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INTRODUCCION

La infertilidad es considerada un problema de salud publica,
pues segun estadisticas, afecta a 10.000 parejas por millon en los
paises desarrollados, por lo que se acepta que el porcentaje de
parejas infértiles se sitiia entre un 10y 15 % de la poblacion en edad
reproductiva (1). Ademas por causas multifactoriales se observa una
tendencia al descenso de las tasas de fertilidad y consecuentemente
una mayor necesidad de Técnicas de Reproduccion Asistida (2).

Desde que en 1978 se lograse el primer nacimiento de un ser
humano mediante técnicas de fecundacion in Vitro, las Técnicas de
Reproduccion Asistida (TRA) han evolucionado con los materiales
¢ implementacion tecnoldgica. Es asi que actualmente contamos con
técnicas de alta complejidad como son la Fertilizacion in Vitro (FIV)
y la Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI), pero
su evolucion puede resultar insuficiente si no realizamos una critica
constante, para ofrecer la mejor opcion segun el problema especifico
de cada pareja que requiera tratamiento. La utilizacion del ICSI
brinda la posibilidad de fertilidad a parejas que antes no tenian otras
opciones. Actualmente su uso se ha extendido y es aplicada por
algunos centros ain en ausencia de factor masculino severo, la cual
era su indicacion inicial. Sin embargo al ser una técnica invasiva,
existen controversias en cuanto a su inocuidad para el embrion, lo
cual se reflejaria en la calidad y desarrollo embrionario. Respecto a
este tema existen publicaciones con conclusiones contradictorias
como las de M. Plachot et al 2002(3) en las que a pesar de no hallar
diferencias en la morfologia embrionaria ni en las tasas de
implantacion y embarazo, no recomienda su uso.



Asi mismo se deben tener en cuenta las comparaciones de
costo-efectividad y de riesgo-beneficio para la eleccion de la
Técnicas de Reproduccion Asistida. Por lo tanto es de gran
importancia la eleccion de un método de fertilizacidon, que eleve las
tasas de éxito en las parejas que inician tratamientos de reproduccion
asistida de alta complejidad, por los altos costos que estos métodos
implican, no solo desde el punto de vista econdmico sino también
por el gran desgaste emocional que significa un ciclo fallido (4).

La seleccion de una técnica adecuada de inseminacion
repercutira directamente en el éxito de un ciclo, esta decision es
sencilla si el factor masculino es severo pues no hay otra opcidon que
proponer un metodo de ICSI, pero en las parejas con factor de
infertilidad masculino leve la decision es mas dificil.

Un modelo ideal para comparar los efectos de las técnicas de
FIV vs. ICSI, es evaluar las tasas fertilizacion, desarrollo y calidad
embrionaria, utilizando ovocitos “Sibling” (Hermanos) en metafase
II, los cuales provienen de un mismo ciclo de estimulacion, En
nuestro estudio, estos ovocitos fueron asignados una parte a FIV y
otra a ICSI, se utilizo la misma muestra espermadtica para la
inseminacion, constituyendo asi una cohorte homogénea, asi al
realizar el analisis de los resultados, estos no serdan solo producto
del azar o de una variable no controlada.



RESUMEN

OBJETIVO: El objetivo de este trabajo es evaluar la influencia de
la técnica de fertilizacion utilizada, FIV convencional o ICSI, sobre
los ovocitos obtenidos de un mismo ciclo, a través de comparar los
resultados de las tasas de fertilizacion y el desarrollo embrionario
en los ciclos de reproduccion asistida de alta complejidad, en parejas
cuya causa de infertilidad era un factor de masculino leve.

DISENO: Estudio retrospectivo, comparativo transversal.

METODOLOGIA: Se incluyeron 25 ciclos de los que se obtuvo en
total de 399 ovocitos en Metafase II los cuales fueron asignados
para la técnica de ICSI o FIV convencional (267 y 132 ovocitos
Metafase II respectivamente). Se evaluo la tasa de fertilizacion (dos
pronucleos: 2PN/Complejo Cumulus-Ovocito), la morfologia de los
embriones del 2° 3° 4° y 5° dia seglin fuera el caso. El semen
utilizado era homologo, obtenido el dia de la captura ovocitaria,
todos los varones de este estudio presentaban factor masculino leve.

RESULTADOS YCONCLUSIONES: La técnica de ICSI ademas
de lograr mejores tasas de fertilizacion no altera la division celular
ni la calidad de los embriones obtenidos; es preferible, si los
gametos proceden de una mujer menor de 35 afios y/o de un varén
menor de 40 afos, pues se observan mejores resultados al evaluar
los parametros de desarrollo y calidad embrionaria.

Se logra una eficacia mayor en los ciclos con la aplicacion de la
técnica de ICSI para fertilizacion.

PALABRAS CLAVE: FIV/ ICSl/ SIBLING OVOCITOS/
DESARROLLO EMBRIONARIO/ FACTOR DE
INFERTILIDAD MASCULINO LEVE




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Con los avances en las técnicas de reproduccion asistida
quedan pendientes ain controversias por resolver en cuanto a la
inocuidad de métodos como el ICSI, pues al inyectarse el
espermatozoide en el dvulo tedricamente se podria producir un dafio,
el cual se reflejaria posteriormente en el desarrollo y en la calidad
embrionaria por ello nos preguntamos (Existen diferencias en
cuanto a desarrollo y calidad embrionaria en los embriones logrados
por FIV o ICSI?

Al revisar la literatura actual sobre el tema, observamos
controversias respecto a la evolucion de los embriones logrados por
ICSI, sin embargo éstas puede ser generadas por el disefio de
algunos estudio, ademas los resultados de muchos de estos estudios
no pueden generalizarse pues se realizaron en subgrupos de
pacientes muy especificos, por ejemplo no tienen el mismo
pronostico los embriones de parejas con factor tubarico puro o
ideopatico si se los compara con embriones de parejas donde el
factor masculino era severo o embriones de pacientes con edad
materna avanzada.



MARCO TEORICO CONCEPTUAL

En los programas de reproduccion asistida de alta complejidad,
el clinico enfrenta la desicion de aplicar FIV vs. ICSI como técnica
de fertilizacion, para la toma de esta decision se suelen evaluar
diferentes parametros. Desde la introduccion del ICSI en la practica
clinica en 1991 (1) su aplicacion se ha ido incrementado a la par que
se demostraba que los bebes nacidos por esta técnica no tenian
mayor diferencia respecto a los nacidos de FIV en cuanto a la
incidencia de malformaciones. (2). La indicacion inicial del ICSI era
la presencia de factor de infertilidad masculino severo que no podia
ser tratado con FIV convencional por el escaso nimero de
espermatozoides con motilidad progresiva (5,6 y 7).

Asi mismo el ICSI ofrecié nuevas expectativas a pacientes con
azoospermia obstructiva y no obstructiva (8). Al lograrse la
familiarizacion con la nueva técnica se ha logrado en la curva de
aprendizaje tasas de desarrollo embrionario y de embarazo
comparables con el FIV convencional (9). Un punto controversial es
st el uso de ICSI seria benéfico atun en los casos donde no hay factor
masculino involucrado. Actualmente el ICSI es ofrecido
conjuntamente con FIV en el primer ciclo de pacientes con
subfertilidad masculina asociada a factor tubarico o idiopatico para
elevar las tasas de fertilizacion vy evitar el riesgo de falla total de
fertilizacion que podria ocurrir si solo se realizara FIV (10,11.12
y13). El Riesgo de Falla Total de la Fertilizacion ha sido calculado
en 12.5% para pacientes normozoospermicos asociados a factor
tubarico (3), 16.7% en infertilidad inexplicable (4) y en mas del 50%
para casos de astenozoospermia (1 y 5).

En un intento por rescatar ciclos de FIV convencional con
falla total de fertilizacion se les somete a la técnica de ICSI,
inyectando espermatozoides en los ovocitos no fertilizados y se
obtiene a las 20-24 horas ovocitos normalmente fertilizados, pero
esta aplicacion del ICSI como intento de rescate de ciclo se asocia



frecuentemente con bajas tasas de embarazo y una alta incidencia de
fertilizacion anormal (8 y 14). Sin embargo un estudio publicado
por Yupze et al. en el afio 2000 (15) reporta una tasa de embarazo de
20.7% después de rescate de ciclo con ICSI.

Diferentes trabajos se han publicado para evaluar la eficacia y
seguridad del ICSI en comparacion con el FIV en pacientes con
muestras de semen suboptimas (6,7), en infertilidad de causa
inexplicable (8,9), en pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico
(10), en pacientes con factor tubarico (3) y en la presencia de dos o
mas factores coexistentes de infertilidad. En estos trabajos
mencionados se utilizaron ovocitos hermanos y los resultados y
conclusiones que se publican muestran discrepancias.

También se ha publicado que el uso de ICSI innecesario se traduce
en mayores costos y seria no €tico usar esta técnica a pesar de su
efectividad.

Sabemos que para realizar la técnica de ICSI se remueve las
c¢lulas del cumulus y de la corona radiada, se penetra la membrana
del ovocito y se inyecta el espermatozoide en el citoplasma del
ovocito lo cual podria tener un efecto negativo en la capacidad de
desarrollo de embrion humano.

Teoricamente el ICSI seria deletéreo para el desarrollo del
embrion, porque durante la fertilizacion normal (no asistida) el
espermatozoide pierde su acromosoma mientras va penetrando la
zona pelicida. La membrana del espermatozoide luego se fusiona
con la membrana del ovocito y se produce un aumento transitorio
del Calcio citoplasmatico lo cual provoca la reaccidon cortical y se
completa la meiosis (16). Por el contrario cuando el espermatozoide
se inyecta directamente en el ovocito, el acrosoma y la membrana
del espermatozoide estan intactas, por lo que la fusion de las
membranas del espermatozoide y del ovocito no ocurre,
consecuentemente el flujo de calcio se ve alterado en tiempo y
secuencia (17 y 18).



Hay autores que reportan una incidencia de 5 - 10% dafo del
ovocito por ruptura de la membrana celular, incluso hay trabajos
como los de Kastrop et al (20) donde se reporta un dafio de 14.7%
de los ovocitos sometidos a ICSI. El riesgo de alterar el aparato
mitdtico (SPINDLE) durante la introduccion de la pipeta en el
procedimiento de ICSI existe, esto lo describieron Asada et al, en
1995; Blake et al., en 2000 y Dumounlin et al., en el afo 2001 (20,
21y 22).

Asi como existe la posibilidad de asincronia en la
descondensacion de los cromosomas de los espermatozoides descrita
por Terada et al en el afio 2000 (23), hay estudios donde se seiala
que los embriones obtenidos por ICSI tienen una capacidad reducida
para la formacion del blastocisto in vitro, particularmente en los
casos donde los espermatozoides tienen pobre movilidad y
morfologia (24 y 25), también se reporta una pobre supervivencia y
bajas tasas de implantacion de embriones descongelados originados
con ICSI si se los compara con los obtenidos de FIV (26), sin
embargo otros autores reportan que el ICSI a pesar de inyectar el
espermatozoide intacto, no parece reducir las tasas de fertilizacion
en humanos (27), Otros reportes sefialan una posible alteracion en la
dinamica del flujo de Calcio inducida por el espermatozoide, pero
esto requiere de mayor investigacion. Existen publicaciones que
reportan malformaciones y anomalias cromosomicas en los fetos
provenientes de ciclos de ICSI (28 y29) y el riesgo de transmitir la
infertilidad y otros defectos genéticos a los recién nacidos, todo esto
hace que el ICSI sea aun tema de debate.

La tecnica de ICSI es una practica comun en el manejo de la
infertilidad con factor masculino severo (5) y es propuesto en
parejas donde la calidad del semen es suboptima (leve oligo +
asteno =+ teratozoospermia) para disminuir los riesgos de falla total
de fertilizacion (31). Un estudio que compara ovocitos hermanos de
58 parejas de pacientes con subfertilidad masculina no reporta
diferencias significativas en cuanto a tasa de fertilizacion,



morfologia embrionaria, clivaje (division embrionaria), ni en las
tasas de embarazo e implantacion, sin embargo propone que la
estrategia de realizar FIV e ICSI simultaneos en ovocitos
provenientes de un mismo ciclo, evita el 32.8% de la falla total de
fertilizacion que se producen en ciclos de solo FIV, sobre todo en
pacientes con antecedentes de ciclos subsecuentes de FIV ( 3), por
este motivo se realiza ICSI en las parejas con infertilidad de origen
inexplicable (32).

Publicaciones que comparan el uso de ICSI vs. FIV en
pacientes con Sindrome de Ovario Poliquistico y semen
normozoospermico, demuestran mayores tasas de fertilizacion en el
grupo de ICSI comparandolo con el grupo de FIV (ICSI vs. FIV,
72.3+/- 15.5 vs. 44.8 +/- 25.1 %), y ausencia de falla total de
fertilizacion en el grupo de ICSI, este trabajo describe que en el dia
2 la morfologia y el desarrollo embrionario de ambos grupos no
diferia, independientemente de la técnica de fertilizacion utilizada,
para este estudio ramdomizado se utilizaron ovocitos hermanos, los
autores concluyen que se debe realizar otro estudio, esta vez
aleatorio respecto a las pacientes y no a los ovocitos, para evaluar si
el ICSI debe ser realizado en todas las pacientes con Sindrome de
Ovario Poliquistico o al menos en una parte de ellas (33).

El grupo de Li y colaboradores publicdé un trabajo donde se
utilizo la metodologia de aleatorizacion de ovocitos hernmanos, se
evaluo la técnica de ICSI vs. FIV para parejas con subfertilidad
(Grupo A) o infertilidad inexplicable (Grupo B) con 410 ovocitos
hermanos, los resultados muestran que la tasa de fertilizacion es
mayor en ICSI (grupo A: 68.2+/- 28.8%; grupo B: 66.2+/- 24.9%)
que en FIV convencional (grupo A: 41.8+/-32.7%; grupo B:40.1+/-
22.1%), sin embargo no se observaron diferencias en cuanto a
clivaje o morfologia de los embriones (34).



Se publico también la comparacion de las técnicas de FIV vs.
ICSI con ovocitos hermanos aleatorizados de 56 parejas con factor
tubarico y semen normozoospermico; este grupo de pacientes como
vemos no tendria una indicacion absoluta para la realizacion del
ICSI, sin embargo, ocurrid falla total de fertilizacion en el 12.5%
(7/56 parejas) después de FIV convencional y en 3.6% (2/56
parejas) después de ICSI. Entre estos grupos no se observaron
diferencias en cuanto a la tasa de clivaje (86.7+/- 28.0 y 90.1+/-
21%) de los zigotos que evolucionaron a embriones transferibles
después de FIV o ICSI respectivamente; No hubo diferencias en
cuanto a la calidad de los embriones, a pesar de que la inyeccion
intracitoplasmdtica y la inseminaciéon de los ovocitos fueran
realizadas al mismo tiempo en ambos grupos. En la evaluacion a las
42 horas post-inseminacion se observaron mas embriones en estadio
de 4 células posterior a ICSI (p<0.001) en comparacion con los
embriones provenientes de FIV, es mas, en este grupo se observo
que un numero mayor de embriones permanecian en estadio de 2
c€lulas (p<0.02), no hubo diferencia en cuanto a la capacidad de
implantacion de los embriones obtenidos por ambas técnicas (11) .

La evaluacion del clivaje y la calidad embrionaria posterior a
ICSI ha sido motivo de diferentes publicaciones, se reporta que en
cultivos embrionarios del 2° dia no se observaban diferencias
significativas, si se comparaban con embriones provenientes de FIV
(11 y 13), sin embargo otros autores reportan que la calidad
embrionaria (embriones grado A) provenientes de ICSI es superior a
la calidad de los obtenidos de FIV ( 35.4 y 24.3% respectivamente;
p<0.028), en estos grupos comparados se aleatorizaron ovocitos
hermanos de parejas donde no habia factor masculino involucrado

9).

En el ano de 1988 Jones et al., demostraron una correlacion
negativa entre el desarrollo del blastocisto y factor masculino de
infertilidad en ausencia de factor femenino, pero no pudo demostrar
la influencia de éstas dos técnicas sobre la calidad del embrion.
Shoukir et al., 1998 y Dumoulin et al., 2000 (22 y 36), compararon



el desarrollo de los embriones que no fueron transferidos,
provenientes de FIV e ICSI y encontraron un mayor porcentaje de
blastocistos en el primer grupo.

Shoukir et al., 1998 compararon los parametros de las
muestras de semen de los parejas en que se obtuvo vs. las que no se
obtuvo blastocistos, encontrando que en el grupo donde se logro el
desarrollo de blastocistos, habia wuna motilidad progresiva
significativamente mayor. Miller y Smith.,, 2001, también
encontraron correlacion entre el desarrollo de Blastocisto (25) y la
concentracion o morfologia espermatica.

Contrariamente Nagy et al, 1998 (8) no encontraron
diferencias en el desarrollo del embrion del 2° dia obtenido de ICSI,
en cuanto a las caracteristicas del semen, como por ejemplo:
concentracion, motilidad, morfologia o la presencia de anticuerpos
antiespermatozoides.

Debido a todos estos reportes contradictorios esta en debate, si
la capacidad de desarrollo de los embriones se ve afectada por la
técnica utilizada para fertilizacion FIV o ICSI. Estudios donde se
utilizaron ovocitos hermanos para determinar, si la técnica de ICSI
por si misma, tienen un efecto negativo o no en el desarrollo
embrionario, éstas son contradictorias en cuanto a resultados.
Griffiths et al., 2000 evaluaron ciclos de FIV-ICSI y reportaron una
mayor formacion de blastocisto por embrion cultivado, después de
aplicar FIV convencional en comparacion con ICSI.

En el estudio de Kihaile et al., 2003, se compar6 el desarrollo
de los embriones hasta el estadio de blastocisto en ovocitos
hermanos, en pacientes que presentaban teratozoospermia severa.
Estos autores no reportan diferencia en cuanto a la tasa de
formacion de blastocisto, en embriones que en dia 3 tenian al menos
6 blastomeros, ya sea en embriones obtenidos de FIV o por ICSI, a
pesar de la mayor tasa de fertilizacion observada en el grupo
ovocitos sometidos a ICSI.

10



OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

e Evaluar la influencia de las técnicas de fertilizacion, FIV vs.
ICSI, en la tasa de fertilizacion.

e Evaluar la influencia de las técnicas de fertilizacion, FIV vs.
ICSI, en el desarrollo embrionario.

e Evaluar la influencia de las técnicas de fertilizacion, FIV vs.

ICSI, en la calidad embrionaria.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

e Evaluar la eficacia total de ciclo para los ovocitos sometidos
a FIV.

e Evaluar la eficacia total de ciclo para los ovocitos sometidos
a ICSI

¢ Identificar posibles criterios para la toma de decisiones
clinicas respecto a la seleccion de la técnica de fertilizacion

a utilizar.

11



HIPOTESIS

No hay diferencia en el desarrollo y calidad de los embriones
obtenidos por la técnica de FIV o ICSI, en parejas con factor
masculino leve.

JUSTIFICACION

El uso de la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI), como técnica de reproduccion asistida se ha incrementado
exponencialmente desde su introduccion en la practica clinica en
1991. En la literatura se encuentran opiniones discrepantes en
cuanto a la inocuidad de esta técnica en comparacion con la
fertilizacion in Vitro convencional (FIV), por lo que es necesario
evaluar el riesgo-beneficio de estas técnicas de fertilizacion y optar
por aquella que brinde mejores resultados en cuanto a calidad
embrionaria se refiere, con el objeto de lograr mejores tasas de
implantacion y embarazo. Esta evaluacion es importante, si se tiene
en cuenta que las técnicas de reproduccion asistida de alta
complejidad tienen un alto costo, no s6lo econdmico sino también
emocional como se sefnald anteriormente.

Los resultados y conclusiones derivados de este estudio serdan
aplicables en la toma de decisiones clinicas, siempre y cuando las
caracteristicas de esas parejas sean comparables con las incluidas en
este estudio.

12



ALCANCE

La meta del presente estudio es evaluar el efecto de la técnica
de fertilizacion sobre el desarrollo embrionario de los ovocitos de
parejas con factor de infertilidad masculino leve. Mediante la
comparacion de parametros de fertilizacion, division y calidad
embrionaria. Asi como identificar posibles criterios para aplicar FIV
o ICSI seglin las caracteristicas de las parejas, dichos criterios
deberan ser posteriormente evaluados en estudios prospectivos
aleatorizados, que nos permitan evaluar el impacto de su utilizacion
en la toma de decisiones clinicas.

13



DISENO METODOLOGICO
Diseno del Estudio

Estudio retrospectivo, comparativo, transversal.

Poblacion de estudio

Ovocitos hermanos en Metafase II obtenidos de ciclos donde se
realizo simultaneamente FIV e ICSI. Capturados en ciclos realizados
durante el periodo de junio del 2005 a mayo del 2006 en el Centro
de Reproduccion asistida “Reproduccion y Genética AGN &
Asociados” de la Ciudad de México.

Criterios de Inclusion:

e Ovocitos obtenidos de ciclos en los que se realizé FIV e ICSI
simultaneamente.

e Ovocitos obtenidos de ciclos en los que se utilizd6 muestra
homologa y fresca de semen

e Ovocitos obtenidos de ciclos de parejas con diagnodstico de
factor masculino leve

e Ovocitos obtenidos de ciclos con consentimiento informado
firmado

Criterios de Exclusion:
e Ovocitos obtenidos de ciclos en los que se utilizO muestra
heterdloga de semen

e Ovocitos obtenidos de ciclos en los que se utilizO muestra
congelada de semen

14



e Ovocitos obtenidos de ciclos en los que en la captura ovular se
obtuvieron menos de 6 ovocitos en metafase I1

e Ovocitos obtenidos de ciclos de pacientes pobre
respondedoras.

e Ovocitos obtenidos de ciclos donde los niveles de estradiol
fueron menores a 1000ng/ml. en el dia de disparo.

e Falla total de Fertilizacion de ovocitos asignados a FIV

e Falla total de Fertilizacion de ovocitos asignados a ICSI

e Falla total de Fertilizacion de ovocitos asignados a FIV e ICSI

Durante el periodo de junio del 2005 a mayo del 2006 en el
Centro de Reproduccion asistida “Reproduccion y Genética AGN &
Asociados” de la Ciudad de M¢éxico se realizaron 32 ciclos en los
cuales se aplico simultdneamente FIV e ICSI, de estos ciclos se
obtuvo un total 518 ovocitos en Metafase II. De los 32 ciclos
mencionados, 4 fueron realizados con muestra de semen de donador,
estos ciclos fueron excluidos del estudio y sélo se incluyeron los
ciclos realizados con muestra homologa de semen.

De los 28 ciclos realizados con muestra homologa, hubo falla
en la fertilizacion en un total de 3 ciclos, los cuales fueron excluidos
del estudio retrospectivo, la falla total de fertilizacion en estos
ciclos ocurrid6 en los ovocitos asignados al método de FIV, no
ocurrid ningun caso de falla cuando se utilizaron ambas técnicas
(FIV e ICSI) simultdneamente, ni falla en la fertilizacion en los
ovocitos asignados al método de ICSI.

En este estudio se incluyeron wun total de 399 Ovocitos
hermanos en estadio metafase II, los cuales fueron asignados
aleatoriamenté: 132 Complejos Cumulus-Ovocito para FIV y 267
Complejos Cumulus-Ovocito para ICSI respectivamente. Se
evaluaron principalmente los resultados de la tasa de fertilizacion,
calidad y division embrionaria.
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Caracteristicas de los pacientes

Se analizaron las caracteristicas de las parejas de los 25 ciclos,
de los cuales se obtuvieron los ovocitos incluidos en el estudio, en
estas parejas se analizaron la edad, diagnostico de infertilidad y
factor o factores de infertilidad identificados.

La muestras de semen fueron clasificadas de acuerdo a los
criterios de la  O.M.S..  oligozoospermia <  20x10°
espermatozoides/ml, astenozoospermia <50% de espermatozoides de
motilidad grado a + b; teratozoospermia <40% de morfologia
normal. Ademads clasificamos la motilidad de los espermatozoides
de 1 a 4: 1, movilidad sin progresion o in situ; 2, progresion lenta no
lineal; 3, progresion lineal; 4, progresion rapida. (39)

Tomamos la definicion utilizada por Lucette van der. et al.,
2006 (40), para el diagnostico de Factor de infertilidad masculina
leve: alteracion de al menos uno de los parametros, concentracion <
20x10 ° espermatozoides/ml y/o <40% de motilidad grado a +b
(302).

Estimulacion ovarica y Captura de ovocitos

Las pacientes fueron sometidas a hiperestimulacion ovarica
controlada, utilizando FSH recombinante (Gonal-F; Serono o
Puregon; Organon) y las dosis se ajustaron de acuerdo a la respuesta
clinica observada, en combinacion con agonistas de GnRH (Lucrin)
0 antagonistas (Cetrotide; Serono o Orgalutran; Organon).

La captura de los ovocitos se realizo 36 horas despues de la
aplicacion de hCG 10000 UI (Pregnyl; Organon), la cual se indicaba
si al menos tres foliculos habian alcanzado el diametro de >18 mm.,
la captura de los ovocitos se realizo por via transvaginal, mediante la
puncion de los foliculos ovaricos bajo guia ultrasonografica. Cuando
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se capturaban al menos 6 ovocito en Metafase II, éstos eran
asignados para FIV o ICSI. Un mayor nimero de ovocitos fueron
asignados a ICSI para garantizar la fertilizacion.

Muestra seminal:

El dia de la captura ovocitaria el semen se obtuvo por
masturbacion después de 3 a 5 dias de abstinencia. Las muestras de
semen fueron evaluadas segun los criterios de la OMS ya descritos.
La muestra de semen fue capacitada por método de gradientes segin
técnica descrita en el Manual de la Red LARA. La misma muestra
de semen se utilizo para realizar los procedimientos de FIV e ICSI.

Procedimiento de Inseminacion y Microinyeccion de
espermatozoides.

Los Complejos Cumulus-Ovocito (CCO) se identificaron
mediante un microscopio-estereoscopico (lupa) y fueron colocados
en el medio de cultivo para inseminacion (HTF Irving Scientific)
enriquecido al 10% con suero sintético (Substitute Sintetic Serum-
Irving Scientific, Santa Ana California USA)

Procedimiento de FIV

Para la inseminacion de los ovocitos se utilizo la cantidad de
100,000 espermatozoides moviles (progresion tipo A y B) por 1 ml.
de medio de cultivo en el cual eran resuspendidos. La inseminacion
fue realizada al mismo tiempo que el ICSI.
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Procedimiento de ICSI

Los ovocito fueron denudados de las células del cumulus y de
la corona radiada, mediante un tratamiento enzimatico con
hyaluronidasa (100 IU/ml, disuelta en medio HTF (Hepes, Irving
Scientific, Santa Ana California) utilizando una pipeta Pasteur. Las
c¢lulas remanentes del cumulus y de la corona radiada fueron
removidas en ausencia de la enzima, se utilizd pipeteo repetitivo
con pipetas Pasteur, adelgazadas por calor para obtener un didmetro
pequeiio, preparadas en nuestro laboratorio. El procedimiento de
ICSI fué realizado en una placa para microinyeccion (Falcon
Becton & Dikinson NY, USA, catalogo 35-1006) que contenia 5
gotas de 5- pL. de medio HTF- HEPES suplementado con suero
sintético  substituto al 10% (Substitute Sintetic Serum- Irving
Scientific, Santa Ana California USA) cubierto con 3.5 mL de aceite
mineral (Sydney IVF Cultura Mineral Oil, Indiana, USA). Los
ovocitos denudados fueron examinados para asegurar integridad y
madurez nuclear y sélo los ovocitos que habian expulsado en primer
cuerpo polar (ovocitos Metafase II) se sometieron a ICSI.

Antes de realizar la microinyeccidon, la gota central fue
aspirada y reemplazada por 5 uL. de polivinilpyrrolidone (PVP) al
10% en medio de HTF- HEPES-buffer suplementado con suero
sintético substituto al 0.5%. al cual se adiciono una gota con
espermatozoides capacitados. Se empleo un microscopio invertido
Nikon (Nikon Corporation Instruments Company) adaptado con dos
micromanipuladores, uno de “Holding” y otro micromanipulador
para realizar la microinyeccion (marca Narishige). La preparacion y
el procedimiento de ICSI se realizd de acuerdo a la técnica descrita
por Van Steirteghem et al. (1993). Después del procedimiento de
ICSI, los ovocitos fueron cultivados en medio de cultivo hasta el
momento de evaluacion pronuclear.

18



Evaluacion de fertilizacion y de calidad embrionaria

En la mafiana del primer dia (16 a 18 horas post-inseminacion)
se evaluo la tasa de fertilizacion de los ovocitos. Para ambos
procedimientos, la tasa de fertilizacion se calculd: como el nimero
de ovocitos con dos pronucleos (2PN) dividido entre el numero de
complejos cumulus-ovocitos asignados. Los ovocitos con
fertilizacion anormal (1PN o 3PN) fueron excluidos. Los embriones
con fertilizacion normal fueron cultivados por 24 horas mas. Los
embriones se clasificaron de acuerdo al esquema de Veeck 1999
simplificado: tipo A embriones con blastomeros de igual tamafio y
con fragmentacion presente < 10% del volumen del embrion, tipo B
embriones con blastomeros desiguales en tamafio y/o fragmentacion
10 -30% y Tipo C embriones con fragmentacion > 30%. Ver
Anexol

Valoracion del Ciclo

La eficacia promedio del total de los ciclos segun la técnica
aplicada (FIV vs. ICSI) se calculdo dividiendo el numero de
embriones utilizados en transferencia o en congelacion entre la
cantidad total de 2PN obtenidos para cada técnica

La Tasa de formacion de blastocistos por técnica, fué
calculada: dividiendo niimero total de blastocistos obtenidos entre el
numero de 2PN obtenidos, los embriones transferidos o congelados
en 2° y 3er. dia eran restados del numero de 2PN obtenidos
[blastocistos/2PN-(congelados + transferidos)] para cada técnica.
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Transferencia Embrionaria

Dado que los embriones fueron obtenidos por FIV e ICSI, los
mejores embriones de ambas técnicas fueron seleccionados para
Transferencia Embrionaria, la cual podia ser mixta, es decir
embriones de FIV e ICSI al mismo tiempo.

La transferencia embrionaria fue realizada en el segundo dia
en 11 ciclos, en el tercer dia en 11 ciclos y en quinto dia en 2 ciclos.
En un ciclo se cancel6 la transferencia embrionaria por riesgo de
Sindrome de Hiperestimulacion ovarica. Si después de la
transferencia se contaba aun con embriones restantes, no arrestados
ni degenerados, estos se congelaban. De tal manera que se
congelaron embriones en segundo, tercer y quinto dia.

Analisis Estadistico

Se calcul6 el poder con un error a de 5 % y un error  de 20%,
para ello se utilizo el paquete estadistico PASS 6.0 (NCSS, USA).
En base a la revision bibliografica, se asumio que la tasa esperada de
fertilizacion era del 50% en el grupo de FIV y del 65% en el grupo
de ICSI, por lo que se calculd que el tamafio muestra necesario era
de 130 ovocitos como minimo, en cada grupo.

Se utilizaron pruebas t-test pareadas y no pareadas y x* para el
analisis estadistico, donde un p < 0.05 fue considerado significativo.
El analisis fue realizado utilizando el programa SPSS paquete
estadistico para Windows 10.0 (SPSS Inc., USA)
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RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Al evaluar la caracteristicas de las 25 parejas cuyos ovocitos
fueron incluidos en el estudio, la edad promedio de las mujeres fue
35.84 £ 2.3 afios (rango de 28 a 45 afios) y la edad promedio de los
varones fue 38.64 £ 6.04 afios (rango de 21 a 51 afios). Ver Tabla 1.

Las parejas con diagnoéstico de infertilidad primaria fueron 15
(60 %) vy las de infertilidad secundaria fueron 10 (40 %). La causa de
infertilidad se debi6 a factor masculino en 2 parejas y en las 23
parejas restantes ademds del factor masculino, estaban presentes
causas de infertilidad por factor femenino. Los diagndsticos de las
causas de infertilidad por factor femenino fueron: ideopatica (n=1),
tubarica (n=4), endometriosis (n=6), sindrome de ovario
poliquistico (n=3), falla ovarica prematura (n=1) y edad (n=8).

Tabla 1

Edad de los pacientes de los ciclos incluidos

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

Total de ciclos (parejas) 25
Edad de la mujer (afios) 358+2.3
Edad del varon (afios) 38.6+£6

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.

Calidad del Semen:

Al evaluar las 25 muestras homologas de semen obtenidas el
dia de la captura ovular, los resultados fueron: concentraciones de
131.03 x 10° /mL (rango de 364 — 35 x10°/mL ) , con un 46.8% de
movilidad tipo A+B (rango de 62-30%), una morfologia normal de
11.32% (rango de 17-5%) y TEM de 148.88 x 10° /mL (rango de
520 — 15 x10° /mL en un volumen de 2.7 mL (rango de 1 a 7.2 cc) .
Tabla 2
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Todas las muestras cumplian los requisitos minimos para la
realizacion de Fertilizacion in Vitro, sin embargo, todas presentaban
alteraciones en la motilidad y/o morfologia, 15 pacientes tenian
astenoteratozoospermia y 10 teratozoospermia, este tipo de muestras
seminales son denominadas en algunas publicaciones como
correspondientes a factor de infertilidad masculino leve (38 y 39).

Tabla 2

Caracteristicas del Semen

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

- Concentracién x 10°/mL 131.03 +90.7

- Movilidad % 46.8 +9.1

- Morfologia normal 11.32+2.8

- TEM x 10° 148.4 £ 10.8

- Volumen mL 27+1.4

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.

Fertilizacion y Calidad Embrionaria
1° DiA

De los de 25 los ciclos cuyos ovocitos se incluyeron en el
estudio; El promedio de ovocitos metafase II capturado por ciclo fue
de 16, de ellos el promedio de ovocitos metafase II asignado a ICSI
fue 10.7 y el asignado a FIV fue 5.3. Se observaron tasas similares
de fertilizacion adecuada, es decir obtencion de 2PN, en 203/267
de los ovocitos asignados para ICSI vs. 92/132 de los ovocitos
asignados para FIV (76% vs. 69.7%, p=0.175). Tampoco se
observaron diferencias en cuanto a la calidad de los ovocitos
obtenidos por una u otra técnica (Tabla 3 y 4). En ningun ciclo
incluido en el estudio ocurri6 falla total de la fertilizacion, ya que
¢ste fue un criterio de exclusion.
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Tabla 3

Tasa de Fertilizacion de ovocitos segtn técnica: FIV vs. ICSI (1° dia)*
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=399) FIV (n=132) ICSI (n=267)

Promedio ovocitos / ciclo 10.7+2.1 53+2.8
Tasa de Fertilizacion 2PN/OCC% 92/132(69.7%) | 203/267(76%) *

1PN 1 0

2PN 92 203

3PN 10 13

Degenerados 6 17

Pb+ 23 31

2 Pb+ 0 3

* +* Pearson = 1,836 (p=0.175)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

Tabla 4

Calidad de 2PN segan técnica: FIV vs. ICSI (1° dia)*
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=295) FIV (n=92) ICSI (n=203)
A+ 7 (7.6%) 14 (6.9%)
A 44 (47.8%) 125 (61.6%)
B 38 (41.3 %) 57 (28.1%)
C 3 (3.3%) 7 (3.4%)

* y* Pearson = 5,58 (p=0.134)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.
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En el analisis estratificado del dia 1 se observa:

Al comparar la Tasa de Fertilizacion por FIV vs. ICSI no hay

diferencias, si analizamos aisladamente la edad de los progenitores.

Pero cuando se realizo el analisis simultaneo de los grupos de edad
paterno y materno, podemos observar que si los ovocitos procedian
de mujeres menores de 35 afios y el semen era de un hombre menor
de 40 afios, el ICSI brindaba mejores posibilidades de fertilizacion

(Chi Square 6.745 con un p=0.009). Tabla 5

Tabla 5

Analisis estratificado de 2PN segtin técnica: FIV vs. ICSI (1° dia)
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

% Fertilizacion

n=399 Técnica 2PN 4 2 Pearson
ICSI (n=156) 79.4
<35a. (n=228) 3,517 (p=0.068)
FIV (n=72) 68,0
EDAD MATERNA
ICSI (n=111) 71,1
>35 a. (n=171) 0,802 (p=0.371)
FIV (n=60) 71,6
ICSI (n=184) 77.1
<40 a. (n=276) 3,725 (p=0.05)
FIV (n=92) 66,3
EDAD PATERNA
ICSI (n—83) 734
> 40 a. (n=123) 0,230 (p=0.632)
FIV (n—40) 77,5
ICSI (n=94) 84,0
M<(35: Y 6,745 (p=0.009)
n=139) FIV (n=45) 64,4
ICSI (n=62) 72,5
M<§§=88‘91;Z40 0,021 (p=0.884)
EDADES DE LA LI (E=27) Il
PAREJA M>35 & p<do | ICSI(n=90) 70,0
“137) 0,053 (p=0.517)
FIV (n—47) 68,0
ICSI (n=21) 76,1
M235_83‘ " 240 0,349 (p=0.555)
(n=34) FIV (n=13) 84,6

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.
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En cuanto a la calidad de los 2PN obtenidos por ICSI vs. FIV,
observamos una tendencia a obtener mejor calidad en los obtenidos
por ICSI (calidad A+ 14/203, calidad A 125/203, calidad B 57/203,
calidad C 7/203) en comparacion con los obtenidos por FIV (calidad
A+ 7/92, calidad A 44/92, calidad B 38/92, calidad C 3/92), Chi
cuadrada de 5.58 y un p =0.134. No se encontrd diferencias en la
calidad de los 2PN si se evalla edad materna y paterna
aisladamente. Pero al realizar el andlisis simultaneo de los grupos
etareos descritos en cuanto a calidad y técnica de fertilizacion
empleada, se observd que en el grupo de 2PN obtenidos en parejas
donde la mujer es <35 afios y el varon >40 anos, los embriones
obtenidos por ICSI eran de mejor calidad que los obtenidos por FIV,
con una Chi cuadrada de 13.683 y una p =0.003

Si  evaluamos calidad por técnica FIV vs. ICSI en
ovodonadoras, observamos mejor calidad embrionaria en los 2PN
obtenidos por ICSI, con un Chi Cuadrada de 14.476 y p=0.002.

En ler. dia se congelaron un ntotal de 28 embriones en
estadio 2PN, obtenidos por la ICSI y 12 embriones obtenidos por la
FIV convencional. (Ver Anexos 2 y3)

2° DIA

No hay diferencia en clivaje (division) de los embriones
obtenidos por FIV 172/175 (98.3%) vs. ICSI 78/80 (97.5%). Cuando
se evaluo la calidad del total de embriones segmentados, no hubo
diferencias estadisticas al comparar ICSI vs. FIV. (Tabla 7 y 8)
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Tabla 7

Evaluacion de division segtn técnica: FIV vs. ICSI (2° dia)*
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=255) FIV (n=80) ICSI (n=175)
1-3 células 30 (37.5%) 59 (33.7%)
> 4 células 48 (60%) 113 (64.6%)
Arrestado/2PN 2 (2.6%) 2 (1.1%)
Degener6 0 1 (0.6%)

* 4* Pearson = 3,05 (p=0.548)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

Tabla &

Calidad de embriones divididos segln técnica: FIV vs. ICSI (2° dia)*
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=250) FIV (n=78) ICSI (n=172)
1+ 5 (6.4%) 23 (13.4%)
2+ 42 (53.8%) 100 (58.1%)
3+ 22 (282 %) 31 (18%)
4+ 7 (9.0%) 14 (8.1%)
5+ 2 (2.6%) 4 (2.3%)

* v* Pearson = 5,178 (p=0.27)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

En el analisis estratificado del 2° dia observamos:

Los embriones de ovodonadoras tienen una tendencia a mejor
division, es decir embriones > 4 si la ICSI fue la técnica utilizada
(ICSI 77.1% vs. FIV 55.6%, p= 0.105). No se observo diferencia en
el nimero de embriones divididos en relacion a la edad paterna en
el segundo dia. Tampoco se encontraron diferencias significativas en
el nimero de embriones divididos en cuanto a ovodonacion, factor o
tipo de infertilidad.
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La calidad de los embriones divididos en mujeres menores de
35 era mejor si se obtenian por ICSI (Chi Square de 10.460 y
p=0.033). Cuando se analiz6 la edad del vardn, se observo que en
menores de 40 afios era también mejor la ICSI logrando embriones
de mejor calidad (Chi Cuadrada de 13.450 y p=0.009). Por lo cual
no sorprendid cuando al analizar conjuntamente la variable edad de
los progenitores se observd una mejor calidad de embriones

divididos obtenidos por la ICSI, en parejas donde la mujer era menor

de 35 y el varon menor de 40 afios (Chi Cuadrada de 13.309 y

p=0.010). Tabla 9

Tabla 9

Analisis estratificado de los embriones de > 4 células segun técnica: FIV vs.

ICSI 2° dia.

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

n=250 Técnica > 4 células v 2 Pearson
ICSI (n=104) 62,5
<352 (n=147) 0,053 (p=0.817)
FIV (n=43) 60,4
EDAD MATERNA
ICSI (n=68) 70,6
>35a. (n=103) 0,634 (p=0.853)
FIV (n=35) 62,8
ICSI (n=98) 61,2
<40 2. (n=174) 0.851 (p=0.423)
FIV (n=36) 55,5
EDAD PATERNA
ICSI (n=39) 58,9
> 40 a. (n=76) 1,679 (p=0.195)
FIV (n=24) 62,0
ICSI (n=72) 62,5
M3 & b4 0,068 (p=0.794)
(n=98) FIV (n=26) 65,4
ICSI (n=32) 62.5
M<i 22‘2‘9};240 0,42 (p=0.517)
EDADES DE LA FIV (n=17) 32,9
PAREJA M>35 & p<do | 1CSI(n=52) 65,4
S 0,06 (p=0.807)
(n=76) FIV (n=24) 62.5
ICSI (n=16) 87,5
V=S & P40 2,148 (p=0.143)
(n=27) FIV (n=11) 63,6

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.
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Cuando se analizaron los factores de infertilidad, se observo
una mejor calidad de los embriones obtenidos por la ICSI en
paciente con factor tubdrico puro (Chi Cuadrada de 7.927 y
p=0.048), esto se puede explicar por que estas pacientes eran ademas
menores de 35 afos.

Las pacientes con infertilidad secundaria lograron embriones
divididos de mejor calidad, si la técnica realizada fué la ICSI (Chi
Square de 9.605 y p =0.048).

En 2° dia se transfirieron 31 embriones obtenidos por la ICSI
y 11 embriones obtenidos por la FIV. Se congelaron 43 embriones
obtenidos por la ICSI y 19 embriones obtenidos por la FIV. (Ver
Anexos 2 y3)

3° DIA

Se observo una mejor division, (embriones > 8 cé¢lulas )
cuando la técnica aplicada fué la ICSI (y2 Pearson = 9,763 y
p=0.008). Tablas 10 y 11

Tabla 10

Desarrollo Embrionario segtin técnica: FIV vs. ICSI (3° dia)
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=146) FIV (n=48) ICSI (n=98)
< 8 células 34 (70.8%) 45 (45.9%)
> 8 células 11 (22.9%) 49 (50%)
Arrestado 3 (6.3%) 4 (4.1%)

XZ Pearson = 9,763 (p=0.008): significativo
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.
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Tabla 11
Calidad Embrionaria segun técnica: FIV vs. ICSI (3° dia)

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=139) FIV (n=45) ICSI (n=94)
I+ 2 (4.4%) 14 (14.9%)
2+ 12 (26.7%) 30 (31.9%)
3+ 14 (31.1 %) 23 (24.5%)
4+ 6 (13.3%) 10 (10.6%)
5+ 11 (24.4%) 17 (18.1%)

* v* Pearson = 4,471 (p=0.346)
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.

En el analisis estratificado del 3° dia observamos:

Los embriones obtenidos por ICSI lograron mejor division que
los obtenidos de FIV si la mujer era menor de 35 afos (Chi
Cuadrada de 11.528 y una p=0.001), si el varén era menor de 40
anos (Chi cuadrada de 8.305 y p=0.004). Por esto, cuando los
gametos de parejas jovenes, mujer menor de 35 afios y varon menor
de 40 anos, eran sometidos a ICSI, se obtenian mas embriones de >
8 células (Chi cuadrada de 6.691 y p=0.010). Siendo también la
ICSI la técnica con mejores resultados en parejas donde la mujer era
menor de 35 y el varon mayor de 40 afos (Chi cuadrada de 4.148 y
p=0.042). Tabla 12

La ICSI  obtuvo embriones con mejor division en
comparacion a los obtenidos por la FIV, en ciclos realizados con
ovulos de la propia paciente (Chi cuadrada de 9.224 y una
p=0.002), en pacientes con infertilidad primaria (Chi cuadrada de
7.966 y p=0.005), en pacientes con endometriosis (Chi cuadrada de
6.222 y p =0.013) y también si la causa era Factor tubarico (Chi
cuadrada de 5.475 y p=0.019), esto ultimo se puede asociar al hecho
de que todas las pacientes con factor tubarico del estudio fueron
menores de 35 afios.
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Tabla 12

Andlisis estratificado de los embriones de > 8 células segun técnica: FIV vs.
ICSI (3°dia)

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

n=139 Técnica > 8 células y 2 Pearson
ICSI (n=65) 53,8
<35a. (n=88) 11,528 (p=0.001)
FIV (n=23 13,0
EDAD MATERNA ( )
ICSI (n=29) 483
>35a. (n=51) 0,724 (p=0.395)
FIV (n=22) 36,4
ICSI (n=82) 53,7
<40a. (n=118) 8,35 (p=0.004)
FIV (n=36) 25,0
EDAD PATERNA
ICSI (n=12) 417
> 40 a. (n=21) 0,875 (p=0.350)
FIV (n=9) 222
ICSI (n=56) 55.4
M3 & Pedd 6,691 (p=0.01)
(n=72) FIV (n=16) 18.8
ICSI (n=9) 44,4
M<%r51:81‘ 6‘;240 4,148 (p=0.042)
EDADES DE LA FIV (n=7) 0
PAREJA M>35 & p<do | 1CSI(n=26) 50
Sy 1,865 (p=0.172)
(n=46) FIV (n=20) 30
ICSI (n=3) 33,3
Wi ‘_g‘SP 240 2,222 (p=0.136)
(n=5) FIV (n=2) 100

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.

Cuando analizamos la calidad de los embriones obtenidos en
3er dia, no observamos diferencias significativas entre los obtenidos
por la FIV vs. la ICSI. Sin embargo hay una tendencia a una mejor
calidad embrionaria en los obtenidos por ICSI si se le compara con
los obtenidos por FIV, si la mujer era menor de 35 afios o si el varon
era menor de 40 afios, aunque no se demostrdé diferencia
estadisticamente significativa.

En dia 3 fueron transferidos 26 embriones obtenidos por la
ICSI'y 7 embriones obtenidos por la FIV convencional. Asi mismo
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fueron congelados 32 embriones obtenidos por la ICSI y 17

embriones obtenidos por la FIV. (Ver Anexos 2 y 3)

4° DIA

El desarrollo embrionario Optimo esperado para este dia, es la
formacion de morulas, lo cual se logré en una proporcion mayor en
embriones obtenidos de la ICSI 8/22 en comparacién a los obtenidos
por la FIV 0/14 (y* Pearson = 8,867; p=0.031) Tabla 13 y 14

Tabla 13

Desarrollo Embrionario segtn técnica: FIV vs. ICSI (4° dia)

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=57) FIV (n=21) ICSI (n=36)
No moérula 14 (66.7%) 14 (38.9%)
Morula 0 8 (22.2%)
Arresto 6 (28.6%) 14 (38.9%)
Degener6 1 (4.8%) 0

* »* Pearson = 8,867 (p=0.031): significativo

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

Tabla 14

Calidad Embrionaria segln técnica: FIV vs. ICSI (4° dia)

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=36) FIV (n=14) ICSI (n=22)
1+ 0 2 (9.1%)
2+ 0 0
3+ 1 (7.1 %) 5 (22.7%)
4+ 4 (28.6%) 2 (9.1%)
5+ 9 (64.3%) 13 (59.1%)

* 4* Pearson = 4,505 (p=0.212)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.




En el analisis estratificado del 4° dia observamos:

Se mantiene el logro de un mejor desarrollo embrionario con el
uso de la ICSI, en comparacion al uso de la FIV, en mujeres
menores de 35 afios (Chi cuadrada de 3.939 y p=0.047) y en
varones menores de 40 afios (Chi cuadrada de 7.200 y p=0.007).
Tabla 15

Tabla 15

Andlisis estratificado segun técnica: FIV vs. ICSI (4° dia).
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

n=36 Técnica Morula + 2 Pearson
ICSI (n=17) 29,4
<35a. (=28) 3,939 (p=0.047)
FIV (n=11) 0
EDAD MATERNA
ICSI (n=5) 60,0
> 35 a. (n=8) 2,880 (p=0.09)
FIV (n=3) 0
ICSI (n=15) 533
<40 a. (n=24) 7,200 (p=0.007)
FIV (n=9) 0
EDAD PATERNA
ICSI (n=7) 0
>40a. (n=12)
FIV (n=5) 0
ICSI (n=12) 41,7
M<35_81‘ P<40 3.462 (p=0.06)
(n=18) FIV (n=5) 0
M<35 & p>40 | ICSI(m=5) 0
EDADES DE LA =) FIV (n=5) 0
PAREJA ICSI (n=3) 100
M235 & P<40 6,000 (p=0.014)
(n=6) FIV (n=3) 30
M>35 & P>40 ICSI (n=2) 0
(0=2) FIV (n=0)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

La calidad de los embriones obtenidos por la ICSI fu¢ superior
a los obtenidos por la FIV en la evaluacion del cuarto dia (Chi
square de 8.625 con un p=0.035). En el cuarto dia no se realizaron
transferencias ni congelaciones embrionarias. (Ver Anexos 2y 3)
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5° DIA

En la evaluacion embrionaria del quinto dia se tenian un total
de 22 embriones obtenidos por la ICSI y 14 embriones obtenidos por
la FIV convencional. De ellos solo 5 embriones obtenidos mediante

la ICSI y 1 mediante la FIV llegaron al estadio de blastocisto. No

hubo diferencias relacionas a la técnica empleada (FIV vs. ICSI) en
cuanto a: namero de blastocistos ni en la calidad de los mismos. El

analisis estratificado para este dia no se realizé porque el numero de
casos fue insuficiente para aplicar las pruebas estadisticas. Tabla 16

y 17

Tabla 16

Desarrollo Embrionario segin técnica: FIV vs. ICSI (5° dia)

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=36) FIV (n=14) ICSI (n=22)
No blasto 1 (7.1%) 4 (18.19%)
Blasto 1 (7.1%) 5 (22.7%)
Arresto 11 (78.6%) 8 (36.4%)
Degener6 1(7.1%) 5(22.7%)

* 4* Pearson = 3,696 (p=0.296)

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.

En quinto dia se transfirieron 3 embriones obtenidos por la
ICSI y 1 embrion obtenido por la FIV convencional. Asi mismo
fueron congelados 2 embriones obtenidos de la ICSI y ninguno de
los obtenidos por la FIV. (Ver Anexos 2 y3)

33



Tabla 17

Andlisis estratificado segun técnica: FIV vs. ICSI (5° dia).
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

n=7 Técnica Blastocisto v 2 Pearson
ICSI (n=4) 100
<35a.(n=4)
EDAD MATERNA V(70
ICSI (n=2) 50,0
>35a. (n=3) 0,750 (p=0.386)
FIV (n=1) 100
ICSI (n=5) 100
<40 a. (n=6)
FIV (n=1) 100
EDAD PATERNA
ICSI (n=1) 0
>40a. (n=1)
FIV (n=0)
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.
VALORACION DEL CICLO

En los ciclos se observd que la eficacia promedio lograda por
la ICSI fué 165/203 (81.3%) y por la FIV fué 67/92 (72.8 %). Lo
cual indica, una mejor eficacia asociada al uso de la ICSI como
técnica de fertilizacion (Prueba Z = 1,65 y p=0.04). Tabla 18

Tabla 18
Eficacia total del ciclo segin técnica: FIV vs. ICSI

Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.
Junio 2005 - Mayo 2006

EFICACIA TOTAL DEL CICLO FIV ICSI

Embriones transferidos + congelados
72.8% 81.3%

2PN

* Prueba Z = 1,65 (p=0.0495): significativo
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.
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No se hallaron diferencias estadisticas para la Tasa de
formacion de blastocistos al comparar FIV vs. ICSI (4% VS. 13.1%,
prueba Z=1.2 yp=0.11). Tabla 19

Tabla 19

Tasa de formacion de blastocistos segun técnica: FIV vs. ICSI
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

TASA DE FORMACION DE

BLASTOCISTOS FIV ICSI

Blastocistos

1/{92-(19+48)}=4% | 5/{203-(60+105)}=13.1%
2PN - (congelados + transferidos)

* Prueba Z = 1,20 (p=0.11)
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados
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DISCUSION

Las técnicas de fertilizacion tienen como primer reto la
formacion de 2PN en primer dia, si bien la tasa de fertilizacion para
ICSI y FIV fué similar en este grupo de estudio (76% vs. 69.7%, p
=0.175), se debe mencionar que si consideramos los 3 ciclos
excluidos por falla en la fertilizacion de los ovocitos asignados a la
FIV convencional, seria evidente una mayor tasa de fertilizacion por
la ICSI 245/ 317 a comparaciéon de la obtenida por la FIV 92/
(77.3% vs. 60.1%, p <0. 0001). En los ciclos donde la fertilizacion
fue lograda solo por ICSI, los parametros de concentracion y total
de espermatozoides moéviles no eran limitante para realizar FIV
(130.6 x10° /mL y 66.3 x10° /mL. en promedio). Estas tasas
mayores de fertilizacion para ICSI, coinciden con otros estudios (41
y 42); sin embargo hay autores que sostienen que la tasa de
fertilizacion es igual para la ICSI y la FIV (43 y 44) en este ultimo
estudio, se incluyeron parejas con factor tubarico y muestras
normozoospérmicas.

No se observo un efecto negativo de la ICSI sobre la division
embrionaria, pues en segundo dia se observd division de 172/203
(98.8%) vs. 78/92 (97.8%), en los embriones obtenidos de la ICSI y
de la FIV respectivamente. Durante los dos primeros dias de
desarrollo embrionario algunos autores reportan, evolucion y tasas
de arresto similares para la FIV y la ICSI (45,46 y 47), lo cual se
explica por el hecho de que en 3er. dia hay activacion del genoma
embrionario, fenomeno descrito por Fraude et al (48 y 49).

El desarrollo embrionario a partir del tercer dia fué mejor en
los embriones fertilizados por la ICSI, lo cual difiere con algunos
estudios publicados que describen mejor division de los embriones
obtenidos por la FIV en comparacion a los obtenidos por la ICSI, en
dia 3 (54% vs. 38%) y en dia 5 (45% vs. 32%), este estudio se
caracterizaba por la ausencia de factor masculino de infertilidad
(50).
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Otros autores reportan una pobre division de los embriones
obtenidos por la ICSI cuando el factor masculino era severo (51,52),
y en otros estudios se utilizaron muestras de semen descongeladas
(53). Como podemos inferir los resultados no pueden ser
comparables entre si, pues son poblaciones de estudio con
caracteristicas muy especificas y diferentes.

En el andlisis estratificado, se observd de manera constante que
a partir del 3er. dia la ICSI se lograban embriones de mejor division,
si los progenitores eran jovenes (mujer menor de 35 afos y/o varon
menor de 40 afos), hecho que se reporta en la literatura, de lograr
mejores embriones en mujeres jovenes mediante FIV (54).

La Tasa de formacion de blastocistos para la ICSI y la FIV no
presentd diferencias estadisticas significativas en nuestro trabajo,
coincidiendo con lo y4 comunicado por otros autores ( 55 y 56), en
estos estudios reportan tasas similares de formacion de blastocistos
(50.2% para la ICSI y 54.8% para la FIV), aunque otros autores
reportan que en ausencia de un factor de infertilidad masculino, el
numero de embriones desarrollados normalmente en 5° dia fué
mayor en el grupo de la FIV, comparado con el de la ICSI (45% vs.
32%). Sin embargo debemos estar concientes que para evaluar la
tasa de formacion de blastocistos, el disefio 1deal de estudio, es aquel
en el cual, todos los embriones son cultivados hasta el quinto dia
post captura ovular y solo en ese dia se realizan las transferencias
embrionarias.

Los resultados de eficacia total de los ciclos calculada para
FIV e ICSI en nuestro estudio, indican una superioridad del ICSI. En
la literatura publicada no se reportan diferencias.

Como vemos, es dificil encontrar coincidencias en cuanto a
resultados con los estudios publicados, ésto se debe a que no
siempre eran poblaciones de estudio comparables con la nuestra.
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Este es el principal problema que crea controversia y debate
en relacion a los resultados de las técnicas de fertilizacion, pues los
resultados en grupos de pacientes con caracteristicas especificas son
extrapolados a la poblacion general por algunos autores.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

e La ICSI ademas de lograr mejores tasas de fertilizacion, no
altera la division ni la calidad de los embriones obtenidos.

e La ICSI es de eleccion si los gametos proceden de una mujer
menor de 35 afos y/o de un varén menor de 40 afios, pues se
observa mejores resultados en el desarrollo y la calidad
embrionaria.

e Se logra una eficacia mayor total en los ciclos, con la
aplicacion de la técnica de la ICSI para fertilizacion.

e Este estudio apoya el criterio de que en un primer ciclo de alta
complejidad, que se realiza en una pareja donde existe factor
masculino que no sea indicacion absoluta de ICSI es
razonable realizar FIV e ICSI simultaneamente, para evitar la
cancelacion de la transferencia debido a falla total en la
fertilizacion. Ademas este método sirve de ensayo o prueba
prondstica pues evalla la calidad de los gametos.
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Anexo No. 2

Distribucion de embriones segun el dia de transferencia
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=79) FIV (n=19) ICSI (n=60)
1° dia 2PN (n=0) 0 0
2° dia (n=42) 11 31
3°dia (n=33) 7 26
4° dia (n=0) 0
5°dia (n=4) 1 3
Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética
AGN y Asociados.
Anexo No. 3

Distribucion de embriones seglin el dia de congelacion
Clinica de Reproduccion y Genética AGN y asociados.

Junio 2005 - Mayo 2006

Total (n=153) FIV (n=48) ICSI (n=105)
1° dia 2PN (n=40) 12 28

2° dia (n=62) 19 43

3° dia (n=49) 17 32

4° dia (n=0) 0 0

5° dia (n=2) 0 2

Fuente: Base de datos de la Clinica de Reproduccion y Genética

AGN y Asociados.
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