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RESUMEN:

Definimos como Reproduccion Asistida al conjunto de técnicas de manipulacion
de gametos o embriones para complementar el contacto sexual logrando la
fertilizacion, division embrionaria e implantacion. Se dividen en técnicas de baja,

moderada y alta complejidad. Entre las técnicas de mediana y alta complejidad,
se incluyen la Fertilizacion In Vitro y la Inyeccion Intracitoplasmatica de
espermatozoides. Es necesario programar un ciclo de estimulaciéon ovarica
controlada previamente, para obtener alrededor de 10 ovocitos de buena calidad.
Actualmente existe mayor entendimiento de los mecanismos de la ovulacion y el
ciclo endometrial mejorando los resultados considerablemente.

Existe gran variedad de medicamentos utilizados para optimizar un ciclo: HMG,
FSHr, LHr, analogos de GnRH, etc. El sindrome de hiperestimulaciéon ovarica, es
una complicacion de la reproduccion asistida. En su presentacion severa
aumenta significativamente la morbilidad y raramente la mortalidad. Las
pacientes de riesgo son jovenes, delgadas, con sindrome de ovarios poliquisticos,
hiperinsulinemia, poliquistosis ovarica ultrasonografica y antecedente de
hiperestimulacion. Entre las alternativas que se tienen para prevenir su
desarrollo se incluyen la cancelaciéon del ciclo, el “Coasting” y el disparo final con
Agonistas de GnRH. El mecanismo mediante el cual, ésta ultima previene el
desarrollo de dicho sindrome es induciendo el aumento endogeno de LH, FSH,
supresion hipofisiaria posterior y apoptosis temprana del cuerpo luteo. Existen
numerosos estudios que evaluan el disparo final con Agonistas de GnRH para
prevenir el SHO. No reportan diferencias significativas entre el grupo control y de
estudio; sin embargo aumenta la tasa de embarazos quimicos y abortos
tempranos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

¢Disminuye la tasa de recuperacion, la calidad ovocitaria, embrionaria y la tasa
de fertilizacion en pacientes en las que se realiza el disparo final (triggering) con
Agonistas de GnRH?



INTRODUCCION (ANTECEDENTES):

Se define como Reproduccion Asistida al conjunto de técnicas en las que se
manipulan gametos o embriones para complementar el contacto sexual y asi
lograr la fertilizacion, division embrionaria e implantacion. Se dividen en técnicas
de baja, moderada y alta complejidad. Existen distintas implicaciones médicas,
éticas, psicologicas, religiosas; entre otras, para cada procedimiento.

El nacimiento de Louise Joy Brown (25 de Julio de 1978) concebida gracias a la
fertilizacion in vitro (FIV) realizada por Steptoe & Edwards (1978), sento el parte
aguas en el desarrollo de las técnicas en reproducciéon asistida (Steptoe, P. &
Edwards, R. 1978). 1

Hoy en dia, las técnicas de reproduccion asistida brindan una esperanza y la
posibilidad de conseguir un embarazo a parejas infértiles. De1978 a la fecha, se
han registrado mas de cinco millones de ninos nacidos mediante éstas,
confirmando asi su efectividad. Existen indicaciones precisas para cada
procedimiento y cada vez la aceptacion es mayor. Actualmente cada afo se
realizan mas de un millén de ciclos en el mundo.

Entre las técnicas de mediana y alta complejidad mas utilizadas, se incluyen la
Fertilizacion In Vitro (FIV) y la Inyeccion Intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI por sus siglas en inglés). Para realizarlas en laboratorio, es necesario
programar un ciclo de estimulacién ovarica controlada previamente, tanto en
pacientes anovulatorias como ovulatorias, con la finalidad de obtener un nuimero
de 6 a 10 ovulos, con ciertas variaciones de acuerdo a condiciones y situaciones
especiales de cada paciente. Ademas del namero, es importante obtener ovocitos
maduros y de buena calidad a partir de una cohorte folicular de crecimiento
sincronico. Actualmente existe un mayor entendimiento de los mecanismos
involucrados en la ovulacion y en el ciclo endometrial por lo que los resultados
han mejorado considerablemente.

Se cuenta con una variedad de sustancias que se pueden combinar para
optimizar un ciclo. Entre los medicamentos utilizados para inducir el crecimiento
folicular, la maduracion final y evitar luteinizacion prematura, se incluyen:

1.- Hormona Menopausica Humana, que como su nombre lo indica, se obtiene a
partir de orina de mujeres en etapa de la menopausia; de éstas se derivan las
altamente purificadas con una proporcion de FSH/LH 9:1. Su funcion es
estimular el crecimiento de una cohorte folicular.

2.- Gonadotrofinas obtenidas con tecnologia recombinante como la FSHr , LHr y
las nuevas preparaciones en las que se combinan ambas o se alarga su duracion.
Su utilidad es la misma que la de las menotropinas pero con la certeza de que NO
existen variaciones en la dosis. 2 3. 4.

3.-Los analogos de GnRH , tanto agonistas como antagonistas. Estos se utilizan
para evitar el desarrollo de un pico prematuro de LH que obligaria a cancelar un
ciclo.

Los agonistas de GnRH se implementaron inicialmente para suprimir la accion
de la hipéfisis y evitar la luteinizacion prematura y su influencia adversa en la
calidad de los ovocitos, embriones e implantaciéon; dicho efecto, se presentaba en
alrededor del 30% de los ciclos y con el uso de estos medicamentos disminuyo
hasta el 2%. Su union a los receptores tiene un efecto estimulador inmediato



(flare up) con una fase subsecuente inhibitoria en la cual se disminuye la
cantidad de receptores gonadotréficos en la membrana celular (down regulation)2

El agonista se une por un periodo de tiempo considerable; es decir, para que se
restablezca la funcion de la hipoéfisis tienen que pasar alrededor de dos semanas
posteriores a la interrupcion de la aplicacion y para que la funciéon ovarica se
presente nuevamente por completo, hasta seis semanas>.El esquema en el que se
han utilizado es largo, iniciando en el dia 21del ciclo previo con su aplicacion y
continuando hasta el dia de la administracion de hCG. Este esquema es el que ha
dado mejores resultados y hasta el momento no ha sido superado por los cortos
ciclos de antagonistasé. Otro de los esquemas con agonistas es el corto, disennado
para pacientes con baja respuesta ovarica con el cual se pretende la supresion
hipofisiaria en menor grado y aprovechar el efecto de flare up de las
gonadotrofinas endogenas.

Los agonistas de GnRH también se han utilizado en pacientes con alto riesgo de
desarrollar sindrome de hiperestimulaciéon ovarica(SHO)7892,al inducir la
maduracién folicular con una inyeccién al final de un protocolo con antagonistas
de GnRH sustituyendo la aplicaciéon de la hCG; sin embargo, en numerosos
estudios se han reportado tasas de embarazo inferiores!o 11.

Los antagonistas de GnRH se unen completamente a los receptores previniendo
la excrecion endégena de la hormona liberadora de gonadotrofinas y la
estimulacion de la glandula pituitaria, este efecto es inmediatamente después a
su administracion. A diferencia de los agonistas, estos preservan la respuesta de
la glandula pituitarias. En ciclos con antagonistas, la ovulaciéon o la maduracion
ovocitaria final puede inducirse mediante una variedad de medicamentos entre
los cuales se encuentran los agonistas de GnRH de accion corta.

4.- hCG urinaria y recombinante: El principal uso que se les da a estos
medicamentos es la maduracién final e induccion de ovulacion por su gran
afinidad y capacidad de uniéon a los receptores de LH. El inicio de su accion es
aproximadamente a las 32- 36 horas extendiéndose a mas de siete dias
posterior a que sean administrados. Su vida media tan larga y su alta afinidad
por los receptores da como resultado un riesgo mayor de que se presente el SHOS.

El sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) es una complicacion de grado
variable que se presenta en la estimulacion ovarica controlada. En todos los
ciclos se presenta algin grado de hiperestimulacion; sin embargo, en su
presentacion severa conlleva el aumento significativo tanto de la morbilidad y
raramente de la mortalidad. Las pacientes con mayor riesgo son jovenes,
delgadas, con sindrome de ovarios poliquisticos, hiperinsulinemia, poliquistosis
ovarica detectada mediante USG sin evidencia clinica o bioquimica del sindrome
en si o con antecedente de SHO en ciclos previos!3: Se asocia a crecimiento
ovarico masivo, ascitis, hidrotérax, torcion ovarica, disfuncion hepatica,
tromboembolismo, desequilibrio hidroelectrolitico oliguria y falla renal!4. A lo
largo del tiempo se han elaborado clasificaciones de dicho sindrome, siendo la
mas actual la de Rizk y Aboulghar, 1999. En esta se omite el estadio leve, ya que
la mayoria de las pacientes en TRA lo presentan, el estadio moderado consiste en
disconfort, dolor, nauseas, distensién y evidencia ultrasonografica de ascitis con
perfil hematolégico normal. El estadio severo lo divide en grados A, B y C
conforme la severidad va aumentando!2. La incidencia en su presentacion severa
es menor al 2%, pero por su incremento en los ciclos de EOC, lo convierte en un
problema médico importante para el especialista en fertilidad!3. Un indicador de



riesgo muy valioso, es el nivel de estradiol sérico y se recomienda que se
determine durante el ciclo de EOC.
3

Niveles por encima de 3500pg/ml sugiere que es necesario iniciar acciones
preventivasl4. Existen varias alternativas que se pueden adoptar cuando en un
ciclo se predice una respuesta exagerada. Entre estas podemos incluir la
cancelacion del ciclo, que aunque es la opcion mas segura, implica desgaste tanto
economico como emocional para la paciente. Otra alternativa es el “Coasting” que
consiste en el cese de la administracion de gonadotropinas por uno o mas dias
con la finalidad de disminuir el estradiol a niveles seguros para posteriormente
realizar el disparo con hCG. Aunque con esta maniobra se disminuye el riesgo de
SHO, también disminuye la calidad ovocitaria, las tasas de implantacion y
embarazo principalmente cuando se hace de manera prolongada.!s

Desde inicios de los noventas hasta la actualidad, numerosos estudios han
confirmado que el uso de Agonistas de GnRH en el disparo final, reduce
significativamente el SHO con un porcentaje de presentacion tardia al momento
de existir un embarazo en evolucién. El mecanismo mediante el cual previene el
desarrollo de dicho sindrome no ha sido totalmente dilucidado. Se cree que
posterior a la aplicacion de la dosis del Agonista se induce un aumento endégeno
tanto de LH como de FSH que resulta en la maduracién ovocitaria final y la
supresion hipofisiaria posterior con inducciéon de apoptosis del cuerpo luteolé Las
pacientes que son tratadas bajo este régimen se encuentran totalmente
asintomaticas alrededor de los siete dias posteriores a la captura ovocitaria. Sin
embargo en algunos estudios se ha demostrado que , ademas de reducir las tasas
de embarazo, incrementan los embarazos quimicos y los abortos tempranos
secundario a la alteracion hormonall?, fase lutea y endometrio deficientes!s. El
pico de LH inducido por GnRHa, consiste en dos fases con una duracion
aproximada de 24 a 36 horas, lo que permite la reduccion significativa del total
de gonadotropinas liberadas por la hipofisis en menor tiempo. El efecto de la LH
endogena también juega un rol importante en la regulacion de ciertos factores
de crecimiento que promueven la angiogénesis en la implantacion embrionaria y
en el desarrollo del SHO. Sin embargo los estudios reportados hasta el momento
son contradictorios.!9.2021 En contraste, en estudios aleatorizados y analisis
retrospectivos de cohorte realizados en donadoras de ovocitos, ademas de
observar una disminucion marcada en la presentacion de sindrome de
hiperestimulacion ovarica no hubo diferencias significativas en el numero de
ovocitos recolectados, el porcentaje de ovocitos maduros y la tasa de fertilizacion
y la tasa de implantacion en las receptoras no se vio afectada22.23. En un
metanalisis realizado por Griesinger et al. en Luebeck, Alemania, en el cual se
reunieron 23 publicaciones de las bases de datos de Medline, Cochrane y Embase
de 1996 al 2005, se concluyé que no hubo diferencias significativas en cuanto a
parametros de calidad ovocitaria y embrionaria, sin embargo hubo una reduccion
significativa en la tasa de embarazos clinicos2*. Hay nuevas corrientes que
promueven el uso de agonistas de GnRH para el disparo final con aumento en la
dosis de hormonas esteroideas para soporte liteo como estrategia para disminuir
las tasas de fallo!2 Otros grupos promueven la congelaciéon de ovocitos o
embriones para transferencia en un ciclo posterior con preparacion
endometriall425. Griesinger y colaboradores realizaron un estudio prospectivo
observacional en Luebeck, Alemania en un hospital universitario de tercer nivel
en un periodo comprendido de diciembre del 2004 a septiembre del 2006 . Se
incluyeron 20 pacientes con alto riesgo de SHO. Posterior al disparo con Ag.
GnRH y la recoleccion ovocitaria, éstos se vitrificaron en estadio de pronucleos



(2PN) para descongelarlos en un ciclo posterior y transferir los embriones con
previa preparacion endometrial.
4

La tasa acumulativa de embarazo fue del 36.8% y no hubo casos de SHO
moderada o severa.26 Posteriormente el mismo autor, realizé otro estudio
prospectivo observacional, esta vez multicéntrico, en el que se incluyeron 5S1
pacientes en alto riesgo de desarrollo de SHO reclutadas de junio del 2008 a junio
del 2009. El seguimiento se continu6 si se conseguia el embarazo hasta junio del
2010. Utilizé la misma estrategia de maduracion final que en el estudio
mencionado anteriormente. En 4 centros los ovocitos en estadio 2PN se
preservaron mediante congelacion lenta y s6lo en uno mediante vitrificacién. Del
total de las pacientes, a 48 se les realizaron transferencias de embriones
descongelados y la tasa acumulativa de nacimientos vivos fue de 37.3%. En una
paciente se presento SHO grado Il y en tres mas SHO grado 1I27.

Otro parametro que debe ser evaluado, en pacientes con maduracion ovocitaria
final con Agonistas de GnRH, es la calidad tanto ovocitaria como embrionaria.

En los mamiferos, incluyendo al ser humano, los ovocitos permanecen detenidos
en la profase de la primera division meiética, hasta que la mujer alcanza la
madurez sexual. Si se da el estimulo hormonal adecuado, los ovocitos entran en
la etapa final de la primera division meidtica a medida que se presente la
maduraciéon y crecimiento folicular.

La elevacion de LH estimula la luteinizacion de la granulosa y la sintesis de
progesterona que produce la elevacion de FSH a la mitad del ciclo. La LH es
determinante para que se reanude la meiosis, el ovocito detenido en profase I
rompe la vesicula germinal e inicia la alineaciéon de los cromosomas, que se
ensamblan en el huso meidtico. . El ovocito ahora se encuentra e metafase I (MI),
no se observa nucleo ni cuerpo polar (CP), posteriormente ocurre la primera
division meiética, extruyendo el primer cuerpo polar, el cual esta conformado por
un conjunto de cromosomas homologos rodeados de poco citoplasma. A este
estadio se le denomina metafase II. En este estado es en el que sobreviene la
ovulacion en respuesta al pico de la LH. El ovocito permanece detenido en
metafase II hasta que ocurre la fertilizacion y la meiosis II se completa con la
extrusion del segundo cuerpo polar. 28

Los cambios, tanto a nivel citoplasmatico como nuclear, no siempre son
sincronicos ni ocurren con el mismo grado de maduracion. Ovocitos con
maduracion nuclear en metafase II podrian presentar deficiencias en su
maduracion citoplasmatica y esto comprometeria el desarrollo adecuado del
embrion.

El grado de madurez del complejo cimulo - corona radiata — ovocito (CCCO), se
ha utilizado como indicador de la madurez ovocitaria, aunque puede haber
diferencias en la sincronia entre ellos en los ciclos de EOC. Esto puede deberse a
diferencias de sensibilidad de las células del complejo cimulo-corona y del nucleo
ovocitario a la maduracion inducida por las gonadotropinas?2.

La clasificacion ovocitaria mediante la evaluacion del CCCO, es subjetiva y no
siempre corresponde al estado de maduracion real. Se lleva a cabo una vez que
los ovocitos han sido limpiados y aislados en medio de cultivo y parafina. La mas
utilizada es la de tres grados (Cuadrol):
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Grado I.- ovocitos con cimulo y corona expandida y laxa, en ocasiones se
observa un corpusculo polar y corresponde a la metafase II (MII).

Grado II.- el cumulo y la corona se encuentran en un estado intermedio de
compactacion corresponde a la metafase I.

Grado IIl.- El camulo y la corona se encuentran muy compactos, se
relaciona con ovocitos en estado de vesicula germinal.

Existen clasificaciones que se dividen hasta en cinco o seis grados. El grado IV
corresponderia a ovocitos post maduros con cumulo muy expandido, pequefios
grupos de células y la corona radiada irregular e incompleta. El Grado V.- a
ovocitos atrésicos con muy poco o ausencia de cumulo, corona muy irregular y
ovoplasma obscuro.

Esta clasificacion, ademas de permitirnos elegir los ovocitos adecuados, nos
ayuda a realizar la fertilizacién en el momento idéneo, ya sea que se encuentren
en MII y proceder casi de inmediato, o que se aprecien inmaduros y se tenga que
aplazar hasta conseguir que avancen de estadio.

En el caso de los ovocitos que se destinan a ICSI (inyeccion intra citoplasmatica
de espermatozoides), deben denudarse mediante método quimico y mecanico para
eliminar las células de la granulosa y poder evaluar el estadio de madurez. Se
consideran ovocitos maduros aquellos que han extrudido el primer cuerpo polar,
es decir en Metafase II (MII) y son aptos para ICSI; ovocitos de mala calidad, los
que se encuentran en Metafase I (MI), profase I (vesicula germinal) y atrésicos.

En el laboratorio de embriologia se evaltian los siguientes parametros ovocitarios:

1.-Alteraciones morfologicas citoplasmaticas

. Agrupacion de organelos/granulosidades localizados en el centro del
ovocito

. Agregacion de reticulo endoplasmatico liso, vacuolas, inclusiones
citoplasmaticas

2.-Alteraciones morfologicas extra citoplasmaticas

. exudados en el espacio perivitelino

. Anomalias de la zona pelticida (mayor a 17 pm y densa)

. espacio perivitelino aumentado y con inclusiones

. Tamano aumentado o fragmentacion del primer corpusculo polar

De los parametros mencionados, parece mas evidente que las alteraciones
citoplasmaticas severas podrian ser perjudiciales para el desarrollo embrionario y
su potencial de implantacion, estos dimorfismos pueden estar condicionados por
factores intrinsecos como la edad o extrinsecos como las alteraciones endocrinas
o efectos de la estimulaciéon ovarica.

Después de la inseminacion, una vez que se lleva a cabo la fertilizacion, es posible
apreciar el zigoto y discernir entre la fertilizacion normal y fallos o alteraciones



en la fecundacion. Los cambios implicados en este proceso cada vez toman mas
relevancia en la valoracion final.

6

El abordaje de la calidad embrionaria puede hacerse mediante distintos
parametros, el mas utilizado es la morfologia (Cuadro 2). Criterios como el
consumo metabdlico en estudio de aneuploidias entre otros, han demostrado
eficacia; sin embargo, la valoraciéon morfolégica sique siendo la mas extensa y
eficaz.

Otro aspecto importante es establecer los intervalos de tiempo exactos en los que
deben observarse los zigotos y embriones, para registrar las caracteristicas
morfologicas relacionadas a cada estadio de desarrollo, en el laboratorio han
establecido observaciones en dia 1, dia 2, dia 3, dia Sy 6.

INTERVALO POST INSEMINACION D+1 (Figural):2s2.

Es este, se valora la presencia de 2 pronucleos y el margen de horario para
observarlos es entre las 16 y 20 horas. Posterior a este lapso se corre el riesgo de
que cambien de tamano. Los parametros evaluados son:

a)Alteraciones morfolégicas.
-Corpusculos polares.
Numero.- Importante para evaluar ploidias.
Apariencia.- Tamano y fragmentacion.

-Prontcleos.

Numero.- Debe contener dos pronucleos y se evalia en conjunto con los
corpusculos polares.

Apariencia.- Se han propuesto distintos esquemas de gradacion, como el
de Tesarik y Greco en 1999 o el de Scott en el 2000; sin embargo atin no se
encuentra un consenso en la bibliografia cuando se trata de relacionar los
distintos patrones con las tasas de implantacion.

Existen tres caracteristicas morfolégicas que si parecen relacionarse con
bajas tasas de implantacion: Un solo precursor nucleolar en un pronucleo,
pronucleos separados o pronucleos de tamano desigual.

-Halo citoplasmatico.
Es la presencia de un area cortical mas clara en una parte o todo el
citoplasma. Su presencia es positiva al no ser excesiva e indica una mejor
calidad embrionaria.

b) Division temprana.
Los preembriones se observan nuevamente entre las 25 y 27 horas post
inseminacion y se evalia la division celular en correlacion con la
morfologia. En algunos estudios los resultados son contradictorios por lo
que se propone como un parametro para decidir entre embriones de
calidad similar.



VALORACION EN D+2 y D+3 (Figura 1):2829.

El intervalo de observacion post inseminacion en D+2 es de las 44 a 47 horas y
en D+3 de las 67 a 71 horas.

Se observa y valora:

-Numero celular y ritmo de division.

-Fragmentacion celular
La presencia de fragmentos es comun en los embriones humanos y no
siempre se correlaciona con una tasa de implantacion baja. Cuando el
grado de fragmentacion no supera del 20 al 25%, la implantacion no se ve
comprometida. También interesan el tamano y la distribucién de los
mismos. Se evidencian cinco grupos de calidad embrionaria segun el grado
de fragmentacion:

I-0%
II-5-10%

I - 15-30%
IV- 35-45%

V- 50 % o mas.

- Desigualdad en el tamaiio de los blastomeros
Un preembrion con divisiones sincréonicas y simétricas, presentara dos,
cuatros, ocho o dieciséis células de tamafo similar. La desigualdad de
tamano se asocia con disminucion en la capacidad implantatoria. Al
superar el 20% la diferencia de tamanos entre la blastomera mas grande y
la mas pequena las probabilidades de implantaciéon disminuyen. Cuando
las divisiones celulares no son sincronicas habla de que se encuentran en
ciclos de division distintos; sin embargo, esta desigualdad puede ser
compatible con una buena clasificacion.

- Contornos del blastomero.
El contorno irregular puede indicar una alteracion fisiolégica o que se
encuentra en division.
-Visualizacion de nucleos y grado de multinucleacion.
La presencia de dos o mas nucleos o de micronucleos en una célula se
correlaciona directamente con un incremento de anomalias cromosomicas
embrionaria y bajas tasas de implantacion.
-Anillo citoplasmatico.
Si se observa al citoplasma retraido dejando un anillo transltcido amplio y
sin organelos en la periferia se relaciona con un proceso de lisis celular.
-Vacuolizacion.
Se asocia con disminucién en el potencial de desarrollo. Las vacuolas que
miden menos de Spm no comprometen el desarrollo del preembrion.
- Zona pelucida.



Si la silueta se encuentra redondeada con un grosor aproximado de 17pum,
heterogénea y de aspecto translticido se concluye que es una zona peltcida
sana.

-Grado de adhesion/compactacion.
La compactacion temprana es un signo de activacion embrionaria que
conlleva a la formaciéon de uniones intercelulares y el inicio de la
polarizacion embrionaria. Se distinguen dos grados: 1.- Inicio de adhesion
y 2.- Compactacion.

-Moteado.
Indica activacion citoplasmatica y ocurre en el momento fisiologico de la
activacion embrionaria en D+3. El aspecto normal es en “piel de naranja”.

Es posible agrupar los embriones en funcién de la tasa de implantaciéon, en D+2,
segln el namero de células observadas, de mejor a peor. En D+3, la valoracion es
dependiente del ritmo de division entre éste y un dia anterior.

De todos los parametros mencionados anteriormente, los incluidos en el sistema
de clasificacion embrionaria son los siguientes:

Numero celular en transferencias D+2

Ritmo de division celular en D+3

Porcentaje de fragmentacion celular.

Desigualdad en el tamano de los blastémeros.

Multinucleacion.

Halo citoplasmatico en D+3

Presencia de vacuolas

Grosor de la zona pelucida.

VALORACION EN ESTADIO DE MORULA (Figura 1).- 28,29,
Puede realizarse en D+4 (94- 98 hr.), D+5 (112 -120hr) o D+6 (136 -140hr). Los
parametros a evaluar son:

-Compactacion.
Se presenta alrededor del dia 4, la apariencia es de una masa de células
compactada debido a fuertes uniones entre las células. Esto corresponde a
un preembrion ya especializado. Si es parcial, el pronédstico es peor.

-Organizacion del blastocisto.
Sucede en el dia 5 o 6. Los embriones con un ritmo mas lento pueden
llegar a este estadio en dias posteriores y tienen mal pronoéstico.

-Grado de expansion del blastocele.
En pocas horas el blastocisto es capaz de expandirse considerablemente
con adelgazamiento de la zona peltcida. La expansion tiene buen
pronostico.

-Zona peliacida.
Su grosor presenta grandes variaciones a lo largo del desarrollo del
blastocisto. A mayor adelgazamiento mejor pronéstico.
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-Trofoectodermo.
Esta estructura constituye la pared del blastocele, el nimero, la forma y el
grado de cohesiéon ayuda a clasificar el blastocisto en tres categorias: 1-
Epitelio homogéneo con células elipticas, 2- Epitelio irregular, 3- Epitelio
irregular con células escasas. Cuando es subéptimo no disminuye
importantemente la tasa de implantacion, siempre y cuando la masa
celular interna tenga morfologia normal.
- Masa celular interna.
Debe tener forma ovalada y las células deben estar compactas. El tamano
varia entre 1.900 y 3.800pm

-Fragmentacion y vacuolizacion.
Son indicativos de apoptosis, su presencia es incompatible con un buen
pronostico.

La aparicion del blastocele con una sola cavidad y expansion adecuada en el dia
5 habla de buen pronoéstico. Un factor desfavorable seria la aparicion del
blastocisto después del dia 6.

Para diferenciar entre embriones de calidad morfolégica similar, hay que tomar
en cuenta la compactacion en el dia cuatro.

Se puede concluir que la valoracion de un preembrion aislada no es lo correcto.
La clasificacion debe realizarse tras varias observaciones a lo largo del desarrollo
preimplantacional.
Con todo lo mencionado anteriormente, los preembriones se clasifican en cuatro
categorias de acuerdo al potencial de implantacion esperado.

A) Optima calidad con maxima capacidad de implantacion.

B) Buena calidad con elevada capacidad de implantacion.

C) Calidad regular con probabilidad de implantacion media.

D) Mala calidad con probabilidad de implantacién baja 2829,

De todo lo mencionado anteriormente, en cuanto a calidad ovocitaria y
embrionaria, cada centro de reproduccion asistida en el mundo, selecciona los
parametros que utilizara como base para la practica diaria, de tal manera que el
analisis se simplifique en la medida de lo posible pero sin comprometer la
evaluacion y por consiguiente los resultados finales de cada ciclo realizado. 2829,
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OBJETIVOS:

-General:

Comparar la tasa de recuperacion, tasa de fertilizacion, calidad ovocitaria y
embrionaria entre ciclos de antagonistas disparados con GnRHay hCG en el
Instituto Vida Guadalajara.

-Especificos:

-Determinar la tasa de recuperacion ovocitaria en pacientes disparadas
con GnRHa.

-Determinar la tasa de recuperacion ovocitaria en pacientes disparadas
con hCG.

-Determinar la tasa de fertilizacion en pacientes disparadas con GnRHa

-Determinar la tasa de fertilizacion en paciente disparadas con hCG

-Determinar la calidad tanto ovocitaria como embrionaria en pacientes
disparadas con GnRHa.

-Determinar la calidad ovocitaria y embrionaria en pacientes disparadas
con GnRHa.

-Comparar los resultados arrojados del analisis de los parametros
anteriormente mencionados de ambos grupos de pacientes.

HIPOTESIS:

Los ciclos de estimulacion ovarica controlada con antagonistas y disparo final
con Agonistas de GnRH, utilizados en pacientes con riesgo de desarrollar SHO,
tienen tasas de recuperacion, calidad ovocitaria, fertilizacion y calidad
embrionaria similares a ciclos disparados con hCG.

JUSTIFICACION:

El sindrome de hiperestimulaciéon ovarica es una entidad, que si bien no se
presenta de manera frecuente en estimulacion ovarica controlada, es preocupante
por la morbi- mortalidad que representa. Es importante conocer si uno de los
métodos recientemente implementados para prevenirlo, el cual consiste en el
disparo final con agonistas de GnRH, da los mismos resultados que al realizar el
disparo con hCG.

En el Instituto de Ciencias de Reproduccion Humana Vida éste método es de
reciente implementacion por lo que seria conveniente conocer los resultados que
se pueden ofrecer a las pacientes que acuden a realizarse ciclos de mediana y alta
complejidad.
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MATERIAL Y METODOS:

-TIPO DE ESTUDIO.- Es un estudio observacional, transversal y analitico.

-METODOLOGIA:

Espacio:
Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana Vida Guadalajara.

Tiempo:
Periodo comprendido del mes de diciembre del 2010 al mes de septiembre del
2011.

Universo de pacientes:
Las pacientes se dividieron en dos grupos:
1.- Pacientes que se sometieron a ciclos de estimulacién ovarica controlada con
antagonistas en las que se realizo el disparo final con GnRHa cumpliendo los
criterios de inclusion.
2.- Pacientes que se sometieron a ciclos de estimulacion ovarica controlada con
antagonistas en las que se realizo el disparo final con hCG de caracteristicas
comparables con el primer grupo mencionado.

Tamano de la muestra:
Por ser una técnica de reciente implementacion en el Instituto de Ciencias de
reproduccion Humana Vida no se predetermin6é un numero de pacientes.

Analisis Estadistico:
Se obtuvieron los promedios de ambos grupos, desviacion estandar y se
compararon por medio de la prueba T STUDENT de una cola (P:< 0.5).

PROTOCOLOS DE ESTIMULACION:

Protocolo de estimulacion ovarica: En todos los casos del grupo de estudio,
la estimulacion ovarica controlada se inici6 en segundo dia del ciclo con FSHr
(Gonal F) y HMG (Merapur). Se realizaron ciclos cortos con antagonistas de GnRH
(cetrotide dosis diaria 0.25mg). La aplicacion de GnRHa (Gonapeptyl daily 0.2mg)
como disparo final se decidi6 al encontrar un desarrollo folicular total por ciclo
mayor a 20 foliculos entre 10 y 20 mm de diametro. La captura de ovocitos se
realizo 36 horas después, bajo anestesia general intravenosa, los ovocitos
pasaron al laboratorio de embriologia para ser decumulados e iniciar el analisis
de calidad ovocitaria. Posteriormente se inseminaron mediante ICSI. El analisis
de calidad embrionaria que se tomé en cuenta para este estudio fue el de dia 3,
segun los criterios utilizados en el Instituto Vida Guadalajara.
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Calidad ovocitaria (Cuadro 1):

Grado I.- ovocitos con cimulo y corona expandida y laxa, en ocasiones se
observa un corpusculo polar y corresponde a la metafase II (MII).

Grado II.- el cumulo y la corona se encuentran en un estado intermedio de
compactacion corresponde a la metafase I.

Grado IIl.- El camulo y la corona se encuentran muy compactos, se
relaciona con ovocitos en estado de vesicula germinal.

Clasificacion de calidad embrionaria del Instituto Vida Guadalajara(Cuadro 2):

GRADO DE FRAGMENTACION:

1.- 0%
2.-5A10%
3.- 15 A 30%
4.- 35 A45%

5.- 50% o mayor.

TIPO DE FRAGMENTACION:

I.- Asociada a una blastomera

II.-Fragmentos en la periferia

[II.-Fragmentos entre las blastomeras

IV.-Fragmentos grandes, no es posible diferenciar entre fragmentos y
blastéomeras.

V.-Fragmentos grandes necroticos.

NUCLEACION DE LAS BLASTOMERAS:

Sin nucleo
Mononucleadas
Binucleadas
Multinucleadas
Micronucleadas

TAMANO DE LAS BLASTOMERAS:
Simétricas
Asimétricas.

COMPACTACION:
Principios de compactaciéon



Compactacion moderada
Compactado.
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Criterios de inclusion:
Indicacion de ICSI
Estimulaciéon en ciclo con Antagonistas
Pacientes que al final de la EOC desarrollaron > de 20 foliculos de
> 10mm.

Criterios de exclusion:
Pacientes seleccionadas para realizar s6lo FIV.
Pacientes de edad mayor a 40 afos.
Pacientes incluidas en el programa de ovodonacion
Pacientes con FSH elevada.

Criterios de eliminacion:
Pacientes en las que se cancel6 el ciclo de EOC antes de la punciéon
folicular.
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RESULTADOS:

Ambos grupos , disparados con Agonistas y disparadas con hCG, fueron similares
en cuanto a numero de pacientes y edad de las mismas (Cuadro 3).

No se presentaron diferencias significativas en los dias de administracion de
gonadotropinas 10.55+ 2.10 vs 9.55%+1.23 P:0.11, cantidad de HMG utilizada
552.27+150.93 vs 538.64+185.98 P:0.43, numero de foliculos recuperados
(graficol) 16.91 +6.02 vs 14.55 +3.60 P:0.15 , numero de ovocitos maduros
(Grafico 2) 9.1+ 5.58 vs 9.45 +5.48 P:0.45, numero de ovocitos fertilizados 8.27+
3.77 vs 8.18+ 2.25 P:0.47, nimero de embriones grado I y II (Grafico3 )4.30+ 2.37
vs 3.82% 2.04 P: 0.32 y numero de embriones transferidos 2.20% 0.87 vs 2.82%
0.57 P: 0.05.

Hubieron diferencias significativas en el total de FSHr utilizado, 1425+387.74 vs
1734+ 352.47 P:0.04, numero de ovocitos esperados (Grafico 1) 20.73+ 9.40 vs
12.82+ 3.81 P:0.01 y numero de embriones congelados 4.45+3.89 vs 2.82+ 0.57
P:0.03.

CONCLUSIONES:

La calidad ovocitaria, el nimero de ovocitos recuperados, la tasa de fertilizacion y
la calidad embrionaria no se ven afectados al realizar el disparo final con
Agonistas de GnRH en pacientes con riesgo de desarrollar SHO, los resultados
son comparables a los obtenidos en ciclos disparados con hCG.

El tamano de la muestra que se obtuvo es pequeno, por ser un método de
reciente implementacion en nuestra clinica, por lo que es necesario incluir una
mayor cantidad de pacientes para que los resultados tengan significancia
estadistica.

DISCUSION:

En diversos estudios, como los de Ron -El 2000, Di Luigi 2010, Herrero 2011 se
proponen estrategias para la prevenciéon del SHO; sin embargo, ninguna ha
probado ser completamente efectiva debido a que se afecta la tasa de embarazos.
Anteriormente se sugeria que los protocolos de EOC con antagonistas de GnRH
prevenian la aparicion del SHO sin embargo, el disparo final es realizado con hCG
y esta hormona contribuye en el desarrollo de dicho sindrome.

Una de las ventajas en el uso de protocolos con Antagonistas en pacientes de alto
riesgo es que nos permite ampliamente el uso de Agonistas de GnRH para el
disparo final como método potencialmente efectivo en la prevencion de SHO.

De las preocupaciones mas grandes que surgen con respecto a los resultados que
se pudieran obtener con esta estrategia es si la calidad ovocitaria y embrionaria
se ven afectadas. Nuestro estudio ha demostrado que el uso de GnRH Ag. para el
disparo final en protocolos de EOC no afecta ni la calidad ovocitaria, ni la
fertilizacion y desarrollo embrionario. Resultados similares fueron reportados en
un metanalisis, de 23 estudios prospectivos aleatorizados, publicado por
Griesinger en el 2007. Cabe senalar que la literatura publicada hasta el
momento, afirma que el disparo final con GnRH Ag. provoca un aumento de LH



endogena encargada de la maduracion final de los ovocitos, sin embargo su vida
media es mas corta por la induccion de luteodlisis temprana, misma que previene
el SHO pero a la vez disminuye las tasas de embarazo.
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Por esta razon no ha tenido la aceptacion ni difusion suficiente a nivel mundial.
Debido a que las tasas de implantacion y embarazo pueden verse afectadas por
multiples factores, éstos parametros no fueron evaluados en nuestro estudio.
Recientemente se estan implementando nuevas estrategias para conseguir éxito
en los ciclos disparados con agonistas de GnRH, entre las que se incluyen la
congelacion de embriones en estado de prontucleos (Manzanares 2010, Griesinger
2011) y el soporte lateo post transferencia con mayores dosis de progesterona.
Los mejores resultados se han obtenido con “la congelacion total y transferencia
embrionaria posterior”, reportandose tasas de embarazo similares a los ciclos con
disparo final con hCG. Daniel Bodri publicé en el 2009, un estudio realizado en
donadoras en los que se compararon 2077 ciclos disparados con hCG vs GnRH
Ag. No reportdé diferencias significativas en cuanto a la calidad ovocitaria,
embrionaria, tasa de embarazos ni nacidos vivos en receptoras de dichos
embriones, disminuyendo el riesgo de SHO en las donadoras.
En conclusion, a pesar de que el tamano de muestra de nuestro estudio es
pequena apoya a la evidencia existente que demuestra que los ciclos de EOC
disparados con GnRH Ag. no se ven afectados en el desarrollo ovocitario y
embrionario y si disminuye el riesgo de SHO. Por lo que debe considerarse como
alternativa en aquellas pacientes con riesgo de hiperestimulacion. Es importante
considerar que aunque en este estudio no se evalué la tasa de implantacion ni de
embarazo, de acuerdo a la literatura revisada, se obtienen mejores resultados al
NO transferir los embriones en fresco y esperar un ciclo posterior con preparacion
endometrial y transferencia de embriones congelados/ descongelados. Es
necesario elaborar un protocolo de investigacion con un tamano de muestra
mayor y en el que se incluyan tasas de implantacion y embarazo, para obtener
resultados de mayor peso estadistico.



ANEXOS:



Cuadro 1. Evaluacion de la expansion del complejo Cimulo-Corona-Ovocito y su
relacion con la madurez ovocitaria.

GRADO DE MADUREZ OVOCITARIA

-Cumulo y corona expandida
laxa, en ocasiones se observa un
corpusculo polar .

-Corresponde a un ovocito en
metafase II .

GRADO 1

-El cumulo y la corona se
encuentran en un estado
intermedio de compactacion
-Corresponde a un ovocito en
metafase I.

GRADO 2

-El cimulo y la corona se
encuentran muy compactos,
-Corresponde a ovocitos en
estado de vesicula germinal o
profase.

GRADO 3
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FIV
144h
120 h
4-5h 16-19h 24-26h 42 h 66-72h 90 h 114 h
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DO D1 \ D2 D3 D4 D5 D6 } \ D7 }
Transferencia embrionaria Intrauterino

FIGURA 1. Secuencia cronolégica de los eventos registrados en un procedimiento
de FIV o ICSI, en cuanto al desarrollo embrionario. Dia O (DO), aspiracion
folicular y fertilizacion; Dia 1 (D1) evaluacion de la fertilizacion y division
temprana; Dia 2 (D2) estadio de divisiébn embrionaria en 4 células; Dia 3 (D3)
estadio de division embrionaria en 8 células; Dia 4 (D4) estadio de morula; Dia 5
(DS) formacion de blastocisto temprano; Dia 6 (D6) blastocisto tardio; Dia 7 (D7)
eclosion del blastocisto que ocurre después de la TE.
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Cuadro 2. Caracteristicas morfologicas observadas durante la evaluacion de la

fertilizacion y desarrollo embrionario

CALIDAD EMBRIONARIA

Fertilizacion

Fragmentacion

Nucleacion de
blastomeras

Tamaino de
blastomeras

Normal (2/2)

cuerpo polar

Activacion

(1/1)

Retencién
Singamia

Grado de
Fragmentacion:

1 0%

% : L ;l

! \ y: .’. .'.

2. 5-10%

3. 15- 30%
4. 35-45%

I.- Asociada a 1
blastomera.

II. - Fragm. en
periferia.

III.- Fragm. +
blastomeras.

Mononucleadas.

Binucleadas.

Multinucleadas.

Simétrico.

o
( FF__,; )

\

Asimétrico.

Compactaciéon

Principios /compactacion.

Compactacion moderada
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Micronucleadas
IV.- Fragm. grandes, Compactactado.

Polispermia NO dif. fragmentos y
blastomeras + necrosis

Fragmentacion 5. =/>50%

"/




Cuadro 3.- Caracteristicas del grupo de estudio vs grupo control

Edad

No. De pacientes

No. De ciclos iniciados

No. Ciclos completos

Dosis total de rFSH

Dosis total de hMG

Dias de administracion de rFSH
No. De foliculos esperados
No. De foliculos recuperados
No. De ciclos con ICSI

No. Ovocitos maduros

No. Ovocitos fertilizados

No. De embriones grado | y Il
No. Embriones congelados
No. Embriones transferidos

Media * desv. estéandar
p<0.05

AGONISTA

30.55 + 3.14
1
11
9
1425.00 + 387.74
552.27 + 150.93
10.55 + 2.10
20.73 £ 9.40
16.91 + 6.02
10 (90.9 %)
9.1 +459
821" 3
478 + 1.99
445 + 389
220 + 0.87

HCG

30.36 +3.70
1
1
1"

1734.09 + 352 .47
538.64 + 185.98
9.55 +1.23
12.82 + 3.81
14.55 + 3.60
9 (81.8 %)
9.45+548
8.18 £2.25
3.82+204
1.82 + 1.64
2.82 +0.57

0.45

0.04
0.43
0.11
0.01
0.15
0.17
0.46
0.47
0.16
0.03
0.05

NS

NS
NS

NS
NS
NS
NS
NS

NS
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Grafico 1. Comparacion del nimero de ovocitos esperados y recuperados
Ambos grupos.

20,73

B GnRH Ag.
B hCG

No. Ovocitos esperados No. Ovocitos
recuperados

Grafico 2.- Comparacion del numero promedio de ovocitos maduros en ambos
grupos.

Calidad ovocitaria

9,7
9,65
9,6
9,55
9,5
9,45
9,4
9,35
9,3

9,67

E GnRH

H hCG

Ovocitos maduros (Mll)
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Grafico 3. Comparacion del nimero promedio de embriones de buena calidad en

En ambos grupos.

CALIDAD EMBRIONARIA

4,78

O B N W b U

Embriones Grado | yll

B GnRH Ag.
B hCG
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SUMMARY:

Assisted Reproduction is defined as the set of techniques in which gametes or embryos are
manipulated to complement sexual contact and thus to achieve fertilization, embryo splitting and
implantation. Techniques are divided into low, moderate and high complexity. Each has specific
indications and the acceptance is growing worldwide. Among the techniques of medium and high
complexity most commonly used include In Vitro Fertilization (IVF) and Intracytoplasmic Sperm
Injection (ICSI). It is necessary to program a cycle of controlled ovarian stimulation before, in order
to get a number from 6 to 10 mature oocytes and good quality. There is now a greater
understanding of the mechanisms involved in ovulation and endometrial cycle so that the results
have improved considerably.

It has a variety of medications that can be combined to optimize a cycle, among which include:
HMG, rFSH, LHR, and GnRH analogues among others. Ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS)
is a complication of variable degree occurs in controlled ovarian stimulation. In severe presentation
involves a significant increase in morbidity and rarely mortality. Patients at greatest risk are young,
thin, polycystic ovarian syndrome, hyperinsulinemic status, polycystic detected by ultrasound or
with a history of OHSS in previous cycles .There are several alternatives that can be taken when a
cycle is predicted an exaggerated response. These may include cancellation of the cycle, "Coasting"
and the use of GnRH agonists in the triggering. It is believed that the mechanism by which the
latter referred to treatment option prevents the development of this syndrome is by inducing an
increase in both endogenous LH and FSH which results in final oocyte maturation and subsequent
pituitary suppression with an early induction of apoptosis in the corpus luteum . There have been
numerous studies assessing the reduction of the presentation of OHSS and secondly; egg quality,
embryonic and pregnancy rate in patients with risk of developing OHSS and oocyte donors as
compared to groups patients triggered with hCG. In the majority concluded that there are not
significant differences in both groups in terms of oocyte quality / embryonic, but there is a higher
pregnancy rate of chemical and early abortions
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