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RESUMEN

Pregunta de estudio: ;Qué puede
concluirse de una primera experiencia
en el uso técnicas de vitrificacion ultra-
rapidas en ovocitos respecto del método
convencional?

Respuesta resumida: Las técnicas de
vitrificacion  ultra-rapidas insumen un
menor tiempo con Optimas tasas de
sobrevida ovocitaria.

Lo que ya se sabe: La vitrificacion de
ovocitos representa una estrategia efectiva
para casos de preservacion de la fertilidad
y es uno de los procedimientos que mayor
consumo de tiempo representan en la rutina
del laboratorio.

Investigaciones recientes han propuesto
la posibilidad de realizar una exitosa
criopreservacion de ovocitos empleando
una técnica de vitrificacion ultra-rapida.
Diseiio del estudio:  Prospectivo,
transversal, experimental, descriptivo.
Materiales y Métodos: Se utilizaron 96
ovocitos Metafase Il provenientes de nuestro
programa de ovodonacion. Se distribuyeron
en 3 grupos de acuerdo con las técnicas de
criopreservacion a las que fueron sometidos.

ABSTRACT

Study question: What can be concluded
from the first experience of using ultrafast
vitrification compared to the conventional
method?

Summary answer: Ultra-rapidvitrification
techniques reduce the procedure time with
optimal oocyte survival rates.

What is already known: QOocyte
vitrification is an effective strategy for
fertility preservation; however this is one
of the most time-consuming techniques in
routine laboratory practice.

Recent research has suggested the
possibility  of  successful  oocyte
cryopreservation using an ultra-fast
vitrification technique.
Study design:
experimental, descriptive.
Materials and Methods: 96 Metaphase
Il oocytes from our oocyte donation
programme were used. They were
divided into 3 groups according to the
cryopreservation techniques used. Group
I: Conventional vitrification - conventional
heating;  Group  II:  Conventional
vitrification - ultra-fast heating adapted for

Cross-sectional,
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Grupo [. Vitrificacion convencional —
calentamiento convencional, Grupo II.
Vitrificacion convencional — calentamiento
ultra-rapido adaptado para ovos vitrificados
convencionalmente; Grupo III: vitrificacion
ultra-rapida - calentamiento ultra-rapido.
Una hora posterior al calentamiento, se
evalu6 la sobrevida de los ovocitos. Por
ultimo, se consignaron los tiempos de
ejecucion de cada grupo. Los resultados se
expresaron en porcentaje por grupo.
Resultados: Se asignaron 32 ovocitos a
cada grupo experimental. Se obtuvo una
sobrevida del 90,6% (29/32), 100% (32/32)
y 100% (32/32) y se registro el tiempo
de procesamiento para la congelacion/
descongelacion de 32 ovocitos de 68 min,
54 min y 49 min para los grupos I, Il y III,
respectivamente.

Limitaciones del estudio: Se requiere
aumentar el tamafio muestral y diversificar
la poblacion de estudio para generalizar su
aplicacion.

Implicancias de los hallazgos: Nuestros
resultados obtenidos en esta primera
experiencia argentina confirman que la
vitrificacion de ovocitos con técnicas
ultra-rapidas (i) son igual o superiores
en efectividad (sobrevida) al protocolo
convencional, (ii) implican una notable
reduccion en los tiempos de trabajo
(iii) pueden ser incorporadas a la rutina
del laboratorio y aplicarse a ovocitos
vitrificados convencionalmente.

Palabras clave: Vitrificacion, técnicas
reproductivas, ovocitos, fertilizacion in
vitro, criobiologia.
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conventionally vitrified oocytes;, Group
1I: Ultra-fast vitrification - ultra-fast
heating. One hour after heating, oocyte
survival was assessed, and the run times
for each group were recorded. Results
were expressed as a percentage per
group.

Main results: Thirty-two oocytes were
assigned to each experimental group.
Survival was 90.6 % (29/32), 100 %
(32/32) and 100 % (32/32) and processing
time for cryopreservation of 32 oocytes
was 68 min, 54 min and 49 min for groups
L, Il and III, respectively.

Limitations: Increasing the sample size
and diversifying the study population is
required to generalize its application.
Wider implications of the findings: Our
results obtained in this first Argentinean
experience confirm that vitrification of
oocytes with ultra-rapid techniques (i)
are equal or superior to the conventional
method in terms of survival rate, (ii)
imply a notable reduction in working
times, (iii) can be incorporated into the
laboratory routine as they can be applied
to conventionally vitrified oocytes.

Key words: Vitrification, reproductive
techniques, oocytes, in vitro fertilisation,
cryobiology.
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INTRODUCCION

La vitrificacion de ovocitos se incorpord
a las técnicas de reproduccion asistida en
humanos a finales de la década de 1980©.
Se aplica en casos de preservacion de la
fertilidad femenina, acopio de ovocitos
en pacientes bajas respondedoras, vitri-
ficacion de ovocitos de donantes para su
asignacion diferida, entre otros. Su ver-
satilidad y creciente demanda han vuelto
a esta técnica parte de la rutina diaria del
laboratorio de reproduccion asistida. Asi
como también, uno de los procedimientos
de mayor consumo de tiempo en el flujo de
trabajo del laboratorio.

Independientemente de los kits comer-
ciales de vitrificacion elegidos, la mayoria
de los protocolos de vitrificacion para ovo-
citos son muy similares”. Suelen incluir
dos o mas fases de exposicion —gradual o
directa— a soluciones crecientemente hi-
pertdnicas compuestas por crioprotectores
(CPAs) permeables y no permeables. La
composicion de estas soluciones y la du-
racion de la exposicion de las células son
fundamentales, ya que la toxicidad de los
CPAs depende tanto del tiempo como de la
concentracion®.

Cuando se exponen a soluciones hiper-
tonicas, las células inicialmente pierden
agua y se encogen a un volumen minimo
muy rapidamente. Después de ese punto,
lentamente vuelven a hincharse hacia su
volumen isoténico, ya que las concentra-
ciones de solutos intra y extracelulares
tienden al equilibrio osmotico®. Esta fase
se denomina de equilibrio y entre 8 a 15
minutos. A esto le sigue una exposicion
corta a una solucién mas concentrada, la
cual se vitrifica al enfriarse a altas veloci-
dades (solucion de vitrificacion, VS)®. La
VS constituye el paso final de los protoco-
los de Vitrificacion, alli las células se sus-
penden, se cargan en el dispositivo soporte
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y se enfrian rapidamente. La exposicion a
VS es corta y no permite que las células se
equilibren; se encogen, se deshidratan y se
permean con crioprotectores. La duracion
de la exposicion debe controlarse cuida-
dosamente y limitarse a 60 segundos para
evitar el shock osmotico!?.

La etapa de equilibrio es lo que contribu-
ye a la mayor parte de la duracion del pro-
cedimiento de vitrificacion. Sin embargo,
en los ultimos afios, se ha demostrado que
son factibles protocolos mas cortos para la
vitrificacion exitosa de ovocitos. Es posi-
ble alcanzar el contenido critico de soluto
citosolico necesario para una vitrificacion
exitosa de forma mas rapida (a las velo-
cidades de enfriamiento y calentamiento
alcanzables en la practica del laboratorio
de FIV)®,

Por lo expuesto, los objetivos del pre-
sente estudio fueron (i) comparar la tasa de
sobrevida ovocitaria utilizando protocolos
de vitrificacion UR y convencionales y (ii)
registrar el consumo de tiempo para llevar
a cabo cada técnica.

MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio
Transversal analitico, randomizado, des-
criptivo.
Periodo de estudio, tamario muestral y po-
blacion

El estudio se llevo a cabo entre el mes
de Abril y Junio de 2024 y se utilizaron
96 ovocitos metafase 11 de donantes. Las
donantes fueron evaluadas y selecciona-
das en base a los protocolos estandar de
la clinica.

Estimulacion ovarica

Las donantes fueron sometidas a una
estimulacion ovarica controlada. Se les
indicé la administracion de Hormona fo-
liculo estimulante (FSH) recombinante
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y Gonadotropina menopausica humana
(HMG) altamente purificada desde el se-
gundo dia de su ciclo menstrual y durante
8-12 dias hasta obtener foliculos >17mm.
Se utiliz6 Gonadotropina corionica hu-
mana (hCG) como droga de descarga y
antagonistas de Hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRh) para evitar el pico
prematuro de Hormona Leutilizante (LH)
durante la estimulacion. Se realizaron mo-
nitoreos regulares del tamafio de los foli-
culos via ecografia transvaginal y dosajes
de Estradiol. La aspiracion folicular fue
realizada 36 hs posterior a la descarga.

Busqueda de ovocitos y denudacion

A medida que los complejos cimulo-co-
rona-ovocito (COCs) fueron identificados
en el liquido folicular, se los transfirio a
un medio de cultivo HTF suplementado
con 5% de HSA y tamponado con HEPES
previamente calentado (Irvine Scientific,
Santa Ana, CA). Una vez finalizada la
aspiracion, se recortaron cuidadosamente
los COCs procurando remover principal-
mente células oscuras y restos sanguineos.
Finalmente, los COCs fueron transferidos
auna nueva placa conteniendo medio HTF
suplementado con un 5% de HSA y pre
equilibrado en una atmoésfera de 5%CO2
y 37°C, logrando un pH entre 7.25 y 7.35.

La remocion de las células del cimulo
y la corona fue realizada entre las 37-37.5
horas post hCG. Se expuso a los COCs a
una solucion de 4 Ul/ml de hialuronida-
sa (Irvine Scientific, Santa Ana, CA) y se
realizo la remocion mecanica de las célu-
las utilizando pipetas de vidrio de diferen-
tes calibres en gotas de medio de cultivo
HTF suplementado con un 5% de HSA y
tamponado con HEPES (Irvine Scientific,
Santa Ana, CA).

Aquellos ovocitos con evidente presen-
cia del primer corptsculo polar (presunta-
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mente en estadio de MII de maduracion)
fueron seleccionados e incubados en me-
dio de cultivo NX Complete con 5%HSA
(Irvine Sci., California), a una temperatura
de 37°C, en una atmosfera de 6% C02, 5%
02 y un pH entre 7.25-7.35. Finalmente,
fueron criopreservados cumplidas las 38
horas post hCG.

Técnicas de criopreservacion

Vitrificacion convencional (VITCONV):
12-15 min Solucién de Equilibrio (ES) a
23-24°C, 1 min Solucién de Vitrificacion
(VS) a 23-24°C.

Calentamiento convencional (CAL-
CONV): 1 min Solucién de Calentamiento
(TS) a 37°C, 3 min Solucion de Dilucion
(DS) a 23-24°C, 5 + 1 min Solucion de La-
vado (WS) a 23-24°C.

Vitrificacion ultra-rapida (VITUR): 1
min ES a 23-24°C, 1 min VS a 23-24°C.

Calentamiento ultra-rapida (CALUR): 1
min DS a 37°C, 1 min WS a 37°C.

Calentamiento ultra-rapido adaptado a
ovocitos vitrificados con métodos conven-
cionales (CALURAD): 1 min TS a37°C, 1
min DS a 37°C, 1 min WS a 37°C

Los ovocitos se distribuyeron aleatoria-
mente en 3 grupos de acuerdo a las técni-
cas de criopreservacion y calentamiento a
las que fueron sometidos. Grupo I: VIT-
CONV — CALCONV (n=32), Grupo II:
VITCONV - CALURAD (n=32), Grupo
III: VITUR-CALUR (n=32).

Los medios, soportes y placas utilizados
durante los protocolos de vitrificacion y
calentamiento fueron de la marca Kitazato
(Dibimed, Valencia).

Posterior al calentamiento los ovocitos
fueron incubados en medio de cultivo NX
Complete con 5%HSA (Irvine Sci., Cali-
fornia), a una temperatura de 37°C, en una
atmosfera de 6% C02, 5% 02 y un pH en-
tre 7.25-7.35.
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La sobrevida ovocitaria se evalud bajo
microscopio a un aumento 200x, 1 hora
posterior a su calentamiento.

Finalmente, se consignaron los tiempos
de ejecucion de las técnicas de vitrifica-
cion y calentamiento correspondientes a
cada grupo experimental. Cabe mencionar
que, para la técnica convencional, los pro-
tocolos fueron solapados para la optimiza-
cion de tiempo.

Andalisis estadistico

Se realizd una estadistica descriptiva a
fin de presentar los resultados obtenidos e
identificar tendencias dentro de los ensa-
yos realizados. Los resultados se expresan
como el total y porcentaje obtenidos de
cada variable analizada.

Consideraciones éticas

Las donantes incluidas en el presente
estudio realizaron la firma de un consenti-
miento informado en el que consta su vo-
luntad de ceder el uso de sus ovocitos para
el presente protocolo de investigacion.

RESULTADOS
La tabla 1 resume los resultados obteni-
dos para cada grupo experimental.

DISCUSION
Los protocolos para preparar ovocitos
para la vitrificacion tienen como objetivo

evitar la formacion de cristales de hielo
intracelular y lograr obtener ovocitos con
tasas de fertilizacion y desarrollo de em-
briones viables comparables con ovocitos
frescos™.

Nuestros resultados, expuestos en esta
primera experiencia del uso de técnicas de
criopreservacion UR en Argentina, mues-
tran tasas de sobrevida ovocitaria simila-
res ¢ incluso mejores respecto a la técnica
convencional (100 % frente a 90 %). Estos
resultados son compatibles con la eviden-
cia acumulada por otros grupos de inves-
tigadores®>. Ademas, la tasa de sobrevida
ovocitaria del grupo II (VITCONV-CA-
LURAD) demuestra la versatilidad de
estas técnicas, ya que pueden aplicarse a
ovocitos previamente vitrificados con el
protocolo convencional. Este aspecto es
importante porque permite: (i) implemen-
tarlo en laboratorios donde hasta la fecha
se haya aplicado la técnica convencional
de vitrificacion y (ii) usarlo en ovocitos
trasladados desde otra clinica o banco que
utilice técnicas convencionales.

Las técnicas de vitrificacion/calenta-
miento son una de las tareas principales
en el laboratorio de FIV actual. Con el ob-
jetivo de optimizar el consumo de tiempo
durante las diferentes rondas de vitrifica-
cion, los protocolos convencionales sue-
len solaparse entre si. Este solapamiento
consiste en utilizar los intervalos entre

Tabla 1. Resultados de sobrevida ovocitaria y tiempo de procesamiento de las técnicas de vitrifi-
cacién/calentamiento convencional y ultra-rapida. La duracién del procedimiento comprende los
procesos de vitrificacion y calentamiento del total de ovocitos de cada grupo.

N (ntimero Ovocitos
de ovocitos) vitales (%)

Grupos experimentales

Duracion del pro-
cedimiento(min)

Grupo I (VITCONV-CALCONV) 32 29 (90,6%) 68 min
Grupo II (VITCONV-CALURAD) 32 32 (100%) 54 min
Grupo III (VITUR-CALUR) 32 32 (100%) 40 min
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los diferentes pasos de un protocolo para
comenzar o continuar con los pasos de un
segundo (o incluso un tercer) protocolo en
paralelo. Si bien estos solapamientos se
llevan a cabo con extremo cuidado, debi-
do a su propia configuracion, podrian ser
una fuente de error en el laboratorio. En
este sentido, las técnicas de vitrificacion
UR podrian resultar mas seguras, ya que
las rondas de vitrificacion/calentamiento
se realizan de una en una.

Debido a la creciente demanda de pa-
cientes que requieren criopreservacion
de ovocitos en clinicas de FIV de todo el
mundo para preservar su fertilidad, uno de
los aspectos mas atractivos que impulsan
a incorporar las técnicas UR en la practica
diaria es que permiten un notable ahorro
de tiempo en comparacion con las técnicas
convencionales. Basandonos en nuestros
resultados, para vitrificar la misma can-
tidad de ovocitos (n=32), la técnica UR
toma alrededor de 30 min menos que las
técnicas convencionales.

No obstante, el presente trabajo no esta
exento de limitaciones. La diversificacion
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