentales. El porcentaje de
ovocitos que se activaron partenogenéticamente en el grupo control fué de 3,41%, en el
grupo de ovocitos congelados en estadio de VG fué de 0% y en el grupo de ovocitos
congelados en estadio de M II fué de 2,43%. No se encontaron diferencias significativas al

comparar los tres grupos.

Tabla VIII. Resultados de la activacion partenogenética en cada uno de los grupos experimentales

Grupo Activacion
Experimental Partenogenética
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Control 12 (3,41%)
(n=351)

VGc 0%
(n=66)

M Il 2 (2,43%)
(n=382)

3.4 Analisis citogenético de los ovocitos madurados in vitro pertenecientes al grupo

control

Fueron asignados 135 para el analisis citogenético, obteniéndose metafases analizables en
47 de ellos.

Los 88 restantes incluian 31 extensiones no analizables bien por presentar un
nimero hipohaploide de cromosomas o exceso de dispersion o superposicion de los
cromosomas, y 57 que se descartaron debido a que la preparacion era suboptima por fallos
en la técnica de fijacion.

Tras la fijacion se obtuvieron 47 metafases analizables por citogenética, los
resultados se muestran en la tabla IX. Cuarenta y dos de 47 ovocitos analizados resultaron
haploides (Figura 7a), lo que representa un 89,3%. Cinco de 47 ovocitos resultaron
hiperhaploides (Figura 7b) lo que representa un 10,6%.

La tasa de aneuplodias, calculada duplicando el porcentaje de hiperhaploidias, fué

de 21,2%.
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Figura 7. a) Extension cromosdmica correspondiente a un ovocito haploide. b)
Extension cromosdmica correspondiente a un ovocito hiperhaploide

Tabla IX. Resultados del analisis citogenético en el grupo control

| Ovocitos [ 47 |
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analizados
Ovocitos 42 (89,3%)
haploides
Ovocitos 5 (10,6%)
hiperhaploides
Tasa de 21,2%
aneuploidia *

*Tasa de aneuploidia calculada duplicando la tasa de hiperhaploidia x 2.

3.5 Analisis mediante FISH de los ovocitos madurados in vitro pertenecientes al grupo

control

Noventa y uno de los ovocitos control madurados in vitro fueron fijados para anélisis
mediante FISH en M II. Se obtuvieron resultados en 55 de ellos.
De los 36 ovocitos en los que no se obtuvieron resultados, 13 se descartaron por fallos
durante la fijacion y 23 por problemas con la técnica de hibridacion in situ.

Se analizaron 55 preparaciones mediante FISH utilizando sondas para los

cromosomas X, 16 y 18 (Figuras 8a y 8b). El resultado del andlisis se muestra en la tabla X.

Tabla X. Resultados del analisis mediante FISH en el grupo control

Ovocitos analizados 55

Ovocitos normales 42 (76%)

Ovocitos anormales Ovocitos No-disyuncion 3% (5%)
aneuploides Predivision no balanceada | 1°(2%)
Ovocitos con otras Predivision balanceada 8 (15%)
anomalias Ovocito nulisomico 1 (2%)

? Una nulisomia 16, una disomia 16, una disomia 18; ®Una cromatide X extra
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El porcentaje total de anomalias fué de 24%. Dentro de las anomalias las aneuploidias
constituyen un 7% del total, correspondiendo un 5% a aneuploidias producto de la no-
disyuncion (Una nulisomia 16, una disomia 16, una disomia 18) y un 2% a predivision no
balanceada de cromatides hermanas (Una cromatide X extra). El resto de las anomalias
incluyen un ovocito nulisémico (2%) y un 14% correspondiente a ovocitos que

presentaban predivision balanceada de cromatides hermanas.

3.6 Supervivencia morfologica a la congelacion de los ovocitos congelados en VG y

MII

Fueron congelados 90 ovocitos en estadio de VG y 147 en estadio de M I1.

Tal como se mencionara anteriormente se considerd que habian sobrevivido al proceso de
congelacion los ovocitos que presentaban ausencia de lisis celular, membrana plasmatica
intacta y citoplasma refringente. No se observaron caracteristicas dismorficas en los
ovocitos supervivientes como extrusiones al espacio perivitelino, “blebbing” o ausencia de
forma esférica.

En la tabla XI se muestran los porcentajes de ovocitos que sobrevivieron al proceso
de congelacion-descongelacion. Sesenta y seis ovocitos de un total de 90 congelados en VG
sobrevivieron al proceso de congelacion lo que representa un 73,3%. Ochenta y dos
ovocitos de 147 congelados en M II sobrevivieron a la congelacion resultando en una tasa
de supervivencia de 55,7%.

Se observa una diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de

supervivencia de los ovocitos congelados en VG respecto a los congelados en M 1I.
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Figura 8. Ovocito analizado mediante FISH utilizando sondas para los
cromosomas X, 18 y 16 a) Extension cromosdmica contrateiiida con DAPI. b) La
misma extension con sefiales para los cromosomas X, 18 y 16 correspondientes a
un ovocito (O) haploide y su corptsculo polar (CP)
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Tabla XI. Resultados de la supervivencia a la congelacion en cada uno de los grupos experimentales

Grupo Supervivencia a la
Experimental Congelacion

VGe 66 (73,3%)*

(n=90)

M Ilc 82 (55,7%)
(n=147)

* (p<0,007)

3.7 Anadlisis de la configuracion del huso meidtico mediante tincion

inmunocitoquimica

3.7.1 Definicion del criterio de normalidad de la configuracion del huso meiotico

La situacion del huso meidtico se consider6 normal siempre que éste se encontrara
localizado en la periferia del ovocito, orientado radialmente con el eje longitudinal
perpendicular a la membrana plasmatica del mismo (Figura 9a). Se consideraron husos
normales aquellas estructuras microtubulares que presentaban forma de barril, con los polos
ligeramente aguzados. La organizaciéon cromosomica se consider6 normal cuando los
cromosomas se observaron formando una placa ordenada y compacta (Figura 9b), alineada
en el plano ecuatorial del huso.

El huso se considerd ligeramente anormal cuando presentaba polos redondeados o
estaba reducido en la dimension longitudinal; y se consideré anormal cuando la estructura
microtubular mostraba discontinuidades, estaba severamente desestructurada o ausente. La

organizacion cromosomica en la placa metafasica se considerd ligeramente anormal cuando

68



Resultados

Figura 9. a) Huso meidtico bien estucturado (H) localizado en la periferia
del ovocito (ver recuadro), orientado radialmente con el eje longitudinal perpendicular a
la membrana plasmatica y el corpusculo polar (CP) localizado frente al mismo
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Figura 9. b) Imagen transversal de la placa metafésica. Se aprecian los
cromosomas organizados formando una placa ordenada y compacta
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mostraba una placa relativamente organizada con algin cromosoma fuera del plano
ecuatorial y anormal cuando presentaba dispersion cromosdmica severa 0 cromosomas

difusos formando un grupo discreto pero de forma poco definida.

3.7.2 Analisis de la estructura del huso meidtico en los ovocitos expuestos al

crioprotector en estadio de VGy de M 11

Diez ovocitos en VG fueron expuestos a las soluciones crioprotectoras. Los 8 que
maduraron in vitro fueron procesados para tincidon inmunocitoquimica del huso meiotico,
obteniéndose resultados en los 8.

Diez ovocitos en M II fueron expuestos al crioprotector. Los 10 sobrevivieron y
todos fueron procesados para tincion inmunocitoquimica del huso meidtico, obteniéndose
resultados en todos ellos. No se observaron anomalias del huso en ninguno de los 8
ovocitos en VG (Figura 10a) o de los 10 ovocitos en M II (Figura 10b) expuestos al agente

crioprotector sin congelacion. Los resultados se muestran en la tabla XII.

Tabla XII. Resultados del analisis de la estructura del huso meidtico en los ovocitos en VG y M II expuestos a
las soluciones crioprotectoras

Grupo Huso
Experimental | Normal
VGp 8 (80%)
(n=8)

M IIp 10 (100%)
(n=10)
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Figura 10. a) Ovocito expuesto al crioprotector en VG y madurado in vitro
posteriormente. b) Ovocito expuesto al crioprotector en M II. En ambos
casos se observa un huso meidtico sin alteraciones
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3.7.3 Analisis de las anomalias del huso meotico en cada uno de los grupos

experimentales

Cientotrece ovocitos del grupo control fueron analizados en M II mediante tincion
inmunocitoquimica del huso meidtico, obteniéndose resultados en 68 de ellos (uno de los
ovocitos fué eliminado posteriormente del estudio).

Los 45 restantes, en los que no se obtuvieron resultados, incluian 19 en los que el resultado
no fué informativo por deficiencias de la tincion, 12 que no pudieron ser observados por
problemas durante el montaje de la preparacion y 14 perdidos durante la realizacion de la
tincion.

De los 48 ovocitos que tras ser congelados en VG sobrevivieron al proceso de
congelacion-descongelacion y que maduraron posteriormente in vitro hasta M 11, el total
fué procesado para tinciéon inmunocitoquimica del huso meidtico. Se obtuvieron resultados
en 38 de ellos. En 7 de los ovocitos el resultado no fué informativo por deficiencias de la
tincion y 3 fueron perdidos durante la realizacion de la misma.

Ochenta ovocitos congelados en M II y que sobrevivieron al proceso de
congelacion-descongelacion fueron procesados para tincion inmunocitoquimica del huso
meiotico, obteniéndose resultados en 37 de ellos.

En 43 ovocitos no se obtuvieron resultados por problemas técnicos, incluyendo 18 en los
cuales no se obtuvo resultado por deficiencias de la tincion, 14 que no pudieron ser
observados por problemas durante el montaje de la preparacion y 11 perdidos durante la

realizacion de la tincion.
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En las tablas XIII y XIV se muestran los resultados del analisis de la estructura del huso
meidtico en cada uno de los grupos experimentales respecto del grupo control. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el porcentaje de husos de
estructura normal en el grupo control respecto del grupo de ovocitos congelados en VG
(p<0,001). Asimismo se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar
la incidencia de ausencia del huso en los grupos de ovocitos congelados en VG (p<0,001)

respecto del grupo control.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el porcentaje
de husos de estructura normal en el grupo control respecto del grupo de ovocitos
congelados en M II (p<0,001). Al comparar la incidencia de ausencia del huso se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el grupo de ovocitos congelados

en M II (p<0,001) respecto del grupo control.

Tabla XIII. Resultados del andlisis de la estructura del huso meidtico en el grupo de ovocitos congelados en

VG respecto del grupo control

Grupo Huso Huso Huso anormal | Huso ausente
Experimental | Normal ligeramente
anormal

Control 48 (71,6%) 4 (5,9%) 3 (4,4%) 12 (17,9%)
(n=67)
VGc 2 (5,2%)" 0 (0%) 7 (18,4%) 29 (76,3%)"
(n=38)

"p<0,001
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Tabla XIV. Resultados del analisis de la estructura del huso meidtico en el grupo de ovocitos congelados en M

II respecto del grupo control

Grupo Huso Huso Huso anormal | Huso ausente
Experimental | normal ligeramente
anormal

Control 48 (71,6%) 4 (5,9%) 3 (4,4%) 12 (17,9%)
(n=67)
M Ilc 6 (16,2%)" 1 (2,7%) 3 (8,1%) 27 (72,9%)*
(n=37)

 p<0,001

En las tablas XV y XVI se muestran los resultados del analisis de la organizacion
cromosomica en la placa metafdsica en cada uno de los grupos experimentales respecto del
grupo control. Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
porcentaje de placas metafasicas de estructura normal en el grupo control respecto del
grupo de ovocitos congelados en VG (p<0,001) y consecuentemente se observaron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el porcentaje de placas metafasicas
de estructura anormal en el grupo control respecto del grupo de ovocitos congelados en VG
(p<0,001).

Asimismo se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar el
porcentaje de placas metafasicas de estructura normal en el grupo control respecto del
grupo de ovocitos congelados en M II (p<0,001). Igualmente se observaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar el porcentaje de placas metafasicas de estructura

anormal en el grupo control respecto del grupo de ovocitos congelados en M 11 (p<0,001).
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Tabla XV. Resultados del analisis de la organizacion cromosémica en la placa metafasica en el grupo de

ovocitos congelados en VG respecto del grupo control

Grupo Placa Placa Placa anormal
Experimental normal Ligeramente
anormal

Control 55 (82,0%) 5 (7,4%) 7 (10,4%)
(n=67)
VGc 2 (5,2%)* 0 (0%) 36 (94,7%)"
(n=38)

* p<0,001

Tabla XVI. Resultados del andlisis de la organizacion cromosdmica en la placa metafasica en el grupo de

ovocitos congelados en VG respecto del grupo control

Grupo Placa Placa Placa anormal
Experimental normal Ligeramente
anormal

Control 55 (82,0%) 5(7,4%) 7 (10,4%)
(n=67)
M Il 7 (18,8%)” 0 (0%) 30 (81,1%)*
(n=37)

#p<0,001

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros

al comparar los grupos de ovocitos congelados en uno y otro estadio entre si.
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3.7.4 Detalle de las anomalias del huso medtico en cada uno de los grupos

experimentales

e Ovocitos del grupo control

En el grupo control la mayoria de los ovocitos (48) presentaban un huso meidtico en forma
de barril con los cromosomas formando una placa ordenada en el ecuador del huso (Figura
11). Las anomalias en este grupo incluian: 2 ovocitos que presentaban un huso bien
estructurado con la mayoria de los cromosomas organizados y alguno desplazado del plano
ecuatorial (Figura 12), y 2 ovocitos en los que los cromosomas estaban dispersos por la
superficie del huso (Figura 13). Dos ovocitos que presentaban un huso aplanado en los
polos pero en los que los cromosomas formaban un grupo perfectamente ordenado en el
ecuador (Figura 14). Dos ovocitos que presentaban un huso aplanado en los polos y con
algiin cromosoma desplazado del plano ecuatorial, 2 en que a pesar de estar el huso
desestructurado la placa permanecia ordenada (Figura 15) y 1 ovocito con el huso muy
desestructurado y los cromosomas desorganizados (Figura 16). En 12 de los ovocitos el
huso estaba ausente, en 7 de ellos curiosamente los cromosomas permanecian juntos
formando un grupo ordenado, en 1 ovocito alguno de los cromosomas estaba desplazado
respecto al plano del resto del grupo y en los 4 restantes los cromosomas estaban

totalmente dispersos (Figura 17).
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9 um

Figura 11. Ovocito perteneciente al grupo control. Se aprecia una
estructura microtubular normal, en forma de barril con los polos
ligeramente aguzados y los cromosomas organizados formando una

placa compacta alineada en el plano ecuatorial del huso
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S um

Figura 12. Ovocito perteneciente al grupo control en el que se observa un huso
bien estructurado con la mayoria de los cromosomas organizados y alguno
(flecha) desplazado del plano ecuatorial
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9 um

Figura 13. Ovocito perteneciente al grupo control en el que se
observa un huso estructurado con los cromosomas dispersos

en su superficie
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S5 um

Figura 14. Ovocito perteneciente al grupo control en el que se observa
un huso aplanado en los polos pero en el que los cromosomas forman
un grupo ordenado en el ecuador. Es notable el corpusculo polar (CP)

fragmentado y de gran tamafio
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Figura 15. Ovocito perteneciente al grupo control en el que se
observa que a pesar de estar el huso desestructurado, la placa
metafésica continlia organizada en el plano ecuatorial de la
estructura. Son notables las fibras de tubulina que sobresalen del
huso (flechas)




2

Figura 16. Ovocito perteneciente al grupo control en el que se
observa un huso muy desestructurado (H) con los cromosomas
desorganizados pero unidos a la estructura
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Figura 17. Ovocito perteneciente al grupo control en el que
se observa la ausencia de tubulina y los cromosomas (Cr)

desorganizados pero formando un grupo
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Uno de los ovocitos de este grupo, fijado al igual que los demas tras la extrusion del
primer corpusculo polar, estaba detenido en anafase tardia o telofase de la primera division
meiodtica (Figura 18). Por esta razon fué excluido del estudio, ya que no era posible
discernir si en efecto el proceso meidtico se habia detenido o si habia sido fijado
prematuramente antes de haberse completado la extrusion del primer corpusculo polar.

En cualquier caso no se dispuso de informacion respecto a la morfologia del huso en

metafase I1.

e Ovocitos congelados en VG

En el grupo de ovocitos congelados en VG so6lo 2 ovocitos presentaban un huso bien
estructurado con los cromosomas condensados en el plano ecuatorial del huso (Figura 19).
Las anomalias incluian 7 ovocitos que presentaban husos severamente desestructurados,
tanto que en algunos casos solo se detectaban vestigios de tubulina (Figuras 20a, 20b y 20c)
y 29 ovocitos en los que el huso estaba ausente (Figuras 21a y 21b). Los cromosomas

estaban dispersos o bien formaban un apretado grupo pero eran difusos y poco definidos.

e Ovocitos congelados en M 11

En el grupo de ovocitos congelados en M II, 6 presentaban un huso en forma de barril con
los cromosomas organizados formando una placa compacta en el ecuador del mismo
(Figura 22a). En 3 de los 6 casos que se observo un huso de estructura normal, la tincion de
la tubulina con FITC resultd menos intensa (Figura 22b) y la tincion de la tubulina en las

imagenes tuvo que ser procesada digitalmente para aumentar la intensidad.
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Figura 18. Ovocito pereteneciente al grupo control presumiblemente
bloqueado en anafase tardia o telofase de la primera division meiodtica. En
la sucesion de cortes Opticos se observan vestigios del huso (H) y la

extrusion incompleta del corpusculo polar (CP)
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Figura 19. Ovocito perteneciente al grupo de VG en el que se
observa un huso bien estructurado con los cromosomas condensados

en el plano ecuatorial del huso
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Figura 20. a) Ovocito perteneciente al grupo de
VG, en el que se observa un huso desorgannizado
con los cromosomas dispersos en su superficie
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Figura 20. b) Ovocito perteneciente al grupo de VG
en el que se observan vestigios de tubulina y los
cromosomas unidos a ella formando un grupo
desordenado
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Figura 20. c¢) Ovocito perteneciente al grupo de VG en el que se
observan vestigios de tubulina y los cromosomas unidos a ella
formando un grupo difuso
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Figura 21. a) Ovocito perteneciente al grupo de VG en el que se observa
la ausencia de huso y los cromosomas (Cr), poco definidos, formando un

grupo (flecha). Es notable la presencia de tubulina en el corpusculo polar
(CP)
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Figura 21. b) Ovocito perteneciente al grupo de VG en el que se observa
la ausencia de huso y los cromosomas (Cr), poco definidos, formando un
grupo compacto. Es notable la presencia de tubulina en el corpusculo polar (CP)
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Figura 22. a) Ovocito perteneciente al grupo de MII. en el que se observa un
huso en forma de barril con los cromosomas organizados formando una placa
compacta en el ecuador del mismo
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Figura 22. b) Ovocito perteneciente al grupo de MII. en el que se
observa un huso en forma de barril con los cromosomas organizados
formando una placa compacta en el ecuador del mismo. Se destaca la
baja intensidad de la tincion de la tubulina con FITC, a pesar de que
la imagen fué procesada digitalmente para aumentarla
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Un ovocito presentaba una placa metafasica perfectamente alineada pero el huso
estaba notablemente reducido en su dimensién longitudinal, con los polos aplanados
(Figura 23). También en este caso la tincion de la tubulina con FITC resulté menos intensa.

Tres ovocitos presentaban husos severamente desestructurados, en uno de ellos s6lo
se detectaban vestigios de tubulina y los cromosomas estaban desorganizados o bien
formaban un grupo (Figura 24). En 27 de los ovocitos congelados en M 1I el huso estaba
ausente, y al igual que en el grupo de ovocitos congelados en VG los cromosomas estaban
dispersos o bien formaban un grupo discreto (Figura 25). En uno de estos ovocitos se

observaba en la corteza una densa red de tubulina polimerizada (Figura 26).
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3 um

Figura 23. Ovocito perteneciente al grupo de MII en el
que se observa la placa metafasica perfectamente alineada
pero en el que el huso esta notablemente reducido en su

dimension longitudinal, con los polos aplanados
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5 um

Figura 24. Ovocito perteneciente al grupo de MII en el que se observan

solo vestigios de tubulina (flechas) y los cromosomas formando un grupo.

Se destaca la baja intensidad de la tincion de la tubulina con FITC
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Figura 25. Ovocito perteneciente al grupo de MII. en el que se observa
la ausencia de tubulina y los cromosomas desorganizados. Es destacable
la presencia de tubulina tefiida en el cor pusculo polar (ver recuadro)




Figura 26. Ovocito perteneciente al grupo de MII. en el que se
observa la presencia de una densa red de tubulina polimerizada en
la zona cortical del ovocito (Figura 29)




Discusion

4. DISCUSION

La criopreservacion rutinaria de ovocitos es una de las herramientas de las que ain carece
el laboratorio de reproduccion asistida. Tal como se mencionara en la introduccion disponer
de un protocolo de congelacion fiable, reproducible y eficiente contribuiria a resolver
diversas situaciones clinicas.

Los publicaciones iniciales acerca de embarazos obtenidos en humanos a partir de
ovocitos congelados (Chen, 1986; Van Uem y col., 1987; Al-Hasani y col., 1987) fueron
recibidos con entusiasmo. Sin embargo la evaluacion de los efectos de los diversos pasos
involucrados en un protocolo de congelacion-descongelacion sobre las estructuras del
ovocito, crearon una vision pesimista acerca de las posibilidades reales de aplicacion de la
técnica. En particular sobre la funcionalidad de la zona pelucida, cuya consecuencia directa
eran las bajas tasas de fecundacion obtenidas y la integridad del huso meidtico y la placa
metafasica, que llevé a plantear el riesgo que suponia la fecundacion de ovocitos
previamente congelados en lo que se refiere a induccion de aneuploidias en los embriones
resultantes (Trounson, 1986).

Diez afios mas tarde, el desarrollo de la ICSI (Palermo, 1992) ha dado un nuevo
impulso a la criopreservacion de ovocitos, al obtenerse incrementos notables en las tasas de
fecundacion de ovocitos criopreservados (Gook y col., 1995; Kazem y col., 1995).
Recientemente se han producido nuevos embarazos y el nacimiento de nifios sanos, todos
ellos gracias a la aplicacion de la ICSI (Porcu y col., 1997a; Porcu y col., 1997b; Fabbriy
col., 1998; Tucker y col., 1998; Polak de Fried y col., 1998; Young y col., 1998; Porcu y

col.,, 1999) en ovocitos criopreservados utilizando un protocolo de congelacion lenta y
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descongelacion rapida y PROH como crioprotector. Sin embargo la eficiencia del
procedimento contintia siendo muy baja (Mandelbaum y col., 1998).

La investigacion acerca de los efectos de la criopreservacion sobre los ovocitos
humanos es de gran importancia para la comprension de los pobres resultados obtenidos
hasta el momento con ésta técnica. Los ovocitos humanos maduros son un bien escaso y la
disponibilidad de material para experimentacion es casi nula. Consecuentemente una gran
parte de la investigacion se ha realizado en modelos animales, si bien la extrapolacion de
informacion entre especies no es siempre posible. La utilizacion de ovocitos inseminados y
no fecundados no representa en este caso un modelo valido, ya que han sido descritas
alteraciones del huso meidtico como consecuencia del envejecimiento en cultivo (George y
col., 1996).

En este trabajo se han utilizado ovocitos provenientes de un programa de FIV-ICSI,
obtenidos en profase I y donados por las pacientes para este estudio. Los ovocitos obtenidos
en este estadio no suelen ser utilizados para la microinyeccion espermatica. En condiciones
apropiadas de cultivo los ovocitos en profase I progresan hasta el estadio de metafase II.
Sin embargo, siempre que exista un numero suficiente de ovocitos en metafase Il y I, los
ovocitos obtenidos en profase I son descartados ya que la inseminacién de ovocitos
madurados in vitro suele dar pobres resultados.

En la primera fase de este trabajo se procediod a la validacion del modelo de estudio,

es decir de ovocitos obtenidos en VG y madurados in vitro hasta M I1.
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4.1 Validacion del modelo de estudio

4.1.1 Analisis citogenético de los ovocitos madurados in vitro

La mayoria de los estudios citogenéticos se han realizado en los ovocitos no fecundados
provenientes de programas de FIV. La incidencia de anomalias cromosomicas en ovocitos
publicada en la literatura varia en un rango muy amplio que va de 8% a 59,6% con un
promedio de 28,2% que incluye: un 6,6% que corresponde a hiperhaplodias, un 13,7% a
hipohaploidias, un 12,9% a diploidias y un 3,1% a alteraciones estructurales (Boiso y col.,
1997). La alteracion mas comun es la aneuploidia, cuyos porcentajes también varian
notablemente en la literatura, con un promedio de 20,3% (Boiso y col., 1997), reflejando
diferencias en el protocolo de fijacion utilizado, problemas técnicos inherentes a la técnica
y sobretodo variaciones en el calculo de la tasa de aneuploidias.

Casi todos los protocolos de fijacion derivan del desarrollado por Tarkowski (1966)
para embriones y ovocitos de raton. Los problemas técnicos propios de esta técnica
incluyen la superposicion de cromosomas en la extension que impide el correcto contaje de
cromosomas y la dispersion excesiva o pérdida de los mismos que da como resultado una
falsa hipohaploidia. Es por esta razéon que no todas las preparaciones son aptas para el
analisis. Teniendo en cuenta que la pérdida artefactual de cromosomas llevaria a una
estimacion erronea de la tasa de hipohaploidias, muchos autores calculan la tasa de
aneuploidias duplicando la tasa de hiperhaploidias. Este es el método que se utilizo en este
estudio.

En nuestra experiencia, ninguno de los 47 ovocitos analizados presentaba diploidia.

Ello es debido a que los ovocitos que exhibian dos vesiculas germinales fueron excluidos
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del estudio y a que la extrusion del primer corptisculo polar era un prerequisito
experimental. No se observaron corpusculos polares nulisémicos.

En el 85% de las preparaciones los cromosomas del corpusculo polar eran visibles
(Figura 27), y en 30% de las preparaciones podian contarse, verificindose en ellas un
numero haploide de cromosomas.

No se observo fragmentacion en los cromosomas del ovocito en las preparaciones
analizadas. En un estudio anterior realizado en ovocitos no fecundados en nuestro
laboratorio (Veiga y col., 1987) un 4.3% de los ovocitos analizados presentaba
fragmentacion cromosomica. Es posible que la fragmentacion sea producto del
envejecimiento in vitro, ya que no se observd en los ovocitos fijados inmediatamente
después de la extrusion del primer corpusculo polar.

La tasa de hiperhaploidias de los ovocitos madurados in vitro en liquido folicular,
fué de 10.6%, comparable al 7.7% publicado por Veiga y col. (1987).

La tasa de aneuploidias en el presente estudio calculada duplicando el porcentaje de
hiperhaploidias, fué del 21.2%, una cifra que no difiere mayormente de la tasa observada en
ovocitos no fecundados (Bongso y col., 1988; Pellestor y Sele, 1988; Ma y col., 1989;
Macas y col., 1990; Tarin y col., 1991, Benkhalifa y col, 1996).

Estos datos sugieren que la maduracion in vitro de ovocitos no induce per se un tasa
mayor de anomalias cromosomicas.

No se ha encontrado en la literatura otro estudio que relacione maduracion in vitro
de ovocitos (de ciclos estimulados o no estimulados) y citogenética, y por lo tanto no

pueden establecerse comparaciones.
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Figura 27. Extension cromosomica correspondiente a un ovocito madurado in
vitro en la que se aprecian los cromosomas del corpusculo polar (CP) y los del
ovocito (O)
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4.1.2 Analisis mediante FISH de los ovocitos madurados in vitro

La ventaja del analisis de ovocitos mediante FISH sobre el citogenético es que permite la
identificacion de cromosomas especificos, pero ademds posibilita el andlisis de los
cromosomas del corpusculo polar del ovocito ya que por lo general, y si el ovocito no es
fijado pocas horas después de la estrusion del corpusculo polar, degeneran tempranamente
y no pueden ser analizados por citogenética. Si se registra una hipohaploidia en el ovocito
el cromosoma faltante deberia detectarse en el corptsculo polar. De esta manera pueden
diferenciarse las pérdidas cromosomicas artefactuales de las aneuploidias reales.

Dos mecanismos han sido propuestos para la formacién de aneuploidias en ovocitos
humanos. La teoria clasica es la de no disyuncion de cromosomas bivalentes durante la
meiosis I. Por su parte Angell (1991) ha propuesto la separacion prematura de cromatides
hermanas (predivision) durante la meiosis I como mecanismo inductor de aneuploidias.

Ovocitos en metafase II madurados in vivo (incluyendo ovocitos frescos y ovocitos
no fecundados) fueron analizados por Dailey y col. (1996) utilizando 3 sondas para los
cromosomas X, 18 y 13/21. La tasa calculada de aneuploidias para estos cromosomas fué
de 4,9% en mujeres menores de 35 afos, 11,5 % entre 35 y 39 afios y de 29,8% en mujeres
mayores de 40 afios. De acuerdo con el estudio de Dailey y col. (1996) ambos mecanismos
contribuirian a la formaciéon de aneuploidias pero solo la no-disyuncion de bivalentes
aumentaria significativamente con la edad.

En un estudio realizado por Munné y Marquez (1997) en el que se analizaron
ovocitos no fecundados de un programa de FIV en funcién de la edad materna, mediante
sondas para los cromosomas X, 13, 16, 18 y 21 se llegd a las mismas conclusiones. La tasa

de aneuploidias determinada para las pacientes menores de 35 afios para estos cromosomas
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fué¢ de 10,7%, entre 35 y 39 afios del 18,2% y por encima de 40 afios del 31,3%. El
cromosoma 16 era el que presentaba la mayor frecuencia de aneuploidias.

Con el objeto de establecer comparaciones con nuestro propio trabajo, se
recalcularon las tasas de aneuploidia publicadas por Munné y Marquez (1997) para los
mismos cromosomas analizados en el presente estudio. De este modo la tasa de
aneuploidias calculada para los cromosomas X, 18 y 16 en las pacientes menores de 35
afios resulto de 7,1%, entre 35 y 39 afos de 18,1% y por encima de 40 afios de 18,7%.

En el presente estudio, el andlisis de 55 ovocitos madurados in vitro mediante
sondas para los cromosomas X, 16 y 18 revel6 un porcentaje total de anomalias de 24%. El
porcentaje observado de aneuploidias fué¢ de 7%, correspondiendo 5% a aneuploidias
producto de la no-disyunciéon y 2% a predivision no balanceada de cromatides hermanas.

El nimero relativamente reducido de ovocitos estudiado no permite realizar un
analisis por grupos de edad. Sin embargo la tasa de aneuploidias observada es comparable a
la correspondiente a mujeres menores de 35 afios en los estudios mencionados
anteriormente. Cabe recordar que la media de edad de pacientes incluidas en el grupo
control del presente estudio fu¢ de 33,4 afos.

Por otro lado, la tasa de predivision balanceada (es decir de cromatides
espacialmente separadas pero ambas presentes en la metafase) en nuestro estudio fué del
15%, comparable al 14,9% observado en el estudio de Dailey y col. (1996) antes
mencionado, para mujeres menores de 35 afios.

Estos resultados corroboran los obtenidos mediante estudio citogénetico discutidos
en el parrafo anterior en cuanto a que la maduracion in vitro no incrementa

significativamente las anomalias cromosomicas, lo que permite suponer que el proceso
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meiotico ocurre in vitro con normalidad y que los ovocitos madurados in vitro constituyen

un modelo valido de estudio.

4.2 Maduracion in vitro de los ovocitos

Los ovocitos utilizados en este estudio fueron recuperados en VG y madurados en cultivo
hasta M I1.

En los ciclos de estimulacion hormonal para FIV alrededor del 10% de los ovocitos
son recuperados en profase I a pesar haber sido expuestos a dosis ovulatorias de HCG 36
horas antes de la aspiracion. Si se ha obtenido un numero suficiente de ovocitos maduros y
una vez inseminados la tasa de fecundacion es elevada, los ovocitos inmaduros suelen
descartarse. El motivo por el cual no se utilizan es que si bien suelen reiniciar la meiosis
espontaneamente en cultivo (Edwards, 1965) las tasas de fecundacion y desarrollo in vitro
de los embriones obtenidos a partir de estos ovocitos son muy bajas (Veeck y col., 1983), si
no son cultivados en condiciones especiales (Nagy y col., 1996; Liu y col., 1997; Jaroudi y
col., 1997; Coskun y col., 1998; Jaroudi y col., 1999) que permitan no s6lo la maduracion
nuclear sino también la citoplasmatica.

El cultivo en liquido folicular ha sido empleado exitosamente en la maduracién in
vitro de ovocitos recuperados en VG a partir de ovarios ooforectomizados no estimulados
hormonalmente (Cha y col., 1991). El cultivo en liquido folicular proveniente de foliculos
que contenian ovocitos maduros fué el sistema utilizado en este estudio para llevar a cabo
la maduracion in vitro de ovocitos. El liquido folicular mimetizaria las condiciones
intrafoliculares in vivo proporcionando un ambiente de desarrollo 6ptimo. Sin embargo su

utilizacion para la aplicacion clinica estaria desaconsejada por dos razones principales: por
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el riesgo de producir contaminaciones cruzadas que comporta al tratarse de un elemento
biologico y por incorporar al medio una variedad de elementos desconocidos que no
permiten estandarizar quimicamente la composicion del mismo (Smitz y Cortvrindt, 1999).

Es por eso que su aplicacion se limitaria al &mbito experimental.

4.2.1 Tiempo necesario de cultivo y tasa de maduracion in vitro de los ovocitos

En el presente estudio, el analisis estadistico de el tiempo necesario de cultivo en liquido
folicular para alcanzar el estadio de M II in vitro de los ovocitos obtenidos en VG, no
reveld diferencias significativas al comparar cada uno de los grupos entre si. El tiempo
promedio requerido fué de 28,1 horas en el grupo control, de 26,4 horas en el grupo de
ovocitos congelados previamente en VG y madurados posteriormente, y de 32,2 horas en el

grupo de ovocitos madurados previamente y congelados en M 1I.

e Maduracion in vitro de los ovocitos del grupo control

En la tabla XVII se detallan los diversos estudios de maduracién in vitro publicados
realizados con ovocitos inmaduros (obtenidos en VG), indicando si provienen de pacientes
a las cuales se habia suministrado estimulacion hormonal o no (o si presentaban una
patologia en particular, como en el caso de las pacientes con PCOS), los sistemas de cultivo
in vitro utilizados asi como los componentes afiadidos (EGF, HMG, etc.) para madurarlos,

el tiempo que se mantuvieron en cultivo y la tasa de maduracion .
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Tabla XVII. Resultados de maduracion in vitro de ovocitos de acuerdo a diferentes autores

Origen Cultivo Tiempo %Maduracion | Referencia
ONE Liq. Folicular [32-42h 55,8 Cha, 1991
ONE EGF 48 h 16,7 Gomez, 1993
OE EGF 48 h 87,5 Gomez, 1993
ONE (PCO) HMG,HCG, 23-25h 60 Trounson, 1994

E, 48-54 h 81
OE Cel. Vero 30h 82,4 Janssenswillen,
1995
OE HMG,HCG, 24 h 76,5 Van der
E, 48 h 82,4 Linden, 1995
ONE (PCO) FSH,HCG, 36-48 h 67 Barnes, 1996
E,
ONE FSH, HCG, E, |48h 77,7 Knezevich,
1996
OE Cel. Cumulo 30 h 64 Nagy, 1996
ONE FSH o HMG,|52h 61,5 Russell, 1997
HCG, E,
OE HMG,HCG 44 h 66 Coskun, 1998
OE FSH, HCG, E, |30h 81,8 Goud, 1998
EGF

OE: Ovarios estimulados

ONE: Ovarios no estimulados

PCO: Ovarios Poliquisticos

Como puede observarse en la literatura citada, las tasas de maduracion oscilan entre
un 60% y un 80% independientemente del origen de los ovocitos o del sistema de cultivo in
vitro elegido, con la excepcion de uno de los estudios (Gomez y col., 1993). Estos valores
no difieren mayormente de las tasas de maduracion observadas en el presente estudio en el
que la tasa de maduracion para el grupo control fué de 72,5%, lo que indica que si bien el
cultivo en liquido folicular provee un ambiente apropiado para la maduracion ovocitaria, la
utilizacion de un elemento bioldgico con los riesgos que comporta, no representa una

ventaja sobre los medios de cultivo sintéticos a los que se afiaden hormonas y/o factores de

crecimiento.
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Aparentemente, los ovocitos provenientes de ovarios previamente estimulados con
gonadotrofinas, requeririan de un tiempo de cultivo menor para alcanzar el estadio de M II
que los ovocitos provenientes de ovarios no estimulados (Gomez y col., 1993; Toth y col.,
1994b). Tras 30 horas de cultivo la mayor parte de los ovocitos provenientes de ovarios
estimulados se encontrarian en M II, en la mayoria de los trabajos publicados. Esta
observacion es coincidente con los hallazgos de nuestro estudio en cuanto al tiempo

promedio de cultivo necesario para alcanzar el estadio de M II.

e Maduracion in vitro de los ovocitos congelados en VG
En la tabla XVIII se indican ademas de los parametros incluidos en la tabla X VI, la tasa de

maduracion de los ovocitos previamente congelados en estadio de VG.

Tabla XVIII. Resultados de maduracion in vitro de ovocitos previamente congelados en VG de acuerdo a

diferentes autores

Origen Cultivo Tiempo %Maduracion | %Maduracion Referencia
controles criopreservados

OE Ham F-10 24 h 74,8 83,3 Toth, 1994 a

ONE Ham F-10 24 h 46,4 27,3 Toth, 1994 b

ONE HMG, HCG 48 h 76,8 59,3 Son, 1996

OE: Ovarios estimulados

ONE: Ovarios no estimulados

Como puede verse en la tabla XVIII el proceso de criopreservacion parece reducir
la capacidad de maduracion de los ovocitos inmaduros obtenidos de ovarios no estimulados
(Toth y col., 1994b; Son y col., 1996). De acuerdo con Toth y col. (1994b), esto podria

deberse al hecho de que en la cohorte de ovocitos recuperados de ovarios no estimulados
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pueden estar incluidos ovocitos que no hubieran madurado en un ciclo ovulatorio normal y
que estaban destinados a la atresia. Por lo tanto estos ovocitos podrian ser mas susceptibles
al dafio crioinducido o tener un potencial de maduracion reducido.

Sin embargo la criopreservacion no parecer afectar la capacidad de maduracion de
ovocitos congelados en VG obtenidos a partir de ovarios estimulados (Toth y col., 1994a).
En el presente estudio no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
ovocitos que alcanzo el estadio de M Il in vitro al comparar los ovocitos del grupo control
(72,5%) con los ovocitos congelados en estadio de VG (72,7%). EI hecho de que no se
observen diferencias significativas en el tiempo requerido para la extrusiéon del primer
corpusculo polar antes y después de la congelacion, ni en las respectivas tasas de
maduracion indicaria que el proceso de criopreservacion en VG no afecta la capacidad de
los ovocitos para reiniciar la progresion meiotica hasta M I1.

Ocho de los 10 ovocitos expuestos al crioprotector en estadio de VG sin
congelacion alcanzaron el estadio de M II tras el cultivo in vitro, lo que parece indicar que

la exposicion a PROH no altera la capacidad de maduracion de los ovocitos.

4.3 Criopreservacion de los ovocitos

4.3.1 Activacion partenogenética como consecuencia de la exposicion a PROH

De acuerdo con Shaw y Trounson (1989), los reactivos que poseen un grupo -OH son
potentes activadores partenogenéticos de los ovocitos de mamifero. Estos investigadores
determinaron que la exposicion de ovocitos de raton a PROH resultd en la activacion

partenogenética del 87% de los ovocitos expuestos (Shaw y Trounson, 1989).
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Gook y col. (1995a) expusieron ovocitos humanos en M Il a PROH con y sin
criopreservacion, encontrando que la exposicion al crioprotector por si sola no producia
activacion partenogenética, mientras que en los ovocitos criopreservados con PROH el
porcentaje de activacion era del 27%.

Las diferencias observadas en el porcentaje de activacion partenogenética entre
especies ponen de manifiesto que si bien la utilizacion de modelos animales es necesaria,
los datos obtenidos a partir de tales modelos no son siempre extrapolables a la especie
humana.

En el presente estudio el porcentaje de activacion espontinea en cultivo,
evidenciada por la aparicion de un prontcleo, fué de 3,4 % en el grupo de ovocitos control,
0% en el grupo de ovocitos congelado en VG germinal y madurado posteriormente y de
2.4% en el grupo de ovocitos madurados hasta M II y congelados posteriormente. Este
ultimo valor es mucho mas bajo que el referido por Gook y col. (1995a) para ovocitos
congelados en M II.

No se observo activacion partenogenética en los ovocitos expuestos a la solucion
crioprotectora en estadio de VG o de M II sin congelacion. Por lo que puede concluirse
que no existe riesgo aumentado de activacion partenogenética tras la exposicion de ovocitos

humanos a soluciones crioprotectoras conteniendo PROH con o sin congelacion.

4.3.2 Supervivencia morfoldgica a la congelacion

Todos los ovocitos expuestos a las soluciones crioprotectoras sin congelacion en uno y otro
estadio, sobrevivieron al proceso de incubacion, lo que indica que el agente crioprotector de

por si no afecta la supervivencia ovocitaria a la congelacion.

113



Discusion

e Supervivencia de los ovocitos congelados en VG

La supervivencia de ovocitos congelados en estadio de VG y M Il en DMSO fué
comparada por primera vez por Mandelbaum y col. (1988), encontrando que la tasa de
supervivencia era similar en ambos estadios, 37% y 36% respectivamente. Sin embargo, el
porcentaje de ovocitos en VG que maduraron después de descongelados (20%) fué mucho
menor que el de los controles (50%).

Mas recientemente, Toth y col. (1994a) criopreservaron ovocitos obtenidos en VG
en ciclos de FIV. Los ovocitos fueron criopreservados usando PROH como crioprotector y
un protocolo de congelacion lenta, obteniéndose una tasa de supervivencia del 59%. Las
tasas de maduracion (asi como las de fecundacion y desarrollo hasta blastocisto) fueron
similares a las del grupo control.

Los mismos autores (Toth y col., 1994b) criopreservaron ovocitos obtenidos en VG
en ciclos no estimulados con el mismo protocolo, obteniéndo tasas de supervivencia y
maduracion mas bajas (43% y 27% respectivamente) tal como se sefalara en 4.2.1.

En un estudio posterior, ovocitos provenientes de ovarios no estimulados fueron
criopreservados, con un protocolo de congelacion lenta usando PROH como agente
crioprotector, y madurados in vitro. La tasa de supervivencia a la congelacion del grupo
experimental fué del 55%. Las tasas de maduracion, fecundacion y desarrollo in vitro
resultaron significativamente mas bajas que las del grupo control (Son y col., 1996).

En la tabla XIX se detalla la literatura publicada relativa a la tasa de supervivencia
morfologica utilizando protocolos de congelacion lenta y PROH como agente crioprotector
para la congelacion de ovocitos en VG, indicando el origen de los ovocitos y el ntimero

incluido en cada estudio.
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Tabla XIX. Resultados de supervivencia morfologica para la congelacion de ovocitos en VG utilizando un

protocolo de congelacion lenta y PROH de acuerdo a diferentes autores

Origen Ne % Superv. | Referencia
OI-OE 123 59 Toth, 1994a
OI-ONE 95 43 Toth, 1994b
OI-ONE 98 55 Son, 1996
OI-OE 16 44 Tucker, 1998b

OI: ovocitos inmaduros (VG)
OE: Ovarios estimulados

ONE: Ovarios no estimulados

En el presente estudio se congelaron mediante un protocolo de congelacion lenta y
utilizando PROH como agente crioprotector 90 ovocitos en estadio de VG siendo la
supervivencia en este grupo de 73,3%.

Las tasas de supervivencia en la literatura publicada (Tabla XIX) presentan un
rango que va de 43 a 59%, valores inferiores a la tasa de supervivencia observada en
nuestro estudio siguiendo la misma metodologia. De ello se deduce que en la realizacion
del presente estudio se utilizd un protocolo de congelacion con resultados que superan en
cuanto a supervivencia los de la literatura publicada.

En nuestro estudio se observd una diferencia estadisticamente significativa al
comparar las tasas de supervivencia de uno y otro grupo, lo que indicaria que los ovocitos
congelados en estadio de vesicula germinal son aparentemente mas resistentes al dafo

crioinducido que los ovocitos criopreservados en metafase II.
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Tucker y col. (1998b) llegan a similares conclusiones utilizando el mismo crioprotector
y un protocolo de criopreservacion similar, si bien en esa publicacion el numero de

ovocitos congelados en VG es muy reducido.

e Supervivencia de los ovocitos congelados en M II

En la tabla XX se detalla la literatura publicada relativa a la tasa de supervivencia
morfoldgica utilizando protocolos de congelacion lenta y PROH como agente crioprotector
para la congelacion de ovocitos en M II indicando el origen de los ovocitos y el nimero

incluido en cada estudio.

Tabla XX. Resultados de supervivencia morfologica para la congelacion de ovocitos en M II utilizando un

protocolo de congelacion lenta y PROH de acuerdo a diferentes autores

Origen N° % Superv. | Referencia
OM 6 66 Trounson, 1986
OM 66 31 Al-Hasani, 1987
OM 16 62 Todorow, 1989
NF 12 25 Todorow, 1989
OM ¢/C 33 55 Imoedemhe, 1992
OM s/C 30 27 Imoedemhe, 1992
OM ¢/C 131 69 Gook, 1993
OM s/C 48 48 Gook, 1993
OM 134 41 Gook, 1994
OM 20 95 Gook, 1995b
OM 220 34 Kazem, 1995
OM 375 60 Porcu, 1997a
OM 241 31 Tucker, 1998b
OM 129 51 Borini, 1998
OM 335 56 Antinori, 1998
OM 120 57.5 Yang, 1999
OM 1502 54.1 Porcu, 1999

NF: ovocitos maduros procedentes de FIV, no fecundados ¢/C:con cimulo

OM: ovocitos maduros (M II) s/C: sin cumulo
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Ovocitos en M II han sido criopreservados por un gran nimero de autores (ver tabla
XX), utilizando para ello principalmente protocolos de congelacion lenta y PROH como
crioprotector al igual que en el presente estudio, observandose grandes variaciones en los
porcentajes de supervivencia, con un rango muy amplio que oscila entre 25 y 95%, lo que
dificulta las comparaciones con la obtenida para los ovocitos congelados en M II en nuestro
estudio. Las variaciones en los porcentajes de ovocitos supervivientes al proceso de
congelacion podrian atribuirse a fluctuaciones en la calidad de los ovocitos criopreservados
(Gook y col.,1994).

En el presente estudio se congelaron mediante un protocolo de congelacion lenta y
utilizando PROH como agente crioprotector 147 ovocitos en estadio de M II con una tasa
de supervivencia de 55,7%.

Comparando nuestros datos con los valores obtenidos en los estudios mas recientes
(Porcu y col., 1997a; Borini y col., 1998; Antinori y col., 1998; Yang y col., 1999; Porcu y
col., 1999b) y siguiendo la misma metodologia, se observa similitud en el porcentaje de
ovocitos que sobreviven a la criopreservacion en M 1II en el presente trabajo. De ello se
deduce que en la realizacion del presente estudio se utilizo un protocolo de congelacién con

resultados equiparables a los de la literatura publicada.

4.3.3 Efecto de la criopreservacion sobre la estructura del huso meiético

4.3.3.1 La estructura del huso meidtico en el grupo control

En nuestra experiencia, la mayoria de los ovocitos en metafase II madurados in vitro

correspondientes al grupo control (71,6%), analizados mediante microscopia confocal,
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presentaba un huso de morfologia normal con microtibulos formando una estructura en
forma de barril, los polos ligeramente aguzados y los cromosomas organizados en una
placa compacta alineada en el plano ecuatorial del huso, tal como habia sido descrito
previamente en ovocitos huemanos por otros autores mediante microscopia de
fluorescencia (Pickering y col., 1988; Pickering y col., 1990) o microscopia confocal
(Almeida y Bolton, 1995; George y col., 1996). En todos los casos el huso estaba
localizado en la periferia del ovocito, orientado radialmente y con el eje longitudinal
perpendicular a la membrana plasmatica del mismo.

Durante las primeras observaciones de ovocitos del grupo control se establecieron
criterios estrictos en cuanto a la morfologia del huso y de la placa metafasica (ver 3.7.1); asi
anomalias menores que podrian carecer de importancia desde el punto de vista funcional se
categorizaron como “ligeramente anormales”: el huso se consider¢ “ligeramente anormal”
cuando presentaba polos redondeados o estaba reducido en la dimension longitudinal. La
placa metafasica se considerd “ligeramente anormal” cuando mostraba algiin cromosoma
fuera del plano ecuatorial, rasgo que algunos autores consideran un efecto de la rotacion del
huso respecto al plano de observacion y no una anomalia.

De acuerdo a los criterios establecidos inicialmente, el huso se consider6 anormal
cuando la estructura microtubular mostraba discontinuidades, estaba severamente
desestructurada o ausente. La organizacién cromosomica se considerdé anormal cuando
presentaba dispersion cromosdmica severa o cromosomas difusos formando un grupo
discreto pero de forma poco definida. En 3 del total de 67 (4,4%) ovocitos estudiados en el
grupo control el huso presentaba anomalias estructurales severas y en 12 de ellos (17,9%)
el huso estaba ausente a pesar de que todas las manipulaciones se habian realizado

cuidadosamente a 37°C, evitando someterlos a fluctuaciones de temperatura, teniendo en
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cuenta la observacion de que la exposicion transitoria de ovocitos humanos a temperatura
ambiente causa dafios irreversibles al huso meiotico (Pickering y col., 1990; Almeida y
Bolton, 1995). En la mayoria de ellos (7) los cromosomas permanecian juntos formando
un grupo ordenado, en 1 ovocito alguno de los cromosomas estaba desplazado respecto al
plano de la placa y en 4 los cromosomas estaban dispersos, lo que parece confirmar la
observacion de Almeida y Bolton (1995) acerca de que las anomalias del huso inducidas
por descensos transitorios de la temperatura no estdn asociadas necesariamente con la
dispersion cromosomica. Sin embargo, los efectos de tales descensos podrian no ser obvios
hasta el momento de la fecundacion y reinicio de la segunda meiosis (Pickering y col.,
1990; Almeida y Bolton, 1995).

Otros investigadores han observado la ausencia de huso en ovocitos frescos no
sometidos a ningln tratamiento (Pickering y col., 1988; Gook y col., 1993) en los que los
cromosomas permanecian juntos formando un grupo. Al igual que en nuestro caso, el
procesamiento y andlisis de ovocitos en los que se observd la ausencia de microtibulos se
realizd simultaneamente con otros en los que si se detectaron, por lo que no puede
atribuirse la no deteccion a un fallo de la técnica de inmuno-tincidén. Por otra parte, en
nuestro estudio se observd que gran parte de los ovocitos (tanto si se detectaban
microtibulos como si no) presentaba tincion de la tubulina del corpusculo polar o bien de
las células de la corona remanentes unidas a la zona pelucida.

En contraste con nuestros resultados, Zenzes y col. (1997) encontraron una alta
proporcion (46%) de ovocitos obtenidos en VG en ciclos de FIV que tras ser madurados in
vitro presentaban de 1 a 3 cromosomas desalineados con respecto al plano de la placa
metafasica, de un total de 39 ovocitos analizados por microscopia de fluorescencia. Estos

autores atribuyen la alta incidencia de anomalias a que se trata de una poblacion
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seleccionada de mujeres infértiles y con una media de edad avanzada. Sin embargo, la
media de edad en el trabajo mencionado era de 32,9 afos, un numero que no difiere
mayormente de la media de edad de pacientes incluidas en el grupo control del presente
estudio, que fué de 33,4 afios.

Baka y col.(1995) determinaron mediante microscopia de fluorescencia
convencional que en ovocitos madurados in vitro de ciclos estimulados la proporcion de
husos que presentaban una estructura normal era del 83,8%.

Coincidiendo con nuestros resultados un pequefio porcentaje (8%) de estos ovocitos
presentaba anomalias estructurales del huso en ausencia de desorganizacion cromosomica.

Durante la realizacion del presente estudio, se llevo acabo la publicacion de un
estudio similar pero en ovocitos obtenidos en VG procedentes de ovarios no estimulados,
utilizando para ello microscopia confocal al igual que en nuestro caso. La tasa de ovocitos
que presentaban anomalias en el grupo de ovocitos madurados in vitro fué del 22,2% Park

y col. (1997).

4.3.3.2 La estructura del huso meiodtico en los ovocitos expuestos al crioprotector en

estadio de vesicula germinal y de metafase II sin congelacion

Si bien se trata de un grupo reducido de ovocitos, los datos parecen indicar que la solucion
crioprotectora per se no induce anomalias en la estructura del huso meidtico de los ovocitos
en uno u otro estadio. Ninguno de los 8 ovocitos en VG o de los 10 ovocitos en M 11
estudiados, expuestos previamente al agente crioprotector sin congelacion presentaba
anomalias del huso. Por el contrario el PROH aparentemente ejerceria un efecto

estabilizador de la estructura por cuanto no se observaron anomalias tras la exposicion, aun
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cuando esta se realizO a temperatura ambiente. Siendo conocidos los efectos sobre la
estructura del huso meidtico de la exposicion transitoria de ovocitos humanos a temperatura
ambiente (Pickering y col., 1990; Almeida y Bolton, 1995).

Gook y col.(1993) encontraron en los ovocitos en M II expuestos a las soluciones
crioprotectoras que el 63% de los ovocitos presentaba una estructura del huso normal frente
aun 81% en los controles.

Nuestros resultados son coincidentes con los de Park y col. (1997) para ovocitos en
VG expuestos a soluciones crioprotectoras conteniendo PROH no sometidos a congelacion.
Estos autores no encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
tasas de anomalias en la estructura de el huso meidtico de ovocitos expuestos a PROH en

estadio de VG respecto del grupo control.

4.3.3.3 La estructura del huso meidtico en el grupo de ovocitos congelados en estadio

de vesicula germinal

En el estadio de vesicula germinal, la cromatina del ovocito esta descondensada y protegida
dentro del nucleo y unos pocos focos de tubulina polimerizada se encuentran en la region
perinuclear (Gallicano y col., 1994; Battaglia y col.,, 1996a; Kim y col.,, 1998).
Consecuentemente, al plantear este estudio se hipotetizaba que los ovocitos criopreservados
en este estadio temprano resistirian mejor el dafio crioinducido al huso meidtico que los
ovocitos criopreservados en metafase II. Estudios previos realizados en ratones indicaban
que en esta especie la criopreservcion de ovocitos inmaduros en VG no afecta
significativamente la estructura del huso meiotico tras la maduracion in vitro (Van der Elst

y col., 1992).
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Sorprendentemente nuestros resultados demuestran lo contrario, tan s6lo un 5,2% de
los ovocitos analizados criopreservados en VG presentaba un huso bien estructurado con
los cromosomas condensados en el plano ecuatorial del huso, en contraste con 71,6% en el
grupo control. El numero de ovocitos con aberraciones estructurales del huso resultd
relativamente bajo (18,4%), mientras que en un elevado porcentaje (76,3%) de ovocitos no
se detectaron microtiibulos de tubulina polimerizada, frente a una tasa de anomalias de
4,4% y de ausencia de microtubulos de 17,9% en el grupo control.

En los ovocitos congelados en VG que presentaban anomalias o ausencia del huso,
los cromosomas estaban dispersos o bien aparecian aglutinados con una apariencia
aberrante, difusa y poco definida, observacién que coincide con la hecha por otros autores
(Park y col., 1997).

En contraste con nuestra experiencia, al estudiar la configuracion del huso meiodtico
de ovocitos humanos obtenidos en vesicula germinal en ciclos estimulados y
criopreservados antes de madurarlos in vitro, Baka y col. (1995) observaron mediante
microscopia de fluorescencia convencional que el 81% de los ovocitos presentaba una

estructura normal, un valor similar al del grupo control (83%).

Coincidiendo con nuestros resultados, Park y col. (1997) encontraron que la tasa de
alteraciones de la estructura del huso de ovocitos criopreservados en vesicula germinal y
madurados in vitro posteriormente era significativamente mas alta que la del grupo de
ovocitos control (70% vs 22,2%). La incidencia de ausencia del huso en el grupo
experimental (49% vs 5,6% en el grupo control) observada en la misma publicacion resulto

menor que la observada en el presente estudio (76,3%).
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Al analizar mediante FISH ovocitos congelados en VG y madurados posteriormente
in vitro utilizando una sonda para ADN total, los mismos autores encontraron que la tasa
de aneuploidias era de 44,4% y la de poliploidias de 33,3%, resultando en una tasa total de
anomalias de 77,8% (Park y col., 1997). La elevada incidencia de anomalias cromosomicas
indica que la progresion meiodtica en los ovocitos congelados en VG no ocurre con
normalidad, si bien en el presente estudio no se observaron diferencias en el tiempo de
cultivo requerido para la maduracion ni en la tasa de ovocitos congelados en VG que
madura hasta M II respecto de los controles.

Es posible que durante el proceso de congelacion y descongelacion se produzcan en
los ovocitos cambios irreversibles en la organizacion nuclear y citoplasmatica, a pesar de
una aparente progresion normal hasta el estadio de metafase II, evidenciada
morfologicamente por la extrusion del primer corpusculo polar. La citoquinesis ocurriria
aun en ausencia de un proceso meiotico normal.

En este sentido, es importante destacar los estudios de Van Blerkom y Davis (1994)
que observaron mediante tincion del DNA con un fluorocromo vital que VG obtenidas de
ovarios no estimulados mostraban profundos cambios en la organizacion celular tras la
criopreservacion. Observaron fragmentacion de los nucleolos inmediatamente después de la
descongelacion, aunque al cabo de 6-8 horas de cultivo se producia una aparente reparacion
de la organizacion nucleolar. Por otra parte observaron condensacion prematura (dos horas
después de haberlos descongelado) de la cromatina en cromosomas dentro del nucleo
germinal en el 50% de los ovocitos estudiados. Estos autores atribuyen la condensacion
prematura a que factores citoplasmaticos asociados a la condensacion de cromosomas
pueden haber penetrado parcialmente en el nicleo por ruptura prematura de la envoltura

nuclear tras la criopreservacion. Sin embargo el seguimiento de estos ovocitos demostro
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que eran capaces de continuar el proceso meidtico hasta alcanzar el estadio de metafase II,
evidenciado por la extrusion del corpusculo polar, si bien no se establecio la ploidia de los

ovocitos mediante analisis citogenético.

4.3.3.4 La estructura del huso meiotico en el grupo de ovocitos congelados en estadio

de metafase I1

La susceptibilidad del huso meidtico de ovocitos de raton en M II a los efectos de agentes
crioprotectores (Johnson y Pickering, 1987; Van der Elst y col., 1988) y a las bajas
temperaturas (Pickering y Johnson, 1987; Van der Elst y col., 1988) est4 bien estudiada.

En humanos se ha demostrado que la exposicion transitoria de ovocitos en metafase
IT a temperatura ambiente causa dafios irreversibles al huso meidtico y que estos daios van
acompanados frecuentemente de dispersion cromosdmica (Pickering y col., 1990; Almeida
y Bolton, 1995).

En nuestro estudio, s6lo un 16,2% de los ovocitos criopreservados en metafase 11
presentaba un huso de estructura normal. Notablemente, en los ovocitos congelados en este
estadio en los que se observo un huso normal, la tincién de la tubulina con FITC result6
menos intensa (en la Figura 22b la tincion de la tubulina tuvo que ser procesada
digitalmente para aumentar la intensidad) , lo que podria evidenciar que habia un numero
menor de microtubulos de tubulina polimerizados. Pickering col. (1988) observaron que al
someter ovocitos humanos frescos a tratamiento con taxol, se observaba un aumento en la
intensidad de la tincidon de la tubulina que atribuyeron a un incremento en el nimero de

microtibulos constituyentes del huso.
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En los casos en que se observd ausencia del huso, los cromosomas formaban un grupo
discreto aunque no siempre ordenado, y no se observaron cromosomas aislados en el
citoplasma, coincidiendo con las observaciones de otros autores (Gook y col., 1993).

En contraste con nuestros resultados, Gook y col. (1993) describen mediante
microscopia de fluorescencia un 60% de husos normales en ovocitos congelados en el
mismo estadio con un protocolo de congelacion lenta y utilizando PROH como
crioprotector.

Coincidiendo con nuestros resultados, Baka y col. (1995) observaron mediante
microscopia de fluorescencia que la tasa de husos de estructura normal en el grupo de
ovocitos congelados en metafase Il era significativamente mas baja que en el grupo control.
Sin embargo la incidencia de anomalias en el grupo de ovocitos congelados en metafase I1
resulté menor que la observada en el presente estudio.

En el presente estudio uno de los ovocitos del grupo criopreservado en metafase 11
presentaba una extensa red de tubulina anastral en la region cortical. George y col. (1996)
observaron estructuras similares en ovocitos humanos envejecidos en cultivo. Pickering y
col. (1988) lo observaron en ovocitos humanos tratados con la droga taxol, que reduce la
concentracion critica de tubulina necesaria para la polimerizacion de microtibulos. Segun
estos autores la respuesta al tratamiento con taxol pone en evidencia que en el ovocito
humano, a diferencia del modelo murino, sélo se forman estructuras astrales en los polos
del huso donde existe material pericentriolar o centros de tubulina polimerizada a partir de
los cuales se forman asteres que devienen en estructuras microtubulares, pero que el
citoplasma del ovocito humano carece de estos centros, razén por la que se observa en los
ovocitos tratados con taxol esta red de microtibulos que en nuestro estudio s6lo se observo

en un ovocito en respuesta a la criopreservacion en M II.
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La mayoria de los nacimientos que se han publicado en la literatura a partir de
ovocitos congelados han sido obtenidos de ovocitos criopreservados en metafase II. Esta es
una indicacion de que no todos los husos de ovocitos congelados en este estadio son
anormales y que un porcentaje es capaz de dar lugar a embriones euploides viables,
coincidiendo con el 16,2% de husos estructuralmente normales observado en este estudio.
Es posible que en algunos ovocitos criopreservados en M II se produzca repolimerizacion
del huso al volverlos a condiciones normales de cultivo. Sin embargo debe destacarse que
en el presente estudio los ovocitos previamente congelados en M II fueron preincubados un
periodo de cuatro horas antes de ser fijados tras la descongelacion, y que este periodo de
tiempo es similar al que se ha utilizado en protocolos de aplicacion clinica que han dado

lugar a nacimientos (Porcu y col., 1997b).

4.3.3.5 Consecuencias de las alteraciones de la morfologia del huso para la

fecundacion, el desarrollo in vitro e in vivo. Direcciones futuras

La presencia de un huso meiotico estructuralmente organizado es un requisito necesario
para que ocurra la segregacion normal de cromatides hermanas al completarse la segunda
meiosis y es esencial para la formacion de embriones euploides tras la fecundacion.

El presente estudio es el primero en el que se analiza comparativamente mediante
microscopia laser confocal la estructura del huso meidtico de ovocitos criopreservados en
estadio de VG y en M 1II.

El esquema experimental es similar al utilizado por Baka y col. (1995) en su estudio

de la estructura del huso meidtico de ovocitos provenientes de un programa de FIV
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obtenidos en VG y posteriormente madurados in vitro, pero éste se realizd6 mediante
microscopia de fluorescencia convencional.

Las discrepancias observadas en nuestra experiencia respecto al estudio mencionado
ponen de manifiesto las ventajas que otorga la utilizacion de la microscopia confocal en
este tipo de analisis, al permitir un estudio de la estructura del huso meio6tico con un detalle
que sobrepasa ampliamente las posibilidades de la microscopia de fluorescencia
convencional. Y por otra parte subraya la importancia de establecer claramente los criterios
de normalidad.

Durante la realizacién del presente estudio, se llevd a cabo la publicacion de un
trabajo en el que se utilizoé también la microscopia laser confocal, pero en el que se estudid
solamente la estructura del huso meiotico de ovocitos congelados en VG, procedentes de
ovarios no estimulados y madurados posteriormente in vitro (Park y col., 1997). Como se
ha senalado anteriormente, se encontraron coincidencias en los resultados observados en
nuestro estudio respecto de la publicacion mencionada.

De acuerdo a nuestro estudio, la criopreservacion mediante un protocolo de
congelacion lenta y descongelacion rapida usando PROH como agente crioprotector
resulta en unas tasas de supervivencia relativamente altas acompafiadas de un indice de
anomalias del huso muy elevado. El PROH ejerce una accion protectora de la estructura del
huso a temperatura ambiente (como queda evidenciado por los experimentos de
introduccion y extraccion del crioprotector sin congelacion) pero no a temperaturas
inferiores a 0.

El protocolo utilizado tiene un efecto deletéreo sobre la estructura del huso meidtico
de los ovocitos congelados tanto en profase I como en metafase II. En uno y otro estadio se

observa una alta incidencia de anomalias en la configuracion del huso meidtico respecto del
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grupo control, siendo en ambos casos la ausencia de microtubulos detectables la anomalia
mas comun.

Podria hipotetizarse que la razén de la ausencia de microtubulos en cada estadio es
distinto. En los ovocitos criopreservados en metafase Il se deberia a la despolimerizacion
de un huso ya estructurado, consecuencia de la exposicion a temperaturas bajo cero con un
protocolo suboptimo de congelacion, que una vez retornados los ovocitos a condiciones de
cultivo apropiadas podria eventualmente repolimerizarse. En los ovocitos criopreservados
en vesicula germinal es posible que el huso no llegue a estructurarse o lo haga de forma
andmala, hecho evidenciado por el elevado porcentaje de anomalias cromosdmicas
detectadas tras la maduracion in vitro (Park y col.,, 1997). Este hecho no deja de ser
sorprendente, puesto que en este estadio solo se encuentran unos pocos focos de tubulina
polimerizada en la region perinuclear (Gallicano y col., 1994; Battaglia y col., 1996a; Kim
y col., 1998) y no existen estructuras microtubulares.

La alta frecuencia de ausencia o de anomalias del huso detectadas podria explicar
las bajas tasas de fecundacion observadas en ovocitos criopreservados (Ver tablas I y II),
asi como el pobre desarrollo in vitro e in vivo de los embriones procedentes de estos
ovocitos. De acuerdo a Mandelbaum y col. (1998) el porcentaje calculado de implantacion
por ovocito descongelado es del 1%. Si bien gracias a la aplicaciéon de la ICSI han
mejorado los porcentajes de fecundacion, persisten las altas tasas de bloqueo de los
embriones en cultivo y de pérdidas embrionarias post implantacion.

En un trabajo realizado mediante microscopia de birefringencia, que permite la
observacion in vivo de la estructura y dinamica del huso meiotico, Wang y col. (1999)
observaron la relacion entre fecundacion y presencia del huso a 37°C, antes de realizar la

ICSI. Encontraron que inicialmente el huso estaba presente s6lo en 59,9% de los casos. Al
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relacionar la presencia del huso con la tasa de fecundacion post ICSI constataron que ésta
era mayor (63,9%) en el grupo de ovocitos en el que se habia detectado el huso que en el
grupo en el que no se habia detectado su presencia antes de la inseminacion (46,2%). Pero
aun en aquel porcentaje de ovocitos en los que no se habia detectado huso y que si se
habian fecundado, la fecundacién era normal (2PN). De este trabajo parece desprenderse
que si bien en los ovocitos en los que el huso esta ausente en el momento de la ICSI la
tasa de fecundacion es mas baja, las posibilidades de fecundacion aunque algo reducidas
existen.

Es posible que tras la ICSI, al ser retornados los ovocitos a condiciones 6ptimas de
cultivo el proceso meidtico se reanude, ya sea por repolimerizacion del huso o bien incluso
en ausencia del huso (?) (se ha observado que en células tratadas con antimitdticos, aiin en
ausencia de microtibulos hay citoquinesis y progresiéon a una anafase desorganizada),
aunque en un porcentaje bajo de ovocitos. Este podria ser el caso de los ovocitos
previamente congelados.

Por lo tanto, no puede descartarse que a pesar de la observacion de dos prontcleos y
de una aparente fecundacion normal, durante el reinicio de la meiosis II la disyuncion
ocurra de una forma anomala. Una o mas cromatides podrian quedar aisladas en un
micronucleo en el citoplasma o extruirse junto con el segundo corpusculo. En uno u otro
caso el resultado seria el mismo, un embrion aneuploide.

Cabe la posibilidad de que un cierto nimero de embriones procedentes de ovocitos
previamente congelados se bloquee espontaneamente en cultivo cuando los embriones son
portadores de aneuploidias (Menezo y Ben Khalifa, 1995). Sin embargo también es posible
que embriones aneuploides resultado de la criopreservacion de ovocitos superen el bloqueo

in vitroy se implanten. Ludwig y col. (1999) analizan en una revision reciente la evolucion
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de los embarazos publicados en la literatura entre 1986 y 1998. De 31 embarazos
publicados 13 culminaron en el nacimiento de nifios sanos, 4 estaban en curso en el
momento de la publicacion y 14 concluyeron en abortos. Esta elevada tasa de abortos
(45%) indica que existia algun tipo de anomalia en estos embriones, que demostraron tener
capacidad de implantacion pero se abortaron tempranamente.

El temor expresado a un incremento en la incidencia de aneuploidias como
consecuencia de la criopreservacion de ovocitos en nifios nacidos vivos (Trounson, 1986)
parece exagerado.

En todo caso, la unica forma de responder a la incognita que se plantea respecto a la
normalidad cromosémica de los embriones obtenidos por FIV de ovocitos previamente
congelados es el analisis genético preimplantacional para detectar posibles aneuploidias.
Es necesario un estudio con un elevado numero de casos para determinar en este sentido la
inocuidad de la técnica.

El numero creciente de niflos sanos nacidos a partir de ovocitos criopreservados
indica que la técnica puede ser aplicable en situaciones clinicas bien seleccionadas, siempre
que se informe a la paciente de las limitaciones, riesgos e incertidumbres que plantea. La
eficiencia de la criopreservacion de ovocitos continua siendo baja y es necesario seguir
investigando y desarrollando protocolos de congelacion mas adecuados o técnicas
alternativas. Una via a investigar la constituye la congelacion ultrarapida en etilén glicol. El
método fue desarrollado originalmente para la criopreservacion de ovocitos de bovino
(Martino y col., 1996) y ha sido empleado en humanos recientemente con relativo éxito
(Hong y col., 1999; Kuleshova y col., 1999; Chung y col., 2000). No existen ain estudios
acerca del efecto que tiene este protocolo de congelacion sobre la estructura del huso

meidtico. Una alternativa a la criopreservacion de ovocitos, que no contribuiria a una
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mayor flexibilidad en el laboratorio de FIV pero que si puede ser aplicable en el caso de
pacientes jovenes a riesgo de sufrir una menopausia precoz es la criopreservacion de tejido

ovarico.
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5. CONCLUSIONES

De los estudios descritos en este trabajo se derivan las siguientes conclusiones:

1. El analisis mediante estudio citogénetico y FISH sugiere que la maduracion in vitro de
ovocitos no induce per se un incremento de la tasa de aneuploidias, por tanto puede
concluirse que los ovocitos madurados in vitro constituyen un modelo valido de

estudio.

2. El cultivo en liquido folicular proveniente de foliculos estimulados no representa una
ventaja sobre los medios de cultivo sintéticos a los que se anaden hormonas y/o factores
de crecimiento, ya que no se observa un incremento en la tasa de maduracién ni
diferencias en el tiempo de cultivo requerido para alcanzar el estadio de metafase I en

los ovocitos madurados in vitro respecto de la literatura.

3. El proceso de criopreservacion en estadio de vesicula germinal no afecta la capacidad
de los ovocitos para reiniciar la progresion meiotica hasta metafase II, ya que no se han
detectado diferencias significativas en el tiempo requerido para la extrusion del primer
corpusculo polar antes y después de la congelacion, ni en las respectivas tasas de

maduracion.

4. La exposicion de ovocitos en estadio de vesicula germinal a soluciones crioprotectoras
conteniendo PROH no altera la capacidad de maduracion in vitro de los ovocitos

expuestos.
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5.

134

Tras la exposicion de ovocitos humanos en estadio de vesicula germinal o de metafase
IT a soluciones crioprotectoras conteniendo PROH, con o sin congelacion, no se observa

un incremento en la tasa de activacion partenogenética de los ovocitos expuestos.

La exposicion de ovocitos humanos en estadio de vesicula germinal o de metafase II al
agente crioprotector no afecta de por si la supervivencia ovocitaria durante el proceso

de congelacion.

Los ovocitos congelados en estadio de vesicula germinal son desde el punto de vista
morfoldgico més resistentes al dafio crioinducido que los ovocitos criopreservados en
metafase II. En ambos casos se observan tasas de supervivencia elevadas, comparables

a las publicadas anteriormente.

La mayoria de los ovocitos en metafase II madurados in vitro (no sometidos a ningun
tratamiento experimental) y analizados mediante microscopia confocal, presenta un

huso de morfologia normal.

La exposicion de ovocitos humanos en estadio de vesicula germinal o de metafase II a
la solucién crioprotectora conteniendo PROH no induce per se anomalias en la
estructura del huso meiotico de los ovocitos en uno u otro estadio. Por el contrario, a

temperatura ambiente el PROH ejerceria un efecto estabilizador de la estructura.
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10. En contra de la hipoétesis inicial la criopreservacion de ovocitos en vesicula germinal

11.

12.

13.

no representa una ventaja respecto a la criopreservacion de ovocitos en metafase 11 en

lo que se refiere a la preservacion de la integridad estructural del huso meiotico.

La congelacion tiene un efecto deletéreo sobre la estructura del huso meiodtico de los
ovocitos congelados en vesicula germinal, siendo la tasa de ovocitos con aberraciones
estructurales del huso relativamente baja mientras que en un elevado porcentaje de
ovocitos no se detectan microtiibulos de tubulina polimerizada. El efecto deletéreo de
la congelacion en los ovocitos criopreservados en este estadio afecta también a las
caracteristicas morfoldgicas de los cromosomas y su distribucion en la placa

metafasica.

La congelacion tiene un efecto deletéreo sobre la estructura del huso meidtico de los
ovocitos congelados en metafase II. Las anomalias incluyen un elevado porcentaje de
ovocitos en los que no se detectan microtubulos de tubulina polimerizada, y una tasa de
ovocitos con aberraciones estructurales del huso relativamente baja. En los casos en que
se observa ausencia del huso, los cromosomas forman un grupo discreto aunque no

siempre ordenado y no se observan cromosomas aislados en el citoplasma.

La elevada frecuencia de anomalias o de ausencia del huso detectadas podria explicar

las bajas tasas de fecundacion observadas en ovocitos criopreservados, asi como el

pobre desarrollo in vitro e in vivo de los embriones procedentes de estos ovocitos.
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