Universidad Nacional Autonoma de México
Facultad de Medicina

Instituto para el Estudio de la Concepcion Humana

)
Centrode Fertilidad

“ Tiempo optimo de ICSI en relacion a la aplicacion
de HGC e incubacion ovocitaria en los resultados
de Reproduccién Asistida ”

Tesis

Que para obtener el titulo en la Subespecialidad en Biologia de la
Reproduccion Humana

Presenta:
Dr. José Iram Obeso Montoya
Asesor:

Dr. Julio Cesar Rosales De Ledn

Monterrey, Nuevo Leén Julio 2018

1]


Margarita
Texto escrito a máquina
Facultad de Medicina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



8.
9.

. Indice

. Resumen

. Justificacion

. Marco Tedrico

. Planteamiento del Problema
. Hipotesis

. Objetivo General

Objetivos Especificos

Objetivos Secundarios

10. Material y métodos

- Poblacién y Muestra

- Criterios de Inclusién

- Criterios de Exclusion

- Criterios de Eliminacion

- Instrumentos y Procedimientos

11. Resultados

12. Discusioén

13. Conclusiones

14. Bibliografia

INDICE

Pagina

13
16
17
17
17
18
25
26
26
27
28
29
39
42

44




RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar el impacto del intervalo de tiempo entre la aplicacién de la hGC
y la realizacion de la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide en un

programa de reproduccién asistida en el Centro de Fertilidad IECH.

MATERIALES Y METODOS: Estudio observacional comparativo, ambispectivo. Se
analizaron 106 ciclos de estimulacién que ingresaron para ICSI de Septiembre 2008
a Diciembre 2009, en los cuales el intervalo de tiempo entre la aplicacion de hGCy
aspiracion folicular fue de 33hrs, se agruparon en 2 grupos, Grupo I: 35 - 37 hrs de
la aplicacion de hGC e ICSI 6 2 — 4 hrs de incubacion ovocitaria, Grupo II: 38 — 40

hrs de hGC 6 5 - 7 hrs de incubacién ovocitaria.

RESULTADOS: El promedio de edad de las pacientes fue de 35.5 + 4.4 afios,

sin diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de estudio. Se
aspiraron 921 o6vulos, obteniendo un 73% de madurez ovocitaria. Se realizo
inyeccion intracitoplasmatica a 173 évulos (52%) y a 162 (68%) en el grupo 1y I
respectivamente (p < 0.90). Sin diferencia significativa en la tasa de fertilizacion,
embarazo, implantacién y aborto entre los grupos. Se encontré una tasa mas alta
de embarazo e implantacion en el grupo Il donde el ICSI se realizé entre 38 a 40
hrs después de la aplicacién de hGC con menor tasa de aborto en ese mismo grupo
(p <0.29).

CONCLUSIONES: Se obtuvieron un buen porcentaje de 6vulos maduros (Mll) en el
intervalo de tiempo de 33hrs posterior a la aplicacién de hGC. En el Centro de
Fertilidad IECH, el tiempo 6ptimo de ICSI en relacion a la aplicacién de hGC es entre
38 a 40 hrs 6 incubacion ovocitaria entre 5 a 7 hrs, obteniendo mayor niamero de
embriones calidad A, mayor tasa de embarazo e implantacion.

PALABRAS CLAVE: Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, periodo de

incubacion ovocitaria, tasa de fertilizacion, implantacion y embarazo.
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JUSTIFICACION

Desde el nacimiento de Louise Brown en julio de 1978, la fertilizacion in vitro (FIV)
ha demostrado ser un tratamiento eficaz para la infertilidad, especialmente en
pacientes con alteracién del factor tubario, en los afios subsecuentes se empezé a
utilizar con éxito en las parejas con infertilidad inexplicable, factor masculino y
endometriosis. @)

Posteriormente los resultados en FIV empezaron a disminuir principalmente cuando
las caracteristicas del semen se encontraban alteradas en concentracion,
morfologia y motilidad resultando en 6vulos con fertilizacion disminuida y embriones
no disponibles para transferirse. A finales de 1980 se desarrollaron mdltiples
procedimientos de reproduccién asistida aplicados en aquellas parejas en las que
no respondian a fertilizacién convencional, en 1988 la técnica de ICSI (Inyeccién
Intracitoplasmatica del Espermatozoide) se empez06 a utilizar en gametos humanos.
En 1992 Palermo y cols en Bélgica publicaron el primer embarazo y nacimiento
obtenido después de ICSI el cual cambio draméticamente el manejo de la infertilidad
masculina, donde un espermatozoide es microinyectado en el interior del ovulo
después de sobrepasar la zona pelucida y la membrana del ovulo, los resultados
iniciales demostraron que el ICSI present6 tasas de fertilizacién y de implantacion
mayores, con mayor numero de embriones disponibles con caracteristicas optimas

para transferencia.




El uso de ICSI en los estados unidos ha aumentado dramaticamente desde 1995,
con un aumento proporcional en el diagnostico de la infertilidad del factor masculino,
esto sugiere que el procedimiento se utiliza para otras indicaciones con resultados

favorables.

El ICSI debe realizarse en cualquier momento entre las 35 a 45 horas posteriores a
la administracién de hGC, ya que la capacidad de desarrollo de los 6vulos disminuye
significativamente después de 55hrs de la aplicacion de hCG, lo cual sugiere que la

ventana optima de inseminacion es al menos 10 horas. ()

Dentro de los reportes mas recientes sobre el efecto del tiempo de
inseminacién/inyeccion han demostrado que la inyeccibn del esperma
inmediatamente después de la aspiracion (36hrs aproximadamente después de la
administracion de hCG) resulta en una baja tasa de implantacion con una pre
incubacion de al menos 2 hrs. Sin embargo la cuestién practica mas importante
sobre la ventana optima de la inseminacion / inyeccion, sigue sin respuesta. (s,13).

Actualmente existen diferentes opiniones respecto al tiempo de mantener en
incubacion a los évulos aspirados antes del ICSI, reportandose discrepancia en los

resultados reportados en multiples revisiones.




Dada la importancia que actualmente esta presentando el ICSI en nuestro medio,
decidimos analizar una de las pocas variables que pueden ser controladas en
cuestion de la ventana optima de inseminacion / inyeccion espermatica de acuerdo
al tiempo de aplicacion de hCG vy los resultados obtenidos considerando que el
momento de la inseminacién 6 inyeccién esperméatica es uno de los factores méas

importantes que determinan la fertilizacion, implantacion y viabilidad embrionaria.




MARCO TEORICO

Antes del advenimiento de las técnicas de micromanipulacién, el manejo del factor
masculino con alteraciones en los parametros seminales con baja o nula fertilizacion
tenian pocas alternativas de tratamiento, con la introduccion de la técnica de
inyeccion  intracitoplasmatica del  espermatozoide  (ICSI) aumentaron
considerablemente las tasas de fertilizacion.

La inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI) ha permitido resolver
problemas masculinos severos con excelentes resultados. Sin embargo, la difusion
de su técnica llevo a la aplicacion en casos donde no existe una indicacion clara,

desplazando muchas veces a la fertilizacion in vitro (FIV) sin suficientes argumentos.

(14,19)

La difusion y el dominio del ICSI y la idea de disminuir al maximo las fallas de
fecundacion por medio de la fertilizacion in vitro (FIV), muchos centros de fertilidad
han optado por considerar a la ICSI como la técnica de eleccion, incluso cuando no
existen indicaciones claras para su uso. Es importante considerar que, a pesar de
una década desde la introduccion de la técnica, todavia no existe informacion

suficiente que respalde su utilizacién en forma indiscriminada. (14,15




Varios grupos de investigacion contindan estudiando los efectos y las alteraciones
en ICSI, en relacion con los mecanismos fisiol6gicos de fecundaciéon humana y sus
posibles implicaciones.

El proceso de fecundacion en ICSI implica una serie de cambios en los mecanismos
fisioldgicos descritos in vivo e in vitro, que comienzan desde implicaciones técnicas
hasta la abreviacion de los pasos descritos en la interaccion de gametos y su
consecuencia en los eventos conducentes a la formacién de pronucleos. as)

La seleccion del espermatozoide es arbitraria y al azar, se basa fundamentalmente
en la observacion del movimiento y morfologia espermatica y no en su competencia
natural, el proceso de seleccion y captura del espermatozoide que sera inyectado
supone la exposicion a estimulos fisicos y quimicos no fisiolégicos, como el trauma
sobre el flagelo para su inmovilizacion, la luz del microscopio

y medios de cultivo especiales que frenan su movimiento. s

El ovocito antes de ser inyectado se somete a una manipulacién enzimatica y
mecanica para ser desprovisto de las células del camulo e identificar su estado de

madurez y la ubicacion del primer cuerpo polar.

Sin embargo, en ocasiones la manipulacién ovocitaria previa puede desplazar la
ubicacion original del cuerpo polar y alterar su relacion con el huso, haciendo que

esta precaucion no sea suficiente para evitar esta eventualidad.




Una vez que se selecciona el espermatozoide en la pipeta de microinyeccion es
colocado directamente en el interior del ovocito, atravesando en un solo paso las
capas celulares e introduciendo el espermatozoide integro, con el acrosoma y su
contenido intacto, esta maniobra de inyeccion sustituye los pasos descritos de
interaccion entre gametos, como reaccion acrosomica, union del espermatozoide a
la zona peldcida, penetracion e interaccion de membranas ovocitaria Yy
espermatica.as)

La activacién ovocitaria que se observa en ICSI, sugiere que ciertos componentes
esperméticos pueden desencadenarla, aun en ausencia de interacciones de
membrana. Sin embargo, existen diferencias en los eventos de activacion cuando
se comparan con los descritos en FIV. Una de ellas es el inicio de las oscilaciones
de calcio, retrasado de 30 minutos a varias horas. Este hallazgo es consistente
con la observacion de otros eventos como la emision del segundo cuerpo polar y
formacién pronuclear, variables entre 6vulos que son inyectados en momentos

similares. (4

La mayoria de las publicaciones hacen referencia al ICSI como un procedimiento
seguro, dicha afirmacion es apoyada por las altas tasas de fecundacién y embarazo
y en la incidencia de malformaciones congénitas mayores y menores comparables

a las obtenidas en FIV.




La principal indicacion del ICSI es la infertilidad masculina severa, debido a un
namero limitado de espermatozoides o de una gran proporcidén de espermatozoides
disfuncionales, actualmente se utiliza en multiples centros de fertilidad con mayor
namero de indicaciones. (s

Las principales indicaciones del ICSI son: < de 2 millones de espermatozoides
moviles por eyaculacion, anticuerpos antiespermatozoides, procedimientos previos
sin fertilizacién o falla en fertilizacion convencional, espermatozoides congelados o
limitados en el numero o calidad, recuperacion esperméatica por diferentes técnicas
(PESA, TESE, etc) en obstruccion del aparato reproductor masculino no susceptible
de reparacion, morfologia anormal > 95% vy defectos especificos de los
espermatozoides.s,s,19)

En la mayoria de los programas de FIV / ICSI en ciclos de hiperestimulacion ovarica
los 6vulos son aspirados 36 hrs después de la aplicacién de hGC, ya que en un ciclo
estimulado la ovulacion se produce 37 hrs después del aumento de hGC. (Edwards
and Steptoe 1975).

Considerando que el momento de activacion de los 6vulos después del ICSI esta
relativamente bien definido y se ha demostrado que inicia dentro de los 30 minutos
siguientes a la inyeccién del esperma, dicha activacion después de la fertilizacion
convencional no se puede estimar con precisién, debido a la variacion en las
propiedades de la muestra de esperma, las células de la corona, zona pelucida y

otros factores asociados. (11,12)
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J.Q. Huang y cols determinaron si la aspiracion de ovulos < 34 hrs 6 =2 35 hrs
después de la administracion de hGC reportaba diferencias en los resultados de
FIV, resultando con mayor porcentaje de évulos inmaduros si se aspiraban antes de
34hrs, e interesantemente encontraron mayor tasa de implantacioén en ese

mismo grupo, concluyendo que una recuperacion temprana puede resultar en

ovocitos de mejor calidad. as)

Existe un reporte donde los autores evaluaron el proceso de maduracién de los
ovocitos in vivo en el periodo que se extiende entre administracion de hGC vy la
recuperacion y en maduracion in vitro donde se los ovocitos se incuban hasta el
momento de la inseminacién/inyeccion , donde analizaron 227 ciclos agrupados de
acuerdo al tiempo de administracion de hGC e ICSI, no encontraron diferencias
entre los grupos de edad, FSH basal, protocolo de estimulacién (agonista vs
antagonista), niveles de estradiol, reportando que el tamafio de los foliculos fue
significativamente mas grande en el grupo con > 43 hrs de incubacion, no
encontraron diferencias en tasa de fertilizaciébn y embarazo clinico entre los grupos
de estudio, con menor fertilizacion en el grupo de > 43hrs, sin reportarse ningun
embarazo clinico en este grupo de incubacion, concluyendo que los resultados de
fertilizacion y embarazo no mostraron una correlacion importante entre el tiempo

de administracion de hGC e ICSl.a7)
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Dmitri D. y cols en Brasil realizaron un andlisis de 651 ciclos de ICSI, donde
demostraron que la capacidad de los 6vulos humanos para el desarrollo de
embriones viables aumentaba cuando se realizaba ICSI entre 37 a 39 horas
después de la aplicaciéon de hGC y concluyeron que la tasa de fertilizacion se
incrementaba significativamente con el tiempo transcurrido después de la aplicacion
de hGC, con una tasa baja de fertilizacion si se realiza antes de 37 horas , la tasa
de embarazo y embarazo clinico es mayor cuando se realiza entre 37 a 41 horas y
disminuye considerablemente cuando la inyeccion se realiza mas tarde. El
porcentaje de implantacion fue méas alto cuando se realizaba entre 37 a 39 horas.
La tasa de aborto fue similar entre los grupos, con mayor porcentaje cuando se
realizaba antes de 37 horas de la hGC. s

D. Telles Schneider y cols, reportaron que los évulos inyectados antes de las 38hrs
0 > de 43hrs después de la administracion de hCG reportaron disminucion
significativa de las tasas de fertilizacién y desarrollo de los embriones en pacientes
con factor masculino severo, sin embargo los 6vulos inyectados entre 38 y 42hrs
fertilizaban y desarrollaban embriones de buena calidad con tasas

significativamente mayores de fertilizacion. ¢

Yanagida y cols. reportaron una disminucion significativa de las tasas de embarazo
cuando la inyeccién de espermatozoides se realizaba 44 horas después de la
administracion de hCG, sin embargo los datos de superviviencia, de fertilizacién y

de embarazo fueron dificiles de interpretar. ()
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Otros estudios como el de Marleen Jacobs y cols, investigaron si el tiempo de
incubacion tiene algun efecto en la tasa de éxito de FIV e ICSI, analizaron 881ciclos
de FIV y 432 de ICSI, con un rango de tiempo de incubacion de 1 — 7 hrs en FIV y
0.5 — 8hrs en ICSI, sin encontrar diferencia significativa entre los intervalos de
tiempo y los resultados de los ciclos de FIV, ni en los ciclos de ICSI en lo que
respecta a fertilizacion, implantacion, embarazo en curso y aborto, concluyendo que
los resultados de FIV e ICSI son independientes del tiempo de incubacion con un

intervalo de tiempo optimo de 30 minutos a 6 horas. o)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe en la actualidad muy poca informacion sobre el tiempo 6ptimo de realizacion
de ICSly los resultados en la tasa de embarazo e implantacion, esto conlleva a que
se realice en algunos casos en cualquier intervalo de tiempo, generalmente
dependiente de la logistica y necesidades del laboratorio de gametos. Por lo cual
los resultados en los programas de reproduccion asistida sefialan que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los intervalos de tiempo de realizacion

de ICSI.

Es por ello que nos planteamos la siguiente premisa ¢, Tiene impacto el intervalo de
tiempo entre la aplicacion de hGC y la realizacion de ICSI en los resultados de

Reproduccién Asistida ?
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HIPOTESIS

El tiempo 6ptimo de ICSI después de la aplicacion de hCG es de 38 a 49 hrs con un
periodo de incubacion ovocitaria mayor a 5hrs en un programa de Reproduccion

Asistida.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del intervalo de tiempo entre la aplicacion de la hGC y la
realizacion de la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide en un

programa de reproduccion asistida en el Centro de Fertilidad IECH.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si los resultados de ICSI en los diferentes intervalos de tiempo
de aplicacién de hGC e incubacion ovocitaria se afectan en los ciclos con
factor masculino como factor principal de esterilidad.

Determinar si los resultados de ICSI en los diferentes intervalos de tiempo
de aplicacién de hGC e incubacién ovocitaria se afectan en los ciclos sin

factor masculino de esterilidad.

OBJETIVOS SECUNDARIOS
Comparar la tasa de fertilizacion, division celular, calidad embrionaria,

embarazo e implantacién entre los diferentes grupos de estudio.

Analizar la tasa de embarazo bioquimico, clinico, curso y aborto entre los

grupos de estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio

Estudio observacional comparativo, ambispectivo, fue evaluado y autorizado por el

comité de ética del Instituto para el estudio de la concepcién humana.

Protocolo de Estimulacién Ovérica

Las pacientes ingresaron a un programa de reproduccidén asistida con un
diagndstico de infertilidad cumpliendo todos los requisitos establecidos por el Centro
de Fertilidad, de acuerdo a su diagndstico y valoracion médica se establece su
protocolo de tratamiento para estimulacion.

Se utilizaron analogos de GnRH en protocolo de desensibilizacién con agonistas de
GnRH en fase lutea tardia (Acetato de Leuprolide 1mg/dia con reduccién de la dosis
a 0.5mg al inicio de la menstruacion) 6 Antagonistas (Cetrotide 6 Cetrorelix
0.25mgs) en esquema flexible. La estimulacién ovérica se realizdé con diferentes
esquemas a base de gonadotropinas recombinantes (FSHr, Gonal F® 6 Puregon®)
y menotropinas (HMG, Merapur o Merional®) a diferentes dosis (no mayores a 375
Ul/dia), se realiz6 ultrasonido transvaginal basal en dia 2 del ciclo para valorar inicio
de estimulacion, posteriormente se realizaron monitoreos foliculares para valorar
inicio de antagonista, crecimiento folicular y valorar ajuste de medicamento de

acuerdo a evolucion y niveles de estradiol.
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Se tomaron niveles séricos de estradiol basales y durante el ciclo de estimulacién
generalmente entre dia 9 u 11 del ciclo de acuerdo a crecimiento y desarrollo
folicular (Método ELFA por MiniVIDAS® bioMERIEUX). Cuando se encontraron al
menos 3 foliculos 217 mm se indicé la aplicacion intramuscular de la 10,000 Ul de
HCG (Choragon® Ferring o Pregnyl® Organon), posteriormente se realiz
aspiracion folicular a las 33hrs posteriores a la aplicacion de la HCG por medio de
ultrasonido transvaginal (Hitachi® EUB-405 plus 6 Digiprince DP-7700 con
transductor vaginal de 5 mHz).

Intervalo de tiempo (Timing)

Este intervalo se refiere al tiempo transcurrido entre la administracion de hCG, la
aspiracion folicular y la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI). Se
dividieron en 2 grupos, Grupo I: 35 - 37 hrs de hGC 6 2 — 4 hrs de incubacion
ovocitaria y Grupo Il: 38 — 40 hrs 6 5 — 7 hrs. El procedimiento de ICSI se realiz6 por
2 embriologos asi como el manejo, valoracion de 6vulos, analisis de fertilizacion y
calidad embrionaria. El tiempo promedio de inyeccién fue de 2 minutos por 6vulo
aproximadamente.

Laboratorio de Gametos

Lo 6vulos obtenidos fueron valorados, clasificados y denudados en el laboratorio de
gametos de reproduccion asistida bajo un microscopio de fase invertida (Nikon®).
Se clasificaron en vesiculas, Metafase | (MI), Metafase Il (MIl) y postmaduros,
posteriormente se mantuvieron en una incubadora al 6% de CO2 en aire a 37°

(Forma Scientific) por 4 horas.
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Muestra Espermatica

Se obtuvo la muestra de esperma mediante masturbacién en las instalaciones del
centro de fertilidad la cual fue identificada de acuerdo a los estandares y requisitos
ya establecidos por el Centro de Fertilidad.

Una vez obtenida la muestra espermética 2 horas posteriores a la aspiracioén ovular,
se procedio a realizar la capacitacion espermatica, por el método de gradientes de
densidad, el cual se describe a continuacion: En la valoracion inicial se observa:

volumen, viscosidad, y la presencia de gel.

Posteriormente se colocan en el portaobjetos 10 microlitros. Y se observa: motilidad,
existencia de bacterias, leucocitos o eritrocitos. Se realiza el conteo de
concentracion de espermas utilizando la caAmara de Neubauer, para esto se tifie con
azul de metileno. La dilucion depende de la concentracion de espermas. En un tubo
conico se deslizan 3 mililitros de medio de gradiente al 95% (G-mops 0.5ml + 9.5
ml Pure sperm) bafiando las paredes hasta el fondo. A continuacion se deposita 3
mililitros del gradiente al 50% (5ml G-mops + 5ml Pure sperm). El cual se deposita
de la misma manera que el anterior para evitar que se mezclen y se rompa la
interfase entre ellos (el volumen de los gradientes y del semen depende de la
concentracion y motilidad de la muestra, y puede variar de 0.5 a 1ml).
Posteriormente se deposita el mismo volumen de semen deslizandolo de igual

forma sobre la pared del tubo.
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Se centrifuga a 1900 rpm por 20 minutos y posteriormente, con una pipeta Pasteur
se recupera el sedimento, que seré lavado en otro tubo con medio de cultivo (2 ml
de G-mops suplementado 5% de suero sintético sustituto) entre 550 a 600 g por 5
a 10 minutos. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento con un
volumen de 1.0 ml de medio (G-mops suplementado al 5%). Se evalla de nuevo la
muestra y se realizé el informe final correspondiente. Se realiza un frotis de la
muestra capacitada y se tifie con la tincion dift-quick para posteriormente valorar la
morfologia estricta de kruger, en el objetivo de aceite de inmersiéon a 100 x, para

dar el reporte del porcentaje de formas normales con criterios estrictos.

Inyeccioén Intracitoplasmatica de Esperma (ICSI)
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Los Ovulos se colocan en gotas de N-2-hidroxietilpiperazina-N2-etanosulfénico
(HEPES) buffer fluido tubarico humano (HTF) medios de comunicacion.

Una alicuota de lavado de espermatozoides fue colocado en una gota central que
contiene tampon HEPES HTF medios de comunicacion con polivinilpirrolidona 5%.
Para la realizacion del ICSI con micromanipulador (Naris Hige®), los
espermatozoides se inmovilizan al tocar la cola con una pipeta de inyeccion y se
introducen en las gotas que contienen los 6vulos, posteriormente el esperma se
inyecta en el horario de las 3 en relacion al cuerpo polar. Después de la inyeccion,
los 6vulos son incubados en 1,0 ml de medio IVF (Vitrolife) con aceite en una

atmosfera de 6% de CO2 de aire a 37 °.

Fertilizacion
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Se verifica la fertilizacion entre 18 a 24 horas posteriores al ICSI, definiendo
fertilizacion por la presencia de dos pronucleos y dos cuerpos polares.

Se revisa el numero y tamafio de blastbmeras asi como el porcentaje de
fragmentacion clasificando los embriones de acuerdo a la clasificacion modificada
de Lucinda Veeck. Se agruparon de acuerdo a calidad embrionaria, Grupo A:
Embriones grado | y I, Grupo B: Embriones grado Il y IV.

Se llevo a cabo la transferencia embrionaria de acuerdo a desarrollo y evolucion
guiada por ultrasonido (Hitachi® EUB-405 plus con transductor abdominal 3.5 mHz)
en el dia 2, 3, 5 6 6 post aspiracion, se utilizan diferentes tipos de catéteres como

son: soft pass, fet set para realizar el procedimiento.
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A todas las pacientes se les administré6 suplementacion de fase ldtea a base de
progesterona en diferentes presentaciones (oral y/o vaginal, intramuscular) 400 mg
diarios que se inician el dia de la aspiracion folicular. A los 14 dias post-transferencia
se toma una determinacion cuantitativa de la sub-unidad beta de gonadotropina
coridnica (Método ELFA por MiniVIDAS®) en caso de resultar positiva, se continua
con la suplementacién de progesterona; si resulta negativa, se suspende toda

medicacion.

Se tomd como embarazo bioquimico como una determinacion positiva de HCG a
las 2 semanas pos-transferencia embrionaria, y embarazo clinico la presencia de
saco gestacional con frecuencia cardiaca fetal a las 6 semanas de gestacion y
embarazo normoevolutivo o en curso como saco gestacional con frecuencia

cardiaca a las 12 semanas de gestacion.
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POBLACION Y MUESTRA

Se realiz6 en los ciclos de ICSI realizados entre Septiembre del 2008 a Diciembre

del 2009 en el Centro de Fertilidad IECH.

GRUPOS DE ESTUDIO

De acuerdo al tiempo de aplicacién de hGC, incubacién de los 6vulos y la realizacion

de ICSI:

Grupo I: 35-37 hrs de hGC 6 2 — 4 hrs de incubacién ovocitaria.

Grupo ll: 38 —40 hrs de hGC 6 5 - 7 hrs de incubacion ovocitaria.
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CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes entre 18 a 40 afios de edad

Dosis de estimulacién no mayores a 375 Ul/dia

Obtencion de 3 6 méas 6vulos en la aspiracion.

Obtencién de la muestra por masturbacion

Ciclos con esperma homaologo.
Ciclos en fresco (no évulos o esperma congelado).

Que cumplan criterios de ICSI

Que cuenten con un espermograma o capacitacion espermatica previa.

1 o 2 ciclos previos de reproduccién asistida.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes mayores de 40 afios

Obtencion de 2 o 3 évulos.

Dosis mayor de estimulacion de 375 Ul/dia
Factor masculino severo y endometriosis severa
Obtencién de esperma por PESA o TESE.
Ciclos con donacién de esperma.

Fertilizacion convencional

Muestra espermatica congelada

Mas de 2 procedimientos previos de reproduccion asistida.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

- Que no se obtengan 6vulos en la aspiracion.

- No posible seguimiento para resultado final del ciclo de reproduccion asistida.
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INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS

1. Se elabord un formato para recoleccion de datos que correspondieron a las
variables de estudio obteniéndolas del expediente clinico, base de datos y
expediente de laboratorio los cuales fueron organizados en Microsoft office

Excel 2007.

2. El analisis estadistico se realizé por SPSS version 15.0, utilizando el analisis

estadistico requerido (Chi cuadrada, T de student y ANOVA).
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 106 pacientes que ingresaron a ICSI en el Centro de
Fertilidad IECH entre Septiembre del 2008 a Diciembre del 2009, la edad de las
pacientes fue de 27 a 41 afos con una media de 35.5 + 4.4 sin diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de estudio (Gl: 36.1 +4.5, Gll: 34.9 +
4.3, p < 0.19). Del total de los ciclos el 55% (n=58) correspondié al Grupo | y el 45%

(n=48) al Grupo II.

Se aspiraron 921 6vulos, de los cuales 497 correspondieron al grupo | obteniéndose
un 75% de madurez ovocitaria y 424 al grupo Il con 69% de madurez, se realizo
inyeccion intracitoplasmatica a 173 évulos (52%) y a 162 (68%) en el grupo 1y Il

respectivamente (p < 0.90).

Respecto a las caracteristicas de las variables de estudio, se encontrd que el factor
de esterilidad mas frecuente fue el masculino en el 53% (n=56) de los casos, siendo
una combinacion de diversos grados de  oligoastenoteratozoospermia el
diagnéstico mas comuan, endometriosis en el 12% (n=13) y factores mixtos
(masculino / endometriosis) en el 19% (n=20), sin encontrarse diferencia

significativa entre los grupos de estudio (p < 0.33). (Tabla 1)
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Tabla .1 Caracteristicas de los ciclos de ICSI en los grupos de estudio.

Grupos de Inyeccion Total
(n=106)

Edad

Ovulos aspirados
Ovulos maduros (%)
Ovulos Inyectados (%)
Factor masculino (%)
Endometriosis (%)
Mixto (FM [ Endom)

Otros factores

media D5, p<o.05.

Se realiz6 ICSI a 357 6vulos maduros entre las 35 a 37 hrs después de la aplicacion

de hGC y a 292 évulos 38 a 40 horas después (Grupo 1y Il respectivamente) (Fig.1)
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Grupos de Estudio
ICSI
n= 649
357
292
Grupo | Grupo Il

Fig.1 Namero de évulos a los que se les realizé ICSI por grupo de estudio.

Fertilizacién y Division Celular

No hay diferencia en la tasa de fertilizacion entre los intervalos de tiempo entre
aplicacion de hGC y la realizacion de ICSI, se obtuvo un 48 'y 49 % en el grupo |y
Il respectivamente, se reportd una division celular del 94% de los cuales se
transfirieron 205 embriones que corresponde al 69% de la division (Gl: 106, GlI: 99)

(Fig.2)
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M Grupo | M Grupo 9'!1%

48% 49%

Tasa de Fertilizacion Division Celular
(p< 0.95) (p< 0.99)

Fig.2 Resultados de tasa de fertilizacién y division celular en los grupos de estudio.

Se incrementa la calidad embrionaria al realizar ICSI de 38 a 40 hrs posteriores a la
aplicacién de hGC 6 5 — 7 hrs después de la incubacién ovocitaria obteniéndose un
77% de embriones calidad A (Grado | - II) y reportandose como dato relevante en
este mismo grupo un menor porcentaje de embriones calidad “B” (Grado Il -1V)

(Fig.3)
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Calidad Embrionaria

71% 77% mGrupo! mGrupo ll

Embriones" A"

(p< 0.24) Embriones" B "
(p< 0.75)

Fig. 3 Resultados de calidad embrionaria, “A” (Grado I-ll) “B” (Grado IlI-IV).

Tasa de Embarazo e Implantacién

Uno de los principales objetivos del estudio es la tasa de embarazo, lograndose una
diferencia importante entre los grupos, con una tasa del 35 % si el ICSI se realiza
38 — 40hrs después de la aplicacion de hGC 6 después de 5 — 7hrs de incubacién
ovocitaria (Grupo Il), disminuyendo a 26% si el ICSI se realiza antes de este tiempo
(p< 0.29), de igual forma se presenta en el embarazo clinico y en curso obteniendo
mayores resultados si se realiza ICSI después de las 38 hrs de la aplicacion de hGC

(p< 0.51,p< 0.45). (Fig.4)
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20%

10%

0%

Embarazo
Bioquimico (p<  Embarazo Clinico
0.29) (p< 0.51) Embarazo en Curso
(p< 0.45)

B Grupo| H Grupoll

Fig. 4 Porcentaje de embarazo bioquimico, clinico y en curso entre los grupos de estudio.

Se encontraron datos relevantes del estudio en la tasa de implantacion,
reportdndose una notable diferencia entre los grupos, con un 20% cuando la ICSI
serealiz6 5 - 7 hrs después de la incubacién ovocitaria 6 38 a 40 hrs de la aplicacion
de hGC y del 14 % cuando la ICSI se realiza de 2 — 4 hrs después (p< 0.36),

encontrandose un menor porcentaje de aborto en el grupo Il, sin diferencia en el

analisis estadistico (p< 0.69). (Fig.5)
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B Grupo| ® Grupoll

149
Tasa de A

Implantacion

<0.69
(p ) 20%

Fig.5 Resultados del anadlisis de tasa de implantacion entre los diferentes grupos.

Se analizaron las variables en los ciclos con factor masculino y endometriosis entre
los grupos de estudio, se obtuvieron menor porcentaje de embriones calidad “A” en
el grupo Il de los ciclos con factor masculino sin embargo la tasa de embarazo en
este grupo fue mas alta en relaciéon con el grupo |, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa en el tiempo de realizacién de ICSI y alteraciones en
estos factores, los resultados son similares a los analizados en forma general sin
considerar factores de esterilidad, encontrandose mejores resultados si la ICSI se
realiza de 38 a 40 hrs de la aplicacion de hGC 6 5 a 7 hrs de incubacion ovocitaria

en todas las variables estudiadas entre los dos grupos (Tabla 2,3,4).
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Tabla. 2 Resultados de ICS| de acuerdo al tiempo de aplicacion de hGCfincubacion
ovocitaria en pacientes con factor masculino.

Grupos de Inyeccion Total
(n=56)

Ovulos Inyectados (%)
Fertilizacion (%)

Division Celular (%)
Embriones Transferidos (%)
Embriones " A " (%)
Embriones “ B " (%)

Tasade Embarazo (%)
Tasa de Implantacion (%)

Tasade Aborto (%)

Tabla. 3 Resultados de ICSI de acuerdo al tiempo de aplicacion de hGC/incubacion
ovocitaria en pacientes con endometriosis.

Grupos de Inyeccion Total
GEE))

Ovulos Inyectados (%)
Fertilizacion (%)

Division Celular (% )
Embriones Transferidos (%)
Embriones " A" (%)
Embriones " B " (%)

Tasa de Embarazo (%)
Tasa de Implantacion (%)

Tasa de Aborto (%)
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Tabla 4 . Resultados de ICS| de acuerdo al tiempo de aplicacion de
hGCJincubacion ovocitaria por grupos de estudio.

Grupos de Estudio Total
(n=106)

Ovulos inyectados (%)
Fertilizacion ( %)

Division Celular (%)
Embriones transferidos
Embriones™ A " (%)
Embriones " B " (%)

Tasa de Embarazo (%6)
Tasa de Implantacion (%)

Tasa de Aborto (%)

p<o0.05
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Considerando que la aspiracion folicular se realiza a las 33 hrs después de la
aplicacion de hGC, podemos observar un buen porcentaje de 6vulos maduros (73
%), y buenos resultados en fertilizacion, embarazo e implantacion, se enlistan los

resultados generales en la siguiente tabla.

Total de Pacientes

Ovulos aspirados

Ovulos maduros (%)

Ovulos inmaduros MI, VG (%)

Ovulos Inyectados (%) 649 (97)
Fertilizacion (%) 314 (48)
Division Celular (%) 296(94)
Embriones Transferidos (%) 205(69)
Embriones " A" (%)

Embriones * B " (%)

Tasa de Embarazo (%)

Tasa de Implantacion (%)

Tasa de Aborto (%)
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DISCUSION

En la mayoria de los programas de reproduccion asistida tienen establecido un
intervalo de tiempo entre la aplicacion de hGC y la aspiracion ovocitaria
generalmente no mayor a 36 hrs, sin embargo en estos programas no existe un
tiempo (Timing) establecido de incubacién ovocitaria antes de realizar ICSI, existen
pocas publicaciones al respecto ya que las primeras investigaciones que se
realizaron fueron hace varios afios, concluian que no habia diferencia significativa

en los intervalos de tiempo entre la aplicacion de hGC e ICSI.

En el centro de fertilidad IECH el intervalo de tiempo entre la aplicacion de hGC y la
aspiracion folicular anteriormente era de 35 6 36 hrs obteniendo mayor numero de
ovulos postmaduros o con potencial de division y desarrollo disminuido, por lo cual
se decidio en septiembre del 2008 modificar este intervalo de tiempo a 33 hrs lo cual
dio la pauta para realizar este estudio.

Existe discrepancia en los resultados obtenidos en los diferentes estudios
reportados respecto al tiempo Optimo de realizar ICSI después de la aplicacién de

hGC y el tiempo ideal de incubacion ovocitaria.
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En relacion a la madurez ovocitaria J.Q. Huangis y colaboradores reportan que si la
aspiracion ovocitaria se realiza antes de las 34hrs de la aplicacion de hGC se
obtiene un mayor porcentaje de évulos inmaduros (22 %), pero con mayor tasa
general de implantacion comparado si se aspiran después de 35 hrs, de acuerdo a
nuestros resultados obtuvimos un 27% (n= 349) de évulos inmaduros con una tasa
de implantacion general del 16% considerando que los 6vulos son aspirados a las
33 horas después de la aplicacion de hGC lo cual nos indica que obtenemos mayor

porcentaje de ovulos inmaduros con buen porcentaje general de implantacion.

Uno de los reportes mas relacionados a nuestro estudio es el de Dmitrig Yy
colaboradores realizado en S&o Paolo Brasil donde analizan la capacidad de los
Ovulos para el desarrollo de embriones viables de acuerdo al tiempo entre la
aplicacion de hGC e ICSI obteniendo la tasa mas alta de fertilizacién si se realiza
después de 41 hrs, sin embargo en este grupo obtuvieron una menor tasa de
embarazo, embarazo clinico e implantacién, concluyendo que el intervalo de tiempo
de hGC e ICSI con mayor tasa de embarazo e implantaciébn asi como menor
porcentaje de aborto fue de 37 a 39hrs, en nuestros resultados obtuvimos datos
similares ya que los mejores resultados con mayor porcentaje de embriones “A”,
tasa de embarazo clinico y en curso se obtuvo en el grupo Il donde el ICSI se realizd
entre 38 — 40 hrs de aplicacion de hGC 6 5 - 7 hrs de incubacién ovocitaria,
encontrando una diferencia importante en la tasa de implantacion en este mismo

grupo de estudio.
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Al analizar los ciclos con factor masculino alterado y el impacto del tiempo al realizar
ICSI, encontramos mejores resultados en la tasa de embarazo e implantacion si se
realiza entre las 38 a 40 hrs después de la aplicacion de hGC al similar a los reportes
de D. Telles y colsi donde analiza las variables de estudio en pacientes con factor
masculino severo obteniendo una disminucion significativa de las tasas de
fertilizacion y desarrollo de embriones si se realiza ICSI antes de las 38 hrs de la

aplicacion de hGC.

Marleen Jacobs y colsuo), reportan como conclusién de su analisis respecto al
tiempo de incubacién ovocitaria e ICSI, que no hay diferencia estadisticamente
significativa en fertilizacion, implantacion y embarazo, de la misma forma obtenemos
resultados similares en nuestro estudio sin diferencia significativa pero con mayor
tendencia en los resultados obtenidos en el grupo 1l donde el ICSI se realiza entre
5 a 7 hrs después del periodo de incubacién ovocitaria 6 38 a 40 hrs después de la
aplicacion de hGC por lo cual es recomendable realizar ICSI entre este intervalo de
tiempo obteniendo mejores resultados sobre todo en el nimero de embriones de

mejor calidad, tasa de embarazo e implantacion.
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CONCLUSIONES

El principal objetivo de este estudio fue el evaluar los resultados y el impacto del
tiempo entre la aplicacion de hGC vy la realizacion de ICSI en ciclos con gametos

homologos un programa de reproduccion asistida.

Considerando que no hubo diferencia significativa en la edad entre los grupos de
estudio, se agruparon de acuerdo a los diferentes intervalos de tiempo entre la
aplicacion de hGC e ICSI, después de realizar el andlisis podemos concluir que no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en relacién a tasa de
fertilizacion, calidad embrionaria, tasa de embarazo, implantacién y aborto entre los
dos grupos de estudio, sin embargo es importante mencionar que se reporté una
diferencia importante en el grupo Il principalmente en la calidad embrionaria, tasa

de embarazo e implantacién, con un menor porcentaje de aborto en este mismo

grupo.

Al analizar por separado solamente los ciclos con factor masculino y endometriosis

los resultados fueron similares a los reportados de forma general.
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De acuerdo a los resultados y andlisis de este estudio concluimos que el tiempo
Optimo para realizar ICSI es entre 38 a 40 hrs después de la aplicacion de hGC y
un tiempo de incubacién ovocitaria entre 5 a 7 hrs, por lo cual es recomendable
establecer este intervalo de tiempo en el programa de reproduccién asistida del
centro de fertilidad IECH ya que de esta forma se obtienen los mejores resultados
en el numero de embriones de buena calidad, tasa de embarazo, embarazo clinico,
en curso e implantacién, tomando en cuenta que esta tendencia de mejores
resultados también se obtuvo en los ciclos con factor masculino alterado que es la

principal indicacion para realizar ICSI.

Ademas del interés cientifico de este hallazgo, existiran consecuencias en la
logistica del laboratorio de gametos ya que la significancia en el tiempo de inyeccién
intracitoplasmatica dentro de estos limites, puede llevar a un mayor grado de

eficacia y calidad en los resultados del laboratorio.
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