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Microscopia confocal del huso meiético de 6vulos humanos y su
tiempo de recuperacion después de la vitrificacidon

Sandra Cubillos Garcia,* Felipe Caldifio Soto,* Jeimy Pedraza Cepeda,* Silvio Cuneo Pareto*

RESUMEN

Antecedentes: en la actualidad se conoce poco el efecto de las técnicas de vitrificacion en el huso meiético del ovocito y su tiempo
de recuperacioén en términos de funcionalidad posdesvitrificacion.

Objetivo: evaluar el ensamble del huso meidtico y el alineamiento de los cromosomas en la placa metafasica en ovocitos humanos
posdesvitrificacion.

Material y método: 36 ovocitos en metafase Il se vitrificaron usando 7.5% de etilenglicol, 7.5% de propanediol y 0.5 mol/L de sucrosa
y el método del cryotop. El ensamble del huso meiético se vigilé con microscopia confocal de la hora 0 a la hora 3 después de des-
congelar los ovocitos. Asi, seis ovocitos fueron fijados a las cero horas, 12 a la hora, 12 a las dos horas y seis a las tres horas. Como
control se fijaron seis ovocitos en metafase |l sin vitrificar. Para la inmunohistoquimica los ovocitos se incubaron con un anticuerpo
antitubulina y Alexa Fluor 488 y se analizaron por microscopia confocal, y se aplicé la U de Mann-Whitney. El significado se definio
como p < 0.05.

Resultados: después de descongelar los ovocitos se observé una importante reduccion de éstos con huso meidtico bipolar: inmedia-
tamente al descongelar (T0): 66.7%, después de una hora de cultivo (T1): 91.6%, después de 1.5 horas (T2): 75%, y después de dos
horas (T3): 67%. Una hora después de descongelar los ovocitos, la tubulina se polimerizé poco a poco, formando husos meiéticos
morfolégicamente normales y con un alineamiento adecuado de los cromosomas. Una hora después de descongelar los ovocitos,
la mayor parte recupero su bipolaridad.

Conclusiones: sugerimos realizar la ICSI una hora después de desvitrificar los ovocitos. Debido a que ésta es una muestra muy
pequefa y con un protocolo especifico (PROH+EG), se sugiere realizar mas estudios para confirmar estos resultados.
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ABSTRACT

Background: Nowadays, little is known about the effect of vitrification method on spindle and its recovery time in terms of functionality.
Objective: To evaluate the process of meiotic spindle reassembly and chromosomal alignment of metaphase Il in vitrified human
oocyte. We monitored the time course and chromosome-MT (microtube) characteristics of human meiotic spindles from zero to three
hours after thawing using confocal microscopy.

Material and method: Oocytes were vitrified with the Cryotop method, 36 oocytes were vitrified with 7.5% ethylene glycol, 7.5%
propanediol, and 0.5 mol/L sucrose. After thawing, six oocytes were fixed to zero hours, 12 at one hour, 12 at two hours and six at
three hours. As control four extra unfrozen oocytes were compared with frozen oocyte fixed al 0, 1, 2 and 3 hours after thawing. For
immunostaining of microtubules, oocytes were first incubated with mouse monoclonal anti tubulin followed by Alexa 488-labeled
goat antimouse IgG. Oocytes were analyzed by confocal imaging system. Mann-Whitney U-tests were carried out. Significance was
defined as p < 0.05.

Results: We analyzed 36 oocytes. Unfrozen control oocytes (100%) displayed bipolar spindles. After thawing there was a significant
reduction of oocyte with bipolar spindle: (T0) 66.7%, after 1 h of culture (T1): 91.6%, after 1.5 h (T2): 75%, and after 2 h (T3): 67%.
One hour following thawing, most oocytes recovered spindle bipolarity and equatorial chromosomal alignment. After warming of vitrified
metaphase Il oocytes, tubulin was depolymerized and chromatin remained condensed on the metaphase plate. Within a 1-hour period,
tubulin repolymerized, forming morphologically normal metaphase spindles with properly aligned chromatin.

Conclusions: We found that the mean time of recovery of the spindle of thawed human oocytes after vitrification was one hour. For
that reason we suggest to perform ICSI procedures after one hour of thawing. More studies should be done to confirm these results
in this specific protocol.
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1 huso meidtico es extremadamente sus-

ceptible al proceso de criopreservacion

debido a que la disminucion de la tempera-

tura puede inducir la despolimerizacion de
los microtibulos. El desensamble del huso meidtico
esta estrechamente asociado con la dispersion de los
cromosomas metafasicos y las subsecuentes anomalias
cromosomicas. Sin embargo, hay poca informacion
acerca del efecto de crioprotectores en la proteccion del
huso del ovocito durante la condicion de temperatura
subfisioldgica.

La importancia del buen mantenimiento de la
estructura del ovocito después del proceso de vitrifi-
cacion radica en el hecho de que en la meiosis debe
ocurrir una correcta separacion de las cromatidas
hacia los polos durante la anafase, lo que se conoce
como disyuncidon meidtica; cuando esto no ocurre
o hay un retraso en la primera o segunda division
meiotica, sobrevienen problemas en la configuracion
de los cromosomas, alterando el nimero correcto de
éstos, es decir, dejan de ser multiplos basicos del
numero haploide original de la especie, lo que se
conoce como aneuploidia. Para analizar la integri-
dad del huso meidtico se usaron anticuerpos contra
tubulinas a y B, las subunidades esenciales de los
microtubulos. Cominmente, se denomina “tubulina”
a un heterodimero formado por dos subunidades (a0 y
B) que al ensamblarse de manera sumamente organi-
zada generan uno de los principales componentes del
citoesqueleto, los microtibulos.

Los ovocitos analizados se encuentran en metafase
II con las fibras del huso unidas a los cinetdcoros de los
cromosomas. Estos ultimos estan alineados a lo largo
del plano ecuatorial de la célula. La primera y segunda
metafases pueden distinguirse con facilidad; en la me-
tafase I las cromatidas se disponen en haces de cuatro
(tétrada) y en la metafase II lo hacen en grupos de dos
(como en la metafase mitotica). Esto no es siempre tan
evidente en las células vivas.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de
los crioprotectores 1,2-propanediol (PROH) y dimetil-
sulfoxido (DMSO) en la preservacion de la estructura
del huso y localizacion de los cromosomas en el ecuador
de ovocitos humanos en los tiempos 0, 1, 1.5 y 2 horas
después del proceso de descongelacion.

MATERIAL Y METODO

Las donantes se sometieron a protocolos convencionales
de estimulacion ovarica, tras la aspiracion folicular y
la eliminacion de las células de la corona radiada y el
cumulo ooforo, que rodean al 6vulo. Se vitrificaron 36
ovocitos en metafase Il usando 7.5% de etilenglicol,
7.5% de propanediol y 0.5 mol/L de sucrosa con el
método del cryotop. El ensamble del huso meidtico se

monitored con microscopia confocal de la hora 0 a la 2

después de descongelar los ovocitos, asi, seis ovocitos

se fijaron a las 0 horas, 12 a la hora 1, 12 a la hora 1.5

y 6 a la hora 2 (Cuadro 1). Como control se fijaron

seis ovocitos en metafase II sin vitrificar. Los ovocitos

permanecieron en cultivo de microgota bajo aceite en
atmosfera de CO, a 5% y 37°C hasta el analisis.

Para la inmunohistoquimica los ovocitos se incubaron
con los anticuerpos respectivos de la siguiente manera:
1. El ovocito se coloco en 60 pL de solucion estabi-

lizadora de microtubulos previamente calentada a
37°C en un pozo de placa de cultivo celular y se
dejo ahi durante 30 a 60 minutos a 37°C.

2. Pasado el tiempo de fijacion la célula se transfirio
a un pozo con 60 pL de solucion bloqueadora y se
dejo ahi durante cinco minutos para detener la fija-
cion y cinco minutos mas en otro pozo de solucion
bloqueadora hasta lavar perfectamente el ovocito.

3. Lacélulase paso al pozo con 60 pL de anticuerpo pri-
mario (monoclonal anti-a-tubulina, anti-p-tubulina o
anti-tubulina acetilada) diluido 1:1,000 en solucién
bloqueadora y se incubd toda la noche a 4°C.

4. Elovocito se lavd en un pozo con 60 pL de solucion
bloqueadora, y se repitio el lavado en otro pozo con
solucion bloqueadora fresca.

Cuadro 1. Tratamiento de ovocitos

Tiempo después de la descongelacion PROH/EG
0 (inmediatamente) 6
1 hora 12
2 horas 12
3 horas 6
Total 36
No congelados 6
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5. La célula se paséd al pozo con 20 pL de solucion
bloqueadora y una vez en el pozo se agregaron sobre
éste 60 pL del anticuerpo secundario (anti-mouse
inmunoglobulina conjugado con FITC Alexa Fluor
488) diluido 1:1,000 en solucioén; se incubd durante
dos horas a temperatura ambiente en oscuridad.

6. Elovocito se lavo en un pozo con 60 pL de solucion
bloqueadora y se repiti6 el lavado en otro pozo con
solucion bloqueadora fresca.

7. El ovocito se coloco sobre una laminilla portaob-
jetos cubierta con poli-L-lisina, y una vez que se
observo casi seco, se coloco sobre ¢l una gota de 20
pL de medio de montaje para fluorescencia antifade.

8. Laslaminillas se analizaron en el microscopio con-
focal Zeiss LSM 5 Pascal usando KrArg (405,488
nm) y HeNe (543 nm); las secciones se colectaron
a intervalos de 0.6 um y se reconstruyeron en tres
dimensiones para evaluar la forma y longitud del
huso meiotico.

El analisis estadistico se realizdo con U de Mann-

Whitney. El significado se defini6 como p < 0.05.

RESULTADOS

En la evaluacion de las laminas se esperaba encontrar
cuatro patrones: a) huso meidtico bien polimerizado y
cromosomas alineados en el ecuador (patrén de nor-
malidad); b) huso meidtico bien polimerizado, pero
los cromosomas no alineados en el ecuador; ¢) huso
meidtico despolimerizado con cromosomas alineados
en el ecuador, y d) huso meidtico despolimerizado y
cromosomas desalineados. Sin embargo, el programa
de computo s6lo nos permitio evaluar la bipolaridad del
huso meidtico en esta primera fase. Por las imagenes
encontradas decidimos entonces agrupar los patrones en
dos grupos: ovocitos con huso meiotico bipolar y ovo-
citos con huso meiodtico desorganizado (Figuras 1y 2).

Se analizaron 36 ovocitos, como control se usaron
seis ovocitos, los cuales mostraron un huso meiotico bi-
polar al 100%. Después de la desvitrificacion se observo
una reduccion de la bipolaridad del huso meidtico al
descongelar (T0): 66.7%, después de una hora de cultivo
(T1): 91.6%, después de 1.5 horas de cultivo (T2): 75%,
y después de 2 horas (T3): 67% (Cuadro 2). Una hora
después de la desvitrificacion, la mayor parte de los

Figura 1. Criterio de normalidad del huso meidtico. Huso meidtico
bien estructurado, localizado en la periferia del ovocito, orientado
radialmente con el eje longitudinal perpendicular a la membrana
plasmatica y el corpusculo polar localizado frente al mismo. A.
Huso meiético bipolar con cromosomas alineados en la placa
ecuatorial. B. Corpusculo polar.

Figura 2. Huso desorganizado con cromosomas desorganizados.
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Cuadro 2. Organizacién del huso meiético con los diferentes
tratamientos después de desvitrificar

Tiempo de Num. de Huso meiético Huso meidtico
descongelaciéon  ovocitos bipolar desorganizado
Ovocitos frescos 6 6/6 (100%) 0/6 (0%)
TO (0 horas) 6 4/6 (66.7%) 2/6 (33.3%)
T1 (1 hora) 12 1112 (91.6%)  1/12 (8.4%)
T2 (1.5 horas) 12 9/12 (75%) 3/12 (25%)
T3 (2 horas) 6 4/6 (67%) 2/6 (33%)

ovocitos recupero la bipolaridad y el alineamiento de los
cromosomas; la tubulina se repolimeriz6 formando hu-
sos meioticos bipolares con la placa metafasica alineada.

DISCUSION

La capacidad de congelar ovocitos humanos con garantia
de viabilidad y posterior desarrollo embrionario seria una
gran herramienta para la reproduccion asistida. Aunque
se han desarrollado protocolos de alta eficiencia, no hay
suficiente evidencia para valorar la seguridad del proce-
dimiento. Las publicaciones de embarazos con ovocitos
criopreservados se han recibido con entusiasmo. Sin
embargo, los efectos de los diversos pasos implicados
en un protocolo de congelacion-descongelacién en
las estructuras del ovocito atn no se han evidenciado
totalmente.

Los ovocitos necesitan mantener la estabilidad de
varias estructuras para que la fecundacion y el desarrollo
embrionario ocurran normalmente después de la desvitri-
ficacidn; sin embargo, se ha reportado que las fibras del
huso meiotico y los granulos corticales se ven afectados
por las temperaturas y los crioprotectores.

El huso meiotico estructuralmente organizado es un
requisito para que ocurra la segregacion normal de cro-
matides hermanas; al completarse la segunda meiosis
ésta es fundamental para la formacién de embriones
euploides tras la fecundacion.

Nuestro estudio complementa los hallazgos de la
naturaleza dinamica del huso meidtico y la capacidad
de recuperacion de éste después de la descongelacion.
Nosotros evidenciamos que es dependiente del tiempo.

En este estudio se analizé comparativamente median-
te microscopia confocal la estructura del huso meidtico
de ovocitos criopreservados en metafase II. Las dis-

crepancias observadas en nuestra experiencia respecto
al tiempo optimo para la ICSI ponen de manifiesto las
ventajas que otorga el uso de microscopia confocal en
este tipo de analisis, al permitir el estudio de la estruc-
tura del huso meiodtico con un detalle que sobrepasa
ampliamente las posibilidades de la microscopia de
fluorescencia convencional.

CONCLUSIONES

Hemos documentado algunas caracteristicas importantes
del huso meidtico de ovocitos humanos en metafase II
desvitrificados con un analisis de microscopia confocal
y analisis de imagen. Estos hallazgos muestran carac-
teristicas especificas del huso meidtico que podrian
explicar algunas de los deficiencias funcionales que
podrian asociarse con el origen de las aneuploidias en
el humano. Sin embargo, para la rutina del laboratorio
de reproduccion asistida hay un mensaje importante: es
necesario evaluar el tiempo exacto de recuperacion de
los ovocitos desvitrificados de acuerdo con el protocolo
de cada laboratorio. Otros protocolos de vitirificacion
podrian exponer a los ovocitos a otras condiciones que
deben investigarse para ofrecer estas técnicas a los
pacientes. Observamos que una hora después de des-
congelar los ovocitos, la tubulina se polimeriza poco
a poco, formando husos meiodticos morfolégicamente
normales y con un alineamiento adecuado de los cro-
mosomas, la mayor parte recuperd su bipolaridad. Por
tanto, sugerimos realizar la ICSI una hora después de
desvitrificados los ovocitos. Debido a que ésta es una
muestra muy pequefla y con un protocolo especifico
(PROH+EG), se sugiere realizar mas estudios para
confirmar estos resultados.
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