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Signos de alarma POF

Relación FSH/LH = 2/1

AMH disminuída

Estradiol elevado

Acortamiento de los ciclos menstruales



Historical perspective

• The generatione animalum - Reproduction in mamals -
Edition B1 p. 6 (1651) “Ex ovo omnia”

• De Graaf de Mulierum organis - Generatione  
inservientibus 1672

• Edwards R, Seegars Jones y col. - Obstet Gynecol 1965 
96,192 - G Am J 

• Chen, Lancet 1986;  1 :884-6 - Pregnancy after human 
oocyte cryopreservation 



Oocyte slow cryopreservation

Author                        Pregnancy Rate
• Chen C.                                            33%

• Al Hasanis                                           -

• Bold                                                  30%

• Fabbri R., Porcu, E.                         17%

• Hunter                                              25%

• Toth   21%

• Yoon Tk -

• Gook -



Slow-freeze method



Método lento

Potenciar deshidratación celular y disminuir la probabilidad de formación de hielo 

intracelular.

Protocolos más usados

PROH 1.5M+0.2M sacarosa

PROH 1.5M+0.3M sacarosa

PROH 1.5M+0.3M sacarosa y sustituto catión colina

aire   medio aire   embriones aire   medio

Temperatura de Inicio del programa: 16ºC

-2.0 ºC / minuto

- 7ºC

Espera de 5 minutos

Seeding manual a - 7ºC

Espera de 5 minutos

- 0.3 ºC / minuto

- 36ºC



Criopreservación de ovocitos

Resultados: (lento)

• Tasa de sobrevida 
47%

• Tasa de fertilización                                                 
52%- 80%

• Tasa de 
embarazo/ovocito : 1.5%

http://www.images.ivf.net/cgi-bin/postcard-direct/postcard.cgi?image=/imagedatabase/157.jpg&title=157&name=Click+on+image+for+details+and+information
http://www.images.ivf.net/cgi-bin/postcard-direct/postcard.cgi?image=/imagedatabase/157.jpg&title=157&name=Click+on+image+for+details+and+information


Success rates



Vitrificación ovocitaria – Características

• Simple

• Protocolo universal

• Crioprotector

• Volumen

• Dispositivo-dependiente

• Habilidad técnica

• Cross over inter-especie 

• Aplicable a diferentes células 

• Validar  eficiencia clínica



Cryotop  Method

• Kuwayama M Vajta G, Kato O, Leibo SP.

• “Highly efficient vitrification method for  cryopreservation of human 

oocytes”

Rbm on line  2005 sep; 11(3): 300-8



Vitrificación

Método Cryotop

La solidificación no se produce por cristalización y formación de hielo, 

sino por la extrema viscosidad del medio que se enfría a velocidades muy 

elevadas. 

Alta concentración del 

crioprotector.

La combinación más usada 

esetilenglicol, DMSO y 

sacarosa.

Velocidad: -23.000ºC / min



1. Exposición inicial de la célula al crioprotector

• Intracelulares
» Glicerol

» DMSO

» PrOH

» Etilenglicol

• Extracelulares

» Sacarosa

» Ficol

2. Congelamiento hasta temperaturas por debajo de  0ºC

3. Almacenamiento  (-196º C)

4. Descongelamiento

5. Dilución y remoción de crioprotectores

Criopreservación



Oocyte vitrification

PR 
• Kuleshova-Trounson (1999) Etilen glicol                            55%

• Yon                                             Metilenglicol                          21%

• Chian                                          EG +PROH(propilenglicol)   46 %

• Kuwayama criotop (2005) EG + sucrosa                       35%



Cryotop method: IVF outcome Egg 

donation

%

• Sobrevida                                                               96.7

• Fertilizados                                                             76.3

• Embrio #2                                                               94

• Blasto                                                                     48

• n: 23

• Embarazos                                                             65

• Implantaciones                                                       40  

• Abortos                                                                   20

• Embarazos evolutivos                                            47

Cobo, Kuwayama Fertil Steril 2008 vol 89







• Tamaño: 110-115 mm.

• Zona pelúcida (ZP) proporcionada, definida y regular (15-20 mm).

• Espacio perivitelino (EPV): es un espacio prácticamente virtual, no 
observándose ninguna zona más amplia que la que ocupa el CP.

• Forma esférica.

• Citoplasma homogéneo.

• CP único, bien definido y ligeramente aplanado. 

• Tamaño total: 150 mm.



Alteraciones morfológicas 

ovocitarias:



Factores  que afectan   calidad

• 37 %  de anomalías cromosómicas

• GDF9 Wnt4- WT1-MIS

• ZPF / 1, 2, y 3

• OCT 4

• MATER



Factores que afectan la sobrevida del 

ovocito

• Calidad ovocitaria

• Elección del crioprotector:

DMSO Chen (1986) 

PrOH            Porcú (2003)

Pacientes <38años

Ausencia de factor masculino

5 a 10 ovocitos para congelar

900 nacidos

Tasa embarazo               45%

Tasa de implantación     18%

Tasa de aborto               25%    



• Del huso meiótico:  
Origina aneuploidías, daño producido por 
crioprotector y/o congelamiento

• Microfilamentos:
Responsables de la expulsión del 2do cp, migración 
de los pronúcleos, citoquinesis.

• Zona pelúcida:
Fallas de hatching e implantación

• Gránulos corticales: 
Fertilización anormal aumentada

Mecanismos del crioinjuria en ovocitos MII



 Calidad ovocitaria al momento de la colección

 Crioprotector:

DMSO Chen (1986) 

PrOH Porcú (2003)

 Edad: Pacientes <38años

 Número de óvulos M2 >=10 ovocitos para congelar

Factores que afectan la sobrevida del 

ovocito



• Se sugirió que podrían ser mas resistentes al 
congelamiento por:

– metabolismo relativamente inactivo 

– ausencia de huso meiótico

• Resultados pobres: tasa de maduración, 
fertilización y clivaje disminuida respecto de 
ovocitos controles 

–60 vs 76%             43vs 90%       16 vs 95%

• Reportado 1 embarazo (Tucker)

Congelamiento de ovocitos inmaduros VG





Vitrificación:
indicaciones

• Aumentar efectividad

• Donación de ovocitos

• Ausencia zoides – IVF - ICSI

• Evitar crio embrionaria

• Evitar SHEO

• Prevenir POF

• Pérdida fertilidad por cáncer

• Quimio - radioterapia



• VENTAJAS

–Colección por protocolos estandarizados

–Buen número de gametas disponibles

–No tiene problemas éticos

–No se requiere de muestra de semen al momento 
de la colección

–Protocolos de congelamiento y vitrificación 
parcialmente  estandarizados

Criopreservación de ovocitos



• DESVENTAJAS

–Altamente sensibles al congelamiento

–Se requiere de tratamiento hormonal

• contraindicado en cáncer de mama, de 
endometrio

–Requiere de técnicas de reproducción asistida

–Retrasa tratamientos oncológicos

Criopreservación de ovocitos



Why all women should freeze their 
eggs Cobo and Garcı´a-Velasco



Cobo. Oocyte vitrification for elective FP. Fertil Steril 2016.



Cobo. Oocyte vitrification for elective FP. Fertil Steril 2016.



Cobo. Oocyte vitrification for elective FP. Fertil Steril 2016.



Cobo. Oocyte vitrification for elective FP. Fertil Steril 2016.



Results: the euploid embryo

Egg aneuploidy Sperm aneuploidy

20 -50% 0.5 – 1%

Munné S Preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy and translocations using array 

comparative genomic hybridization. Curr Genomics. 2012 Sep;13(6):463-70. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Munn%C3%A9 S[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23448851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23448851


How to select competent embryo?



PGS technology

• CGH array 

• CGH and GCH 

• hibridization

•NGS
•Quantitative /qualit 
method
•Flow cell
•Digital  not 
analogic data
•Copied massively
•Large scale 
sequency
in paralelle fashion

•Analisis:
•DNA metilation  
•DNA protein 
interaction
•Microbiological 
diversity in
human and 
enviroment



Preimplantation screening

• PGS

• Maternal age > 36

• recurrent miscarriage

• Implantation failure 

Selection  of 
euploid embryo

•NGS



40

The euploid embryo  

Munné S Preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy and translocations using array 

comparative genomic hybridization. Curr Genomics. 2012 Sep;13(6):463-70. 

Egg aneuploidy Sperm aneuploidy

20 -50% 0.5 – 1%

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Munn%C3%A9 S[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23448851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23448851


Euploid embryo selection: CGH

Age %

Donor 62

< 35 46

35 - 37 40

38 - 40 30

40 - 42 16

> 42 10.7

•Aneuploidia
•Translocation
•Deletion
•Duplication

Limitation:
• Haploidy
• Poliploidy Munné S Preimplantation genetic diagnosis for aneuploidy and translocations using 

array comparative genomic hybridization. Curr Genomics. 2012 Sep;13(6):463-70. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Munn%C3%A9 S[Author]&cauthor=true&cauthor_uid=23448851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23448851


Comentarios finales –

• Prevención- antecedentes

• Detectar poblaciones  de riesgo POF

• Uso de bio – marcadores a edad más 

temprana

• Genómica

• Patología autoinmune

• Preservación a edades mas tempranas
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