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RESUMEN

La vitrificacion es una herramienta fundamental en la reproduccién asistida que permite criopreservar
embriones y gametos evitando la formacion de hielo. La vitrificacién de ovocitos ha supuesto un gran
avance tecnoldgico no solamente para tratar pacientes con problemas de fertilidad, sino también como
un medio para que la mujer pueda crioconservar sus ovocitos y, por tanto, aumentar las posibilidades
de concebir en un futuro. Los notables resultados clinicos en ciclos con ovocitos vitrificados han po-
tenciado el desarrollo y uso de programas de donacién, sobre todo a partir de la segunda mitad de la dl-
tima década, y han conseguido que la vitrificacién de ovocitos sea en la actualidad una técnica bésica
y ampliamente utilizada en la prictica clinica rutinaria. Sin embargo, los cientificos expertos en biologia
y tecnologia de la reproduccion han publicado que la vitrificacion puede tener consecuencias sobre el
propio ovocito. De hecho, se ha demostrado que afecta a: la ultraestructura, la zona peldcida, los niveles
de calcio, el huso meidtico y la expresion génica ovocitaria, al igual que parece ser que varios pardmetros
relacionados con la mitocondria también se ven alterados. En este sentido, seria necesario comparar la
competencia y eficiencia de los ovocitos que han sido vitrificados frente a los que se han utilizado en
fresco y que, consecuentemente, no han pasado por este procedimiento. Tras analizar varios articulos
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que comparan el uso de ambos tipos de ovocitos y que reflejan los resultados en términos embrioldgicos y obstétricos
tales como tasas de supervivencia, fecundacion, division, calidad embrionaria en distintos dias de desarrollo, tasas de im-
plantacién, embarazo en curso y recién nacido vivo, entre otros, es posible afirmar que, en lineas generales, son compa-
rables entre ambos grupos. Asimismo, algunos estudios han demostrado que no existe una mayor incidencia de alteraciones
perinatales con la utilizacion de ovocitos previamente sometidos a vitrificacion frente a los frescos.
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SUMMARY

Vitrification is a fundamental tool in assisted reproduction that allows the cryopreservation of embryos and gametes avoi-
ding the formation of ice. Oocyte vitrification has been a great technological advance not only for treating patients with
fertility problems, but also as a means for women to cryopreserve their oocytes and, therefore, increase the chances of
conceiving in the future. The remarkable clinical results in cycles with vitrified oocytes have boosted the development
and use of donation programs, especially since the second half of the last decade, and have made oocyte vitrification a
basic and widely used technique in routine clinical practice. However, scientists expert in reproductive biology and tech-
nology have published that vitrification can have consequences on the oocyte itself. In fact, it has been shown to affect:
ultrastructure, zona pellucida, calcium levels, meiotic spindle and oocyte gene expression, as well as several parameters
related to mitochondria appear to be altered. In this sense, it would be necessary to compare the competence and efficiency
of oocytes that have been vitrified versus those that have been used fresh and, consequently, have not undergone this pro-
cedure. After analyzing several articles comparing the use of both types of oocytes and reflecting the results in embryo-
logical and obstetric terms such as survival rates, fertilization, division, embryo quality at different days of development,
implantation rates, pregnancy in progress and live newborn, among others, it is possible to affirm that, in general terms,
they are comparable between both groups. Likewise, some studies have shown that there is no greater incidence of perinatal

alterations with the use of oocytes previously submitted to vitrification as opposed to fresh ones.
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1. INTRODUCCION

La creciente demanda de la reproduccién asistida y los
avances en las técnicas de criopreservacion estin reconfi-
gurando el panorama terapéutico para dar respuesta a los
retos relacionados con la fertilidad.

La criopreservacion se define como un procedimiento por
el cual las células se colocan en una solucién de sales y un
compuesto orgdnico de bajo peso molecular, se enfrian a
temperaturas muy bajas (normalmente -196°C en nitrégeno
liquido), se almacenan durante un tiempo y, posteriormente,
pueden descongelarse recuperando su funcién (1). En el
campo de la reproduccién, la criopreservacion se ha vuelto
imprescindible ya que, ademds de semen y embriones, es
posible criopreservar gametos femeninos. Entre sus ventajas
se incluyen que: no es necesario una pareja masculina o do-
nante de semen, no conlleva preocupaciones éticas, perso-
nales o religiosas para su almacenamiento y evita los
problemas legales asociados a la criopreservacién y trans-
ferencia de embriones en caso de que la pareja se separara

(2, 3). No obstante, presenta mds dificultades que la conge-
lacién de embriones ya que los ovocitos son mds suscepti-
bles al dafio debido a su gran relacién superficie/volumen,
a que contienen una gran cantidad de agua y su baja perme-
abilidad a la misma, lo cual significa que al congelarse, pue-
den retener agua y, por lo tanto, se cree hielo intracelular,
muy dafiino para el ovocito (4, 5). Por lo tanto, la utilizacién
de crioprotectores que se incorporen a la célula a la hora de
llevar a cabo este procedimiento es fundamental para redu-
cir estas moléculas de agua que pudieran formar dichos cris-
tales (6, 7).

Entendemos por crioprotector cualquier aditivo externo que,
al afiadirse a las células previo a la congelacidn, las protege
y produce una alta viabilidad celular post-descongelacién
(8). Estos ademds pueden bajar el punto de congelacién, de
tal modo que la célula tendria mds tiempo para deshidratarse
y eliminar el agua lentamente (7, 9).

Hoy en dfa, el método de eleccidn para la preservacion tanto
de ovocitos como de embriones es la vitrificacion, un pro-
cedimiento en el que un liquido se solidifica sin que se for-
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men cristales, obteniéndose una transicion hacia un estado vi-
treo y un sélido amorfo como resultado (10). La estrategia mas
viable se basa en aumentar considerablemente la concentracion
de crioprotectores respecto a la utilizada en la tradicional con-
gelacién lenta y aplicar enfriamientos y calentamientos rapidos
(estos ultimos para la desvitrificacién) (11).

Las diferencias mds relevantes entre la congelacion lenta y
la vitrificacién son que esta ultima requiere menor tiempo
de realizacién, una mayor concentracién de crioprotectores
(CPA), una mayor velocidad de enfriamiento y evita la for-
macion de cristales (12).

En contraposicion a la congelacion lenta, con la vitrificacion
se mejoran los resultados reproductivos ya que varios arti-
culos originales, revisiones y metaandlisis publicados no
solo han demostrado mejores tasas de supervivencia, ferti-
lizacién, divisién, desarrollo embrionario y formacion de
blastocistos, sino también tasas significativamente mayores
de embarazo clinico (13-17).

En relacién a la vitrificacién ovocitaria, uno de los princi-
pales motivos de su uso es la preservacion de la fertilidad.
Esta permite a las mujeres la posibilidad de posponer su ma-
ternidad por varias razones, aunque dos son las principales:
razén social y motivos oncoldgicos (18).

Como se ha mencionado, el proceso de vitrificacién de ovo-
citos y su posterior desvitrificacion tiene unas buenas tasas
de supervivencia. De hecho, éstas de media alcanzan alre-
dedor del 90 % (85,2 %-96.,8 %) (19-22). Sin embargo, no
solamente es importante obtener una alta tasa de supervi-
vencia de los ovocitos crioconservados, sino que también
es fundamental garantizar la seguridad de estas técnicas de
criobiologia (23).

Por consiguiente, los objetivos de este trabajo son los si-
guientes.

1. Por un lado, estudiar si, a pesar de los buenos resultados
del proceso de vitrificacion, la técnica en si afecta a
determinadas estructuras subcelulares del ovocito y,
consecuentemente, altera al propio ovocito pudiendo
repercutir en el posterior desarrollo embrionario. Por
este motivo, se analizardn articulos que estudien diver-
sos pardmetros biolégicos, estructuras, organulos y
perfiles del ovocito antes y después de ser vitrificado.

2. Por otra parte, se pretende hacer un andlisis comparativo
entre bibliograffa que estudie las diferencias encontra-
das en ciclos realizados con ovocitos en fresco en con-
traposicién con ciclos que hayan utilizado ovocitos
desvitrificados, y analizar tanto las posibles variacio-
nes en las tasas de éxito obtenidas, como otros factores
bioldgicos y/o hipotéticas alteraciones perinatales.

2. METODOLOGIA

Se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréfica principal-
mente en la base de datos PubMed, aunque ScienceDirect
y Scopus fueron también consultadas. Igualmente, se han
utilizado libros relacionados con el tema y se han empleado
documentos procedentes de sociedades tanto espafiolas
como europeas relacionadas con la reproduccién asistida y
la fertilidad, tales como la Sociedad Espafiola de Fertilidad
(SEF) o la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y
Embriologia (ESHRE).

La bisqueda se ha dividido en dos secciones atendiendo a
los objetivos que se han establecido con anterioridad. De
este modo, a continuacion, se exponen los criterios de in-
clusién y exclusién tenidos en cuenta para cada una de las
dos secciones del trabajo, asi como los algoritmos de biis-
queda utilizados.

2.1. Criterios de inclusion y exclusion
2.2. Esquema de busqueda

2.2.1. Alteraciones ovocitarias debidas a la vitrificacion

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Alteraciones ovocitarias debidas a la vitrifica-
cion

Si bien es cierto que existen avances en los protocolos de
vitrificacidn, ain no se conoce perfectamente como afecta
dicha técnica a diferentes estructuras y organulos intracelu-
lares del gameto femenino. Sin embargo, como veremos de-
talladamente en los siguientes apartados, la vitrificacion
puede suponer variaciones de tipo estructural, subcelular,
bioquimico y/o genético sobre el ovocito que podrian, hi-
potéticamente, alterar su competencia bioldgica.

3.1.1. Dafios ultraestructurales: vacuolizacion

El dafio ultraestructural es considerado uno de los sucesos
asociados a la criopreservacion. La morfologia de los ovo-
citos es un indicador importante a la hora de predecir la ca-
lidad de los mismos y la ausencia, o menor incidencia, de
vacuolizacién en los ovocitos vitrificados podria interpre-
tarse como un marcador de buena calidad ovocitaria (24).

Las vacuolas son organulos de tamafio y ubicacion variables
que solo se observan ocasionalmente en ovocitos sanos, es
decir, estdn casi completamente ausentes en el ovocito ma-
duro humano al describirse una frecuencia estimada en
torno al 3,9 %. Se pueden observar con microscopia éptica,
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TABLA 1

Resumen de criterios de inclusién y exclusién por apartados

ALTERACIONES OVOCITARIAS RESULTADOS REPRODUCTIVOS

Articulos sobre
la tematica en
estudio

Articulos con ovoci-
tos criopreservados
mediante congela-
cion lenta

Estudios relaciona-
dos con el tema 'y
publicados en in-
glés

Articulos que no utili-
zan ovocitos huma-
nos sino de modelos

animales

Articulos publica-
dos desde el 1 de
enero de 2004
hasta el 1 de
mayo de 2020 y
wn inglés

Ensayos publicados
fuera de la fecha de
busqueda

Trabajos publicados
desde el 1 de enero
de 2008 hasta el 1 de
mayo de 2020

Ensayos publicados
fuera de la fecha de
busqueda
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Igoritmo de busqueda de bibliografia para dafios ultraestructurales, extrusion de granulos corticales, aumento del calcio intracelular y alte
aciones del huso meiético en el ovocito a csusa de la vitrificacion

| Algoritmo de bisqueda |
[

1 i 1 1
Extrusion de los granulos corticales Aumento del calcio Alteraciones en ¢l
Datice mwﬂ y endurecimicnto de la zona intracelular y posible huso meidtico ¥ resgo
i ltzam pelicida prematuros activacién partenogenética de aneuploidias
T T T
N =683 N=414 N =485 W=6514
| } }

[ Desde 01/01/2004 hasta el 01/05/2020 y en inglés |

Exel.: Exel: Exel: Exgl.:
M =426 N =269 N = 348 N=158

N=257 N=145 N=137 N =455
! ] ) ]
[ Se adaptan adecuadamente a los criterios v, ademis, son finalmente seleccionados para el trabajo |
t_‘ Excl: Excl.: Excl.: Excl.:
M =250 M= 142 N=134 N=449
N=7 N=3 N=3 N=7

Igoritmo de busqueda de bibliografia para modificaciones mitocondriales, modificaciones en la expewsion génica y epigenética y en la mor:

‘ocinética embrionaria

Algoritmo de bisqueda |
|

t + + t
Muodificaciones mitocondriales: Modificaciones en 1a regulacién Alteraciones Cambdos en la
actividad, potencial de membrana, de la expresidn génica epigenéticas maorfocinética
estado redox y ROS | | embrionaria
T I
N = 2619 sl el N =557
1 ] | l
Desde 01/01/2004 hasta el 01/052020 y en inglés |
Excl.: Excl: Excl: BExcl.:
N o= 1057 N =930 N =430 N =219
N= 1562 M= 1149 N = 569 N=138
! ! ) i
Se adaptan adecuadamente a los criterios y, ademds, son finalmente seleccionados para ¢l trabajo |
Exel.: Excl.: Excl.: Exel.:
N = 1550 N=1141 N = 560 N=313
N=12 N=§ N=§% MN=5
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2.2.2. Resultados reproductivos: ciclos con ovocitos
desvitrificados vs. frescos

Busqueda de bibliografia para resultados reproductivos

Articulos encontrados con las palabras claves
establecidas en la ecuacion de basqueda

1

N=2164

|

Desde 01/01/2008 hasta el 01/05/2020 vy en inglés
|

N= 124§ —= Excluidos: N=916

|

En humanos y en mujeres
I

W =752 — Excluidos: N = 496

|

Acordes al resto de eriterios de
inclusidn/exclusion

N=30 — Excluidos: N =722

i

Articulos seleccionados |

L}

N=19% —— Excluidos: N =11

*Se ha inclwide ademds wun documento de la ESHRE y un informe de fa SEF a esos
19 articulos, las cuales han sido comentados con diferente profindidad

aunque se aprecian mejor mediante microscopia electrénica,
con la cual se identifican como estructuras redondeadas,
aparentemente vacias y rodeadas por una membrana. Su
presencia en el ovocito se ha relacionado con la absorcién
del fluido del espacio perivitelino o con problemas en otros
organulos como el reticulo endoplasmatico. Ademds, la pre-
sencia de multiples vacuolas de diferentes tamafios parece
ser un signo de degeneracion temprana del ovocito y, por lo
tanto, puede afectar al futuro desarrollo del embrién (25,
26). De hecho, un estudio vio que la transferencia de em-
briones derivados de ovocitos con vacuolas con granulosi-
dad se asoci6 con altas tasas de aborto y pobres resultados
clinicos (26). Sin embargo, otra publicacién concluyé que
la presencia de una gran vacuola no bloquea totalmente el
proceso de fecundacién y podria resultar en un desarrollo
normal del embrién y una descendencia viable, a pesar de
que los autores recomiendan atencién prenatal y un segui-
miento riguroso (27).

En relacién a estos riesgos, algunas publicaciones demos-
traron que la vitrificacién de ovocitos suponia una clara va-
cuolizacién (28, 29) y que existen diferencias
estadisticamente significativas, aunque moderadas, en el ni-
mero de vacuolas presentes en ovocitos frescos, vitrificados
y criopreservados mediante la técnica de congelacion lenta.
No obstante, esta vacuolizacion resulté mds pronunciada en
los ovocitos sometidos a congelacién lenta que en los vitri-
ficados (30).

Es decir, podemos deducir que tanto la presencia como el
alcance de la vacuolizacién dependen del protocolo de crio-
preservacion y que, aunque en menor medida, en compara-
cién con la congelacidn lenta, la vitrificaciéon provoca una
vacuolizacién. La vacuolizacién a su vez podria desplazar
distintos organulos u otras estructuras del ovocito y, por lo
tanto, dar lugar en tltima instancia a una menor competen-
cia y/o un desarrollo embrionario deficiente (24).
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3.1.2. Extrusion de los granulos corticales y endureci-
miento de la zona peltcida prematuros

Los ovocitos maduros en la etapa de MII presentan unos gra-
nulos corticales (GC) bajo el oolema. Tras la fusién de los ga-
metos y la consecuente fertilizacion, dichos granulos liberan
su contenido enzimadtico al espacio perivitelino. endureciendo
la zona pelicida (ZP) para evitar la poliespermia y conseguir
que un tnico espermatozoide penetre en el ovocito (12).

Andlisis ultraestructurales han demostrado que el nimero
de GC se reduce en los ovocitos desvitrificados y que casi
2/3 del nimero inicial de GC se liberan de forma no fisio-
l6gica produciendo una exocitosis y endurecimiento de la
ZP prematuros (Figura 1). Esto podria llevar a un fracaso
en la fecundacion, aunque se puede corregir si se emplea la
ICSI (12,24,31).

3.1.3. Aumento del calcio intracelular y posible activa-
cién partenogenética

Estrechamente relacionado con la liberacién de los GC y el
endurecimiento de la ZP se encuentran las alteraciones en
el flujo de calcio (Ca**) citoplasmatico en el ovocito, que
actia como un importante segundo mensajero intracelular.

La fusion del espermatozoide con el ovocito hace que se in-
troduzca en este dltimo un factor espermatico conocido
como fosfolipasa C zeta (PLCC), que serd el principal res-
ponsable de desencadenar una serie de oscilaciones de baja
frecuencia en las concentraciones de calcio intracelular
entre la reanudacion de la meiosis y la interfase del primer
ciclo celular del embrion (32, 33).

Algunos de los cambios que el proceso de vitrificacion pro-
voca en la célula, afectan a organulos implicados en el me-
canismo fisiolégico de sefializacién del Ca?*, como pueden
ser las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico liso (REL)
(12). También se conoce que el perfil espacio-temporal de
estas oscilaciones de calcio en el ovocito (amplitud, dura-
cién y frecuencia) son esenciales para la activaciéon del
mismo, de modo que si se altera la funcionalidad de estas
estructuras y también lo hacen los niveles de Ca?* con ellas,
la competencia del ovocito podria verse comprometida. El
calcio controla en la activacién ovocitaria acontecimientos
tempranos y tardios de vital importancia para el futuro em-
brion tales como: la exocitosis de GC, la reanudacién del
ciclo celular, el reclutamiento de ARNm maternos y la ca-
pacidad de los blastocistos para implantar y continuar su
desarrollo (28, 32, 33).

El perfil de oscilacién de calcio en ovocitos humanos vitri-

educcion de GC en ovocitos desvitrificados. En A) encontramos un ovocito fresco con mas granulos corticales en comparacion con B), qu
s un ovocito tras la desvitrificacién

Granulos
A) lcorticales
[
Zona pelucida
Y @
@
Ooplasma

Granulos
corticales
O
@
Qoplasma
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ficados difiere del de aquellos que no han sido crioconser-
vados. Por esto, el aumento precoz de calcio intracelular
causado principalmente por los CPA es perjudicial y se de-
beria de tener en cuenta (33), pues podria ser relevante a la
hora de explicar las causas relacionadas con el posible fra-
caso en la fecundacion (32).

Ademas, estos cambios tanto en la ZP como en los niveles
de calcio pueden producir, junto con la exposicién a los
CPA, un mayor riesgo de activacion partenogenética. Asi,
por ejemplo, un estudio demostré que al utilizar el CPA pro-
pilenglicol en los protocolos de criopreservacion se inducia
la activacion partenogenética. Sin embargo, otros estudios
realizados concluyen que la prevalencia de ovocitos activa-
dos partenogenéticamente tras la crioconservaciéon no es
significativamente mayor en comparaciéon con ovocitos
frescos (12, 33).

3.1.4. Alteraciones en el huso mei6tico y riesgo de
aneuploidias

Otra posible estructura afectada por la vitrificacion es el
huso meidtico (o huso acromatico). Este huso es una estruc-
tura compuesta principalmente por microtiibulos de o y 3
tubulina, y se considera esencial para el proceso de segre-
gacién cromosdmica que tiene lugar durante la meiosis. Se
ha demostrado que estos filamentos son susceptibles a los
CPA y al estrés oxidativo, y que la exposicion de ovocitos
a temperaturas inferiores a 37°C provoca una despolimeri-
zacion de dichos microtiibulos, que es mas rdpida cuando
la temperatura baja de 0°C. Este hecho puede hacer que se
forme el huso meiético de forma inadecuada y que, a su vez,
genere una segregacion incorrecta de los cromosomas pro-
vocando posibles alteraciones cromosdmicas como aneu-
ploidias o poliploidias (12, 33-35).

Sin embargo, otros estudios han demostrado que la vitrifi-
cacion de ovocitos no aumenta las tasas de aneuploidias ni
disminuye el potencial de implantacion de blastocistos via-
bles. Sus autores defienden que los embriones procedentes
de ovocitos desvitrificados en mujeres menores de 35 afios
poseen el mismo riesgo de aneuploidias que si fueran fres-
cos (36).

En este sentido, otro estudio reciente que analizé el impacto
de la criopreservacién de ovocitos en la aneuploidia cromo-
sémica del embrién humano, demostr6 que no hubo diferen-
cias significativas en el nimero de embriones aneuploides
entre los ovocitos frescos y criopreservados (37).

Con todas estas posibilidades de no disyuncién de las cro-
mdtidas, errores en la fecundacion y posibles divisiones
andmalas del embridn, existen preocupaciones con respecto
a la estabilidad del huso meidtico durante el proceso de vi-
trificacion (33). Igualmente se ha demostrado que es durante

la descongelacién mds que en el proceso de congelacion,
cuando esta estructura puede despolimerizarse (38), aunque
también se ha expuesto que el huso puede recuperarse y vol-
ver a ensamblarse tras el proceso de crioconservacién (39).
De hecho, un estudio demostré que el huso acromdtico de
ovocitos en MII vuelve a su configuracién normal tras unas
3 horas de incubacién después de la descongelacién en con-
diciones estandar (Figura 2), a pesar de que hay factores
como la edad que podrian influir en dicha repolimerizacién
(34). Este reensamblaje de los mircrotibulos del huso es
imprescindible para una correcta alineacién y segregacion
cromosdmica tras la fecundacién (12).

3.1.5. Modificaciones mitocondriales: actividad, po-
tencial de membrana, estado redox y ROS

Las mitocondrias son unos orgdnulos esenciales que forman
parte de gran cantidad de actividades celulares, se transmi-
ten principalmente por via materna y su distribucién en el
ovocito durante la maduracién y segregacion de las blast6-
meras se encuentra muy regulada.

Desempefian un papel fundamental para la competencia del
ovocito ya que producen la energia que permite llevar a
cabo todos los procesos celulares de forma coordinada
como, por ejemplo, la formacién del huso o la apoptosis.

También contribuyen a la homeostasis del Ca?* y del estado
redox (reduccidn-oxidacion), siendo importantes en el des-
arrollo embrionario debido a procedimientos tales como la
modulacién de la sefializacién del Ca** y la produccién de:
ATP, especies reactivas de oxigeno (ROS).

Otras funciones son las de proporcionar metabolitos inter-
medios, como pirimidinas y esteroides, y almacenar factores
proapoptéticos. Por esto, una disfuncién mitocondrial po-
dria comprometer el desarrollo embrionario e, incluso, des-
encadenar la apoptosis del embrién (40, 41). Algunos
estudios realizados han analizado el impacto del proceso de
vitrificacién sobre ciertos pardmetros mitocondriales en el
ovocito

El potencial de membrana mitocondrial (AWm) es la base
del metabolismo energético en las células y un pardmetro
bastante sensible al dafio celular que estd influenciado por
los cambios en el medio. Este componente de la mitocon-
dria se puede medir con sondas como el JC-1 gracias a la
fluorescencia emitida. Aquellas mitocondrias con una alta
diferencia del AWm son activas y, por tanto, funcionales;
mientras que las que presentan una diferencia baja en este
AWm se consideran inactivas (42, 43). Existen discrepan-
cias entre los estudios publicados en torno al AWm y la dis-
tribucién mitocondrial con ovocitos que han sido
previamente vitrificados. Por un lado, un estudio con ovo-
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Dinamica del huso meidtico en ovocitos Ml antes y después de la vitrificacion. Tras ser desvitrificado el huso se desestructura, volviéndose

polimerizar y reestructurarse a las 2-3 horas tras la desvitrificacion

Tras desvitrificacidn

2-3h post-desvitrificacion

citos de ratones en MII sometidos a este procedimiento de-
mostré que la vitrificacién indujo no solo una distribucién
mitocondrial alterada, sino también un potencial de mem-
brana mitocondrial disminuido (44). Por otro lado, otro es-
tudio que empled ovocitos humanos expuso que debido a la
vitrificacion/desvitrificacién, el AWm de los ovocitos en
metafase II podria tener cambios dindmicos temporales en
las 2 horas post-desvitrificacidn, pero se recuperaria tras 4
horas de cultivo (42).

Ademas, un articulo més reciente defendié un efecto menos
perjudicial de la vitrificacion tanto sobre la distribucion mi-
tocondrial como sobre el AWm pasadas 2 horas tras la des-
vitrificacién (43) y otra publicacién mostré que no existen
diferencias en la distribucién mitocondrial en ovocitos fres-
cos y criopreservados en diferentes estadios como vesicula
germinal (GV) o metafase II (MII). Igualmente, estos in-
vestigadores vieron que en los ovocitos en MII el patrén de
distribucién de las mitocondrias resulté ser liso alrededor
del corpusculo polar con cimulos agregados en el lado
opuesto de dicha estructura (45).

Es importante recordar que el potencial reductor de la mi-
tocondria se forma gracias a las parejas redox que se en-
cuentran en dichos orgdnulos y, por tanto, el ATP finalmente
producido en la mitocondria deriva de la energia disponible
en los intermediarios como el NADH o el FADH,. Las re-
acciones de oxidacion previas al ciclo de Krebs en la mito-
condria producen NADH (la forma reducida del NAD"),
cuyos electrones de alta energia pasan a la cadena respira-
toria o de transporte de electrones. Asi, durante el proceso
de fosforilacién oxidativa los electrones pasan a través de
los complejos de esta cadena hasta el aceptor final de elec-

trones (O»). Esta transferencia se lleva a cabo por medio de
reacciones de tipo redox en la mitocondria y provoca que
se bombeen H* al exterior de la matriz mitocondrial, pro-
duciéndose diferencias en forma de concentracion quimica
(variaciones de pH) y distribucion de carga (AWm) a través
de la membrana mitocondrial interna. El resultado es una
fuerza llamada protén-motriz, que se aprovecha para la pro-
duccién de energia en forma de ATP. La cadena respiratoria
mitocondrial es la principal fuente de ROS en las células
animales y aquellas células en las que la enzima superdxido
dismutasa (SOD), que es la principal fuente de eliminacién
de ROS, no funcione correctamente pueden morir de forma
prematura (46).

Diversos estudios indican que los procesos de crioconser-
vacion ovocitaria empleados hoy en dia podrian generar es-
trés oxidativo, principalmente, en forma de radicales libres
0 ROS. Algunos estudios llevados a cabo con ovocitos hu-
manos sefialaron una reduccion de los transcritos que codi-
ficaban para proteinas que participan en la homeostasis
redox (47). En ovocitos porcinos, tras la descongelacién,
se producia una alteracion en la funcién mitocondrial y un
mayor dafio en los sistemas antioxidantes endégenos, algo
que probablemente indicaria el aumento de los niveles de
ROS en los ovocitos vitrificados y que podria ser reducido
parcialmente con 3-mercaptoetanol (48). Apoyando estos
datos, otra publicacién reciente afirmaba que la vitrificacién
de ovocitos en metafase II de ratones indujo una generacion
anormal de ROS (49). Sin embargo, otro articulo determind
que los niveles de ROS entre ovocitos frescos y vitrificados
no presentaron diferencias significativas y se demostré que
el metabolismo mitocondrial estaba afectado en los ovocitos
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vitrificados por la oxidacién de los FAD tras la vitrificacion,
de modo que tal oxidacidn del potencial redox mitocondrial
se podria reflejar en menores niveles de ATP (43). De hecho,
un articulo concluyd que el procedimiento de
vitrificacidn/desvitrificacion tenia un efecto negativo a nivel
del ATP en los ovocitos humanos, aunque con un tiempo de
incubacion de 3 horas tras la descongelacion, estos niveles
se recuperaban parcialmente (50). Ademads, otra investiga-
cion revel6 que la relacién de fluorescencia FAD/NADH,
la cual determinaba los cambios relativos en el estado de
oxidacion-reduccion de la célula, resulté ser mayor en los
ovocitos vitrificados que en los ovocitos frescos, indepen-
dientemente de la edad materna (43).

Otra publicacién en la que se usaron ovocitos en MII de ra-
tones afirmé que tras la vitrificacién de ovocitos: disminuye
el nimero de copias de ADN mitocondrial (ADNm), des-
ciende la expresién del gen TFAM que participa en la sin-
tesis mitocondrial y en el mantenimiento y la estabilidad del
genoma mitocondrial, se produce una bajada de la actividad
enzimadtica mitocondrial como la de la citocromo C oxidasa
(COX, o también conocido como complejo IV de la cadena
de transporte electrénico) y aumentan los niveles de ROS
(51). Con esto, el consecuente desarrollo embrionario se
veria afectado, algo que otros autores demostraron experi-
mentalmente que se podria mejorar con un pretratamiento
con docetaxel antes de la vitrificacién, pues vieron que au-
mentaba la expresion tanto de TFAM como de la subunidad
1 del complejo IV (COX1) (52).

Como vemos no existe consenso sobre las implicaciones de
la vitrificacion en la actividad mitocondrial del ovocito. Si
algo parece claro es que algunos pardmetros asociados a
este orgdnulo, como el potencial redox, pueden verse alte-
rados con la vitrificacién y es por ello que actualmente se
contintia investigando con nuevos ensayos en esta materia.

3.1.6. Modificaciones en la regulacion de la expresion
génica

El hipotético menor desarrollo de los ovocitos tras la crio-
conservacion puede ser causado también por una mayor in-
cidencia en la fragmentacion del ADN, aunque algunos
autores que realizaron ensayos con ovocitos criopreservados
mediante vitrificacién y congelacion lenta publicaron que
la integridad de su ADN no se alter6 con dichos procesos,
siendo la vitrificaciéon mas eficaz (12, 53). No obstante,
sigue en debate si la vitrificacion de los ovocitos en MII po-
dria inducir dafios en su correspondiente ADN y en el de
los embriones resultantes (49).

Ademads de los posibles dafios que la vitrificacién pueda
causar en el ADN del gameto femenino, se conoce que pro-

voca cambios en la expresion de sus genes. De hecho, se
han realizado relativamente pocos trabajos sobre las impli-
caciones de la vitrificacion en la expresion génica, la esta-
bilidad del ARNm y, por tanto, las modificaciones a nivel
transcripcional (33). A pesar de ello, los estudios publicados
con ovocitos tanto humanos como de otros mamiferos de-
mostraron que la crioconservacion repercutio en el perfil de
expresion génica de los ovocitos en metafase II al desregu-
lar principalmente genes relacionados con el estrés oxida-
tivo, la apoptosis, el mantenimiento estructural de los
cromosomas y el ciclo celular (54).

Algunos estudios que comparan diferentes CPA como, por
ejemplo, el DMSO y el etilenglicol han demostrado que el
DMSO parece tener un efecto mds perjudicial sobre la ex-
presioén génica, por lo que es importante el tipo y la concen-
tracién de crioprotector empleado para tratar de reducir el
dafio a nivel molecular (33).

En un estudio llevado a cabo con 25 ovocitos humanos en
MII y un 30 % de CPA se evalu6 la diferencia de expresion
de los ARNm entre los ovocitos vitrificados y los frescos
para ocho genes, algunos de los cuales codificaban proteinas
fundamentales para el desarrollo del ovocito e importantes
funciones. Los resultados demuestran que no se vieron di-
ferencias estadisticamente significativas por lo que se con-
cluy6 que los perfiles moleculares de los gametos tras la
vitrificacion fueron comparables con los frescos (55).

En otro estudio se comparé la expresion génica entre ovo-
citos frescos, vitrificados y congelados lentamente, obser-
vandose que los métodos de criopreservacion afectaron
negativamente a la expresién génica de los ovocitos huma-
nos en MII, aunque mostraron diferentes perfiles. Asi, mien-
tras que la congelacién lenta desregulaba la expresion de
genes relacionados con el mantenimiento de la estructura
cromosOmica y la regulacién del ciclo celular, la vitrifica-
cioén disminuia la expresion de genes asociados con la via
de la ubiquitinacién. Sin embargo, tanto la vitrificacién
como la congelacién lenta provocaron en los ovocitos hu-
manos un descenso de transcripciones especificas, es decir,
disminuyeron el nimero de ciertos transcritos y, consecuen-
temente, provocaron una de pérdida de ARNm, sin olvidar
que la competencia ovocitaria depende de la carga inicial
de ARNm durante la ovogénesis. Asi, una reduccién de la
competencia se consideraria una de las principales razones
del fracaso en la fecundacién in vitro (47).

Otro articulo también determiné que el proceso de criopre-
servacion de los ovocitos se asociaba con una disminucion
significativa del contenido de ARNm, conservandose sola-
mente el 39,4 % del ARNm cuando se utilizaba la congela-
cién lenta, mientras que tras la vitrificacion quedaba el 63,3
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% del ARNm. De este modo, a pesar de que los niveles de
transcritos resultaron mas bajos que con los ovocitos fres-
cos, la vitrificacion pudo dar lugar a un nivel de ARNm su-
ficiente para mantener las funciones bioldgicas requeridas
por el ovocito tras la fecundacién, principalmente en rela-
cion a la estructura del ADN, las mitocondrias y la regula-
cion del ciclo celular (56).

Con todos estos resultados es posible concluir, hasta ahora,
que la vitrificacién parece alterar los niveles de ARNm en
el ovocito, modificando generalmente a la baja los perfiles
de expresion génica. En cambio, ademds de los estudios
transcriptomicos, son importantes también los proteémicos
y metabolomicos. En este sentido, se ha visto que la vitrifi-
cacién de ovocitos no altera los perfiles metabolémicos em-
brionarios, de tal forma que no se alteraria el metabolismo
general de los embriones generados a partir de esta clase de
ovocitos (57).

3.1.7. Alteraciones epigenéticas

Los datos experimentales publicados sugieren que la crio-
preservacion puede afectar a las marcas epigenéticas en las
células de mamiferos. Se conoce que los mecanismos epi-
genéticos son importantes reguladores de la activacion o re-
presion génica que no provocan cambios en la secuencia de
ADN. Entre las diferentes marcas epigenéticas destacare-
mos las modificaciones post-traduccionales de las histonas
y la metilacién del ADN, siendo esta ultima la mas comiin
en el genoma humano y fundamental en la impronta gené-
mica. Asi, durante la maduracion ovocitaria y la progresion
a través de las distintas etapas de las divisiones meidticas,
las histonas de la cromatina de los ovocitos se desacetilan.
De hecho, desde que tiene lugar la fecundacion hasta que
se produce la implantacidn, el perfil epigenético del em-
brién cambia dindmicamente. Por lo tanto, el epigenoma es
fundamental no solo durante la maduracién del ovocito, sino
también durante la implantacién embrionaria (33, 58).

Diferentes estudios realizados con ovocitos de ratones en
MII han dado lugar a resultados contradictorios. Asi, por
ejemplo, un estudio demostré que la vitrificacién aumentéd
tanto la metilacion de la histona H3K9 como la acetilacion
de la H3K 14 (59). Otros articulos publicaron que tras la vi-
trificacion hubo una menor metilacion del ADN (60), inclu-
yendo uno de éstos también una menor expresion de las
ADN metiltransferasas (DNMTs) (61); mientras que otros
autores, a pesar de que vieron una menor expresion del
ARNm de una DNTM, no observaron diferencias estadisti-
camente significativas en los patrones de metilacién del
ADN (62).

Por otro lado, existen trabajos experimentales con modelos

murinos que indican que el resveratrol podria mejorar los
resultados. Se ha visto que podria disminuir la acumulacién
de y-H2AX, una fosforilacién de la variante de histona
H2AX en la serina 139 que es un marcador de dafio de doble
rotura del ADN que parece estar asociado a ROS (49). Ade-
mas, el resveratrol restaurd la disminucion de la expresion
de la sirtuina Sirtl (una desacetilasa de histonas) causada
por la vitrificacién en ovocitos de ratones, al mismo tiempo
que mejord las metilaciones aberrantes del ADN y modifi-
caciones de acetilaciéon de las histonas (63).

Aunque la mayoria de estos estudios han sido realizados
con modelos animales, hay un articulo publicado con ovo-
citos humanos, el cual pone de manifiesto que, entre ovoci-
tos frescos y vitrificados, no existen diferencias
significativas en los patrones globales de metilacién del
ADN estudiados en los embriones en dia 3 de desarrollo
(D+3) procedentes de esos ovocitos (64), algo que también
se vio al vitrificar directamente embriones humanos (65).
Sin embargo, hacen falta mas ensayos experimentales para
sacar conclusiones y entender claramente los mecanismos
que pudieran causar estas alteraciones y analizar si tendran
consecuencias sanitarias a largo plazo.

3.1.8. Cambios en la morfocinética embrionaria

Existen algunos estudios que han analizado las diferencias
del desarrollo del embrién derivado de ovocitos frescos y
vitrificados. Asi, en un articulo la principal diferencia que
se observo fue el momento en el que se producia la singa-
mia, que parecié ser mas rapido después de la vitrificacion,
ya que este proceso aceler6 la desaparicion de prontcleos e
indujo cambios en su estabilidad. Por el contrario, una vez
producida la singamia, los embriones se desarrollaron con
el mismo patrén (66), al igual que se comento en otras in-
vestigaciones donde vieron que la cinética embrionaria
hasta la etapa de cinco células y el niimero de células en
D+3 fueron muy similares y comparables para los embrio-
nes derivados de ovocitos frescos y vitrificados (64). Ade-
mds, ambos grupos de embriones no mostraron grandes
diferencias en relacion a la tasa de division, nimero y ta-
maifio de blastomeras y tasa de fragmentacion (67).

Por el contrario, en otro trabajo se vio que la primera divi-
sién mitdtica se producia por lo menos una hora mas tarde
en los ovocitos vitrificados, de tal modo que el desarrollo
temprano del embrién derivado de estos ovocitos criopre-
sevados se retrasaba un poco con respecto a los frescos (68).
Esto dltimo se confirmé con otra reciente publicacién donde
gracias a un andlisis empleando la tecnologia time-lapse
para estudiar la morfocinética embrionaria se concluyd que
se producia una alteracién en el tiempo de desarrollo, mds
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concretamente un retraso general en la tasa de divisién y
formacion de blastocisto en los embriones procedentes de
ovocitos donados desvitrificados frente a los frescos de la
misma donante (69).

3.2. Resultados reproductivos: ciclos con ovoci-

tos desvitrificados vs. frescos

En la actualidad disponemos de suficiente informacién para
defender la idea de que los resultados reproductivos no se
ven afectados por la vitrificacién ovocitaria y de que la vi-
trificacion proporciona otras ventajas adicionales, como la
posibilidad de enviar ovocitos vitrificados a largas distan-
cias evitando la necesidad del turismo reproductivo, sim-
plificar la logistica al no ser necesaria la sincronizacion de
los ciclos de la donante-receptora, o reducir el costo por
ciclo de tratamiento al repartir los ovocitos de una donante
entre varias receptoras (70). Estas razones explican que
(segun se deduce de los registros anuales de la Sociedad Es-
pafiola de Fertilidad (SEF) desde 2009 hasta el afo 2019,
correspondiente a la actividad del 2017), el nimero de trans-
ferencias utilizando ovocitos donados haya crecido de
forma exponencial hasta el 2015, afio a partir del cual se es-
tabiliza su uso (Figura 3) (71).

Sin embargo, hasta llegar a estas conclusiones, el camino
recorrido ha estado marcado por resultados no siempre alen-
tadores y conviene, por esta razon, recordarlo para valorar
la importancia del estado actual de conocimientos.

En primer lugar, en el afio 2008 se publicé un estudio pros-

pectivo aleatorizado que compar6 ovocitos de donantes
frescos y vitrificados procedentes del mismo ciclo mediante
el método Cryotop. Los siguientes pardmetros fueron ana-
lizados: tasa de supervivencia, fecundacién y division, ca-
lidad embrionaria, tasa de implantacién y embarazo. Para
ello, se requirieron treinta receptoras y otras treinta donantes
que aportaron un total de 450 ovocitos maduros, de los que
se vitrificaron 231. Tras ser vitrificados y almacenados du-
rante al menos 1 hora, los ovocitos crioconservados se des-
vitrificaron, mientras que los frescos permanecieron en
cultivo durante 2 horas, de tal forma que la ICSI se llevé a
cabo simultdneamente en ambos grupos. La tasa de super-
vivencia tras la desvitrificacion fue del 96,7 % y los resul-
tados analizados mostraron que la capacidad de desarrollo
embrionario de ovocitos previamente vitrificados no se vio
afectada por el proceso de vitrificacion-desvitrificacion,
pues la fecundacion, la divisién de los embriones, la calidad
y los resultados clinicos resultaron ser similares a los obte-
nidos con los ovocitos frescos. Asi, esta publicacién defen-
di6 hace mas de diez afios el posible uso de esta tecnologia
para los programas de donacién de ovocitos y establecer
bancos (72). Ademads, este hecho también fue confirmado
posteriormente por otros ensayos (73-77).

A diferencia de este estudio donde se analizaron ovocitos
de donantes y que, por tanto, procedian de mujeres jévenes
y fértiles, en otro publicado en el afio 2010 se incluyeron
ovocitos de cuarenta pacientes de edad no superior a 42
afios que precisaron TRA y que consiguieron més de 6 ovo-
citos MII con apariencia normal. El objetivo de este primer
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ensayo clinico prospectivo aleatorizado con pacientes con
problemas de fertilidad fue comparar el rendimiento in vitro
o desarrollo embrionario de los ovocitos frescos y vitrifica-
dos tras la ICSI. Se obtuvieron un total de 244 ovocitos, de
los que 124 fueron vitrificados antes de la microinyeccion
y otros 120 fueron inseminados en fresco. La tasa de super-
vivencia de los ovocitos vitrificados fue del 96,8 %. En re-
lacién a la tasa de fecundacién no se observé ninguna
diferencia estadisticamente significativa y tanto el desarro-
llo del embrién hasta el dia 2 (D+2) como el porcentaje de
embriones de alta calidad fue muy similar entre los dos gru-
pos de ovocitos. Para los ciclos con ovocitos vitrificados se
obtuvieron quince embarazos clinicos, de los que tres resul-
taron en abortos espontdneos y doce continuaron mds alla
de la semana 12 de gestacion. Por lo tanto, estos autores in-
dicaron que la vitrificacién de ovocitos previa a la ICSI no
generd peores resultados en lo que respecta a la fecundacién
y las tasas de desarrollo embrionario frente al hecho de mi-
croinyectar los ovocitos frescos para este tipo de pacientes
con trastornos de fertilidad, aunque seria necesario confir-
mar estos resultados con mds estudios y a mayor escala (22).

En ese mismo afio, otro articulo compar6 los resultados de
ovocitos vitrificados y almacenados en bancos de ovocitos
para programas de donacién versus ovocitos frescos. Este
ensayo prospectivo aleatorizado conté con un gran tamafio
muestral, incluyéndose 600 receptoras que se dividieron en
dos grupos: receptoras de ovocitos vitrificados (con 3286
ovocitos) y de ovocitos frescos (con 3185 ovocitos). La tasa
de supervivencia fue de en torno al 92,5 % y la tasa de ges-
tacion evolutiva resultd similar para ambos grupos siendo
del 41,7 % y 43,7 % para aquellos que emplearon ovocitos
frescos y vitrificados, respectivamente. Como conclusién
del estudio, se confirmé lo observado en publicaciones an-
teriores sobre la buena eficacia y no inferioridad de los ovo-
citos vitrificados frente a los frescos para generar embriones
que cuenten con la capacidad de desarrollar buenas tasas de
embarazo (74), algo que supone grandes posibilidades en
reproduccion asistida. Esto dltimo también se vio en otro
trabajo donde se public6é que se podian obtener altas tasas
acumulativas de embarazo en curso gracias a transferencias
de embriones procedentes de ovocitos frescos y crioconser-
vados, siendo la edad de la mujer el factor que influy¢ sig-
nificativamente en los resultados (78).

A diferencia de estos tres articulos comentados, donde la
transferencia de los embriones se realizo a las 44-48 horas
de haber realizado la ICSI (22) o en dia 3 de desarrollo (72,
74), en otro publicado en 2011 todas las transferencias se
llevaron a cabo en el estadio de blastocisto. El objetivo prin-
cipal de este trabajo fue estudiar los resultados de la vitrifi-
cacion de ovocitos en un programa de donacién, evaluando
el desarrollo embrionario ademaés de las tasas de fecunda-

cién, implantacién y embarazo. De esta forma, se analizé
el efecto de la vitrificacion sobre la viabilidad de dichos
ovocitos desde el momento en el que se produjo la fecun-
dacién hasta los dias 5 o 6 de desarrollo (D+5 o D+6). Se
utilizaron un total de 1098 ovocitos procedentes de 78 do-
nantes que se dividieron en dos grupos de estudio: 786 ovo-
citos en fresco y 312 ovocitos vitrificados. Estos ultimos
mostraron una tasa de supervivencia del 89,4 % y no se ob-
servaron diferencias estadisticamente significativas en nin-
guno de los pardmetros estudiados. Asi, por ejemplo, las
tasas de formacion de blastocistos para los grupos de estudio
(vitrificacion) y control (en fresco) fueron de 41,3 y 45,3
%, respectivamente. Como resultado de estos datos, se con-
firmé que los ovocitos después de ser vitrificados conser-
varon su capacidad de fecundacién y su potencial para
llegar a blastocistos de alta calidad de forma similar a la que
lo hacen los ovocitos frescos y de ahi que, como se venia
viendo en estudios anteriores, se afirmara que la vitrifica-
cion se tratara de la mejor alternativa para crear bancos de
ovocitos fiables (75). Del mismo, en otro estudio prospec-
tivo controlado no se encontraron diferencias estadistica-
mente significativas en la fecundacién, la calidad
embrionaria en D+3 o la tasa de formacién de blastocistos
al emplear ovocitos frescos o vitrificados (79), aunque en
otro ensayo también prospectivo, a pesar de que tampoco
se vieron diferencias con respecto a €sos mismos parame-
tros, si que los embriones en etapa de blastocisto de buena
calidad fueron mayores en el grupo de ovocitos frescos
(31,7 %) en comparacion con los del grupo vitrificado (26,1
%). No obstante, se concluye que los ovocitos vitrificados
presentan una eficacia clinica similar en comparacién con
los ovocitos frescos procedentes de la misma paciente (80).

Igualmente, esta dltima conclusién se confirmé en otros ar-
ticulos cientificos. Por un lado, en un estudio de 2011 se
compararon la supervivencia, la fecundacién, el desarrollo
embrionario temprano y los resultados clinicos de los ovo-
citos tanto frescos como vitrificados. La supervivencia post-
desvitrificacion de los ovocitos del banco de ovodonacion
volvid a ser, como en el resto de articulos consultados, bas-
tante buena (91,4 %), algo que también se observé en los
resultados bioldgicos y clinicos al ser similares para las 77
pacientes sometidas al estudio, que recibieron ovocitos do-
nados frescos (41 de ellas) y vitrificados (las 36 restantes).
Consecuentemente, se confirmé de nuevo que ovocitos vi-
trificados y frescos donados presentaron la misma calidad
de embriones, embarazo y potencial de implantacién que
las donaciones de ovocitos frescos (77).

Otro grupo de clinicos e investigadores llevé a cabo un es-
tudio prospectivo donde utilizaron un total de 2087 ovoci-
tos, de los que vitrificaron 989 que, a su vez, presentaron
una tasa de supervivencia del 85,6 %. Los resultados obte-
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nidos con los ovocitos vitrificados fueron tan buenos como
con los frescos ya que las tasas de fecundacion, desarrollo
embrionario, embriones de buena calidad, implantacion e,
incluso, las tasas de recién nacido vivo por transferencia
(38,4 % vs. 43,4 % en las receptoras de ovocitos frescos y
vitrificados, respectivamente) fueron similares entre ambos
grupos. Ademds, los autores afirmaron que el uso de la vi-
trificacién podria extenderse a otras aplicaciones tales como
la acumulacién de ovocitos de varias estimulaciones para:
pacientes con riesgo de sindrome de hiperestimulacién ova-
rica (SHO), aquellas que necesitan preservar su fertilidad
por diversos motivos o bien por test genético preimplanta-
cional (PGT) (81). Esto tdltimo se corroboré gracias a este
trabajo donde se establece que, tras las pruebas de PGT pre-
vias a la implantacion, la acumulacién de ovocitos vitrifi-
cados es una estrategia para aumentar el nimero de
blastocistos euploides disponibles para la transferencia (82).

La tasa de recién nacido vivo sano fue evaluada en 2013 en
un estudio retrospectivo que quiso comparar la eficiencia
de la criopreservacion de ovocitos mediante los nacimientos
de recién nacidos vivos. Se utilizaron ovocitos tanto propios
como de donantes y, a pesar de que no se observaron dife-
rencias significativas en la tasa de recién nacido vivo por
embridn transferido entre los grupos frescos y vitrificados,
si que las hubo en la tasa de formacién de blastocisto, ya
que ésta fue del 64 % para el grupo de ovocitos frescos y
del 38,6 % para los vitrificados cuando se usaron ovocitos
propios y del 68 % y 40 % para los frescos y vitrificados
donados respectivamente. Por lo tanto, se defendié que aun-
que la vitrificacioén pudiera afectar negativamente al poten-
cial de formacién del blastocisto, en general los resultados
de recién nacidos vivos eran similares en ambas situaciones
ya que los porcentajes obtenidos fueron del 51,9 % vs. 45,8
% con ovocitos frescos y vitrificados propios, y del 60,3 %
vs. 60 % para los frescos y vitrificados donados, respecti-
vamente (83). Sin embargo, en otro trabajo publicado cuatro
afios mds tarde no encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de formacidn de blastocisto entre el
grupo de ovocitos frescos (48,8 %) y los vitrificados (51,6
%), al igual que observaron que las tasas de embarazo cli-
nico difirieron en menos de un 2 % entre ambos grupos, por
lo que la donacién de ovocitos vitrificados del banco pro-
dujo tasas de embarazo similares por transferencia de blas-
tocisto cuando se comparaba con el ciclo en fresco (84).

En la Tabla 2 se muestra un resumen de algunas de las pu-
blicaciones comentadas con varios pardmetros que compa-
ran el uso de ovocitos frescos y vitrificados. Es importante
comentar que estos articulos hacen referencia a ciclos con
ovocitos donados y, asi, pretenden sacar conclusiones para
programas de ovodonacién, para los que el vitrificar los

ovocitos es fundamental. Asimismo, resaltar que las trans-
ferencias en cada uno de ellos fueron llevadas a cabo en di-
ferentes dias de desarrollo: D+2 (81), D+3 (72,74,77) y
D+5 en etapa de blastocisto (75).

Basandose en distintas fuentes de estadisticas nacionales,
dos estudios estadounidenses que analizaron datos de 2013,
y de 2013 a 2015, concluyeron con resultados contradicto-
rios. El primero, que compara las caracteristicas y resulta-
dos de ciclos de TRA usando ovocitos propios y de donantes
crioconservados con ciclos de ovocitos frescos usando datos
del Sistema Nacional de Vigilancia de la Tecnologia de Re-
produccién Asistida (NASS) de Estados (105.517 ciclos),
concluye que no se observan diferencias entre ambos grupos
cuando los resultados se analizan por transferencia en lugar
de por ciclo (85). El segundo, que usa datos proporcionados
por la Sociedad de Tecnologia de la Reproduccion Asistida
(SART), incluyendo solamente los ciclos con ovocitos de
donantes tanto frescos como crioconservados (30.160 ci-
clos), concluye que la tasa de recién nacido vivo fue signi-
ficativamente mayor con los ovocitos frescos que con los
criopreservados por ciclo iniciado (51,1 % frente a 39, 7%)
(86).

Hay otros articulos que defienden la idea de que los resul-
tados no se ven afectados por la vitrificacion ovocitaria,
como un estudio prospectivo realizado en Reino Unido en
2018 (87), o una investigacion de un grupo espaiiol presen-
tada en la trigésimo quinta reunién anual de la Sociedad Eu-
ropea de Reproduccion y Embriologia Humana (ESHRE)
en julio de 2019 en Viena, que ganoé el “Premio de Ciencia
Clinica” (Clinical Science Award) al mejor péster clinico
de este congreso. En este tltimo articulo incluso se compa-
raron ovocitos de una misma donante para obtener mayor
fiabilidad. En este caso, cuando se analizaron los resultados
al inseminar el mismo nimero de ovocitos tanto frescos
como congelados, separando del andlisis los ovocitos crio-
preservados que no sobrevivieron a la desvitrificacion, los
resultados reproductivos eran comparables. Es decir, se
afirma que la vitrificacién en sf misma no afectaria a la
competencia en el desarrollo ovocitario (88).

Con respecto a los resultados perinatales, en un estudio se
evaluaron las complicaciones del embarazo y los defectos
congénitos del feto tras la criopreservacién y tampoco se
observo ningun caso con defectos (89), al igual que en otro
trabajo con ovocitos de donantes y ovocitos propios donde
tampoco se observé ninguna diferencia significativa (90).

A pesar de todos estos resultados, serfan convenientes mas
estudios con mayores muestras para confirmar estas con-
clusiones.

En definitiva, lo que vemos es que cuando se analizan los
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TABLA 2

Resumen de parametros embrioldgicos y obstétricos de diferentes articulos comparando el uso de ovocitos frescos vs. vitrificados procedentes

de donantes. O.F.: ovocitos frescos; O.V.: Ovocitos vitrificados; *: n=1

Cobo etal 2008  Cobo @al_ 2010 Garcia«al 2011 Trolosdezeral 2011 Soleeral 2013

Parametros (29 O N O N OF. oY OF. VA OF. OV

Tasa de supervivencia - 887 - 823 - 8c4 - cl4 - 85.6

Tasa de fertilz acion 822 763 733 742 87.5 761 86.6 844 0.7 782

Tasa de division D+2 878 842 88 853 o8 983 851 858 71 682

Embriones de buena calidad en D+2 715 B44 | 438 436 | 842 908 - - M1 488
Tasa de division D+3 848 776 | 882 | 873 - - - - - -
Embriones de buena calidad en D+3 805 B0.8 607 584 | 822 20 60.4 849 - -
Tasa de formacion de blastocisto 475 487 = - 453 413 - - - -
Embriones de buena calidad en blast. 70 BL1 - - 7.4 75 - - - -

Tasa de inplantacion 100* 408 | 409 389 | 429 439 25 247 3,3 34

Tasa de embarazo chuico/transfer 100* 652 | 556 554 60 6L8 28 55,6 4.5 . 535

Tasade embarazoencusotransfer.  100* 478 | 483 491 - - 438 472 P4 444

Tasa de aborto 0* X - - 38 83 - - 1 208

Tasa de recién macido virotransfer - - - - - - 415 472 ®’4 434

ovocitos que han pasado por el proceso de vitrificacién en- . A pesar de que la vitrificacion no aumenta la tasa

contramos numerosos estudios que muestran modificacio-
nes a distintos niveles en el ovocito, incluyendo variaciones
de tipo ultraestructural, bioquimico y genético.

En cambio, aunque también se han visto cambios morfoci-
néticos en los embriones cuando se examinaron los resulta-
dos con ovocitos frescos y vitrificados, y algtn articulo
especifique algin pardmetro ligeramente alterado, en lineas
generales la mayoria de las publicaciones exponen resulta-
dos comparables y reproducibles entre ambos grupos de es-
tudio. Finalmente, a nivel de alteraciones en los neonatos y
resultados perinatales parece que no se ve ningun efecto
sobre estos provocado por la vitrificacion de los ovocitos.

4. CONCLUSIONES

. La vitrificacién ovocitaria afecta a la ultraestruc-
tura del ovocito y, en cierta medida, provoca una vacuoli-
zacion, ademads de una liberacion prematura de los granulos
corticales y un endurecimiento anticipado de la zona peld-
cida.

. Tanto el perfil de oscilaciones de calcio para la ac-
tivacién ovocitaria como la morfocinética embrionaria se
verfan afectados por la vitrificacién, produciendo un leve
retraso en la tasa de divisién embrionaria.

de aneuploidia, el huso meidtico podria verse alterado por
el proceso de desvitrificacion, aunque esta estructura se
puede reensamblar pasadas unas horas.

. Aunque existen resultados dispares, la vitrificacion
parece tener consecuencias sobre distintos pardmetros mi-
tocondriales.

. Si bien existe controversia acerca de si la vitrifi-
cacion afecta o no al perfil epigenético del ovocito, dicho
proceso parece alterar los niveles de ARNm en el ovocito,
disminuyendo la expresion génica.

. Los ciclos con ovocitos vitrificados proporcionan,
en general, buenos resultados clinicos, eficientes y compa-
rables a aquellos que utilizan ovocitos frescos.

. El uso de ovocitos vitrificados parece no producir
alteraciones obstétricas ni perinatales en comparacion con
los frescos.
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