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RESUMEN:

La Fertilizacion in Vitro (FIV) es el proceso mediante el cual, los gametos (6vulo y
espermatozoide) se combinan en un plato de Petri, con el fin de obtener una fecundacion y el
desarrollo del embrion. En la FIV, los espermatozoides son introducidos en cuanto se observa
la maduracion del ovocito. Estos son expuestos a los espermatozoides durante un promedio de
16 a 20 horas. La exposicion por largo tiempo del ovocito al espermatozoide puede limitar las
tasas de implantacion y embarazo. La coincubacion corta de gametos humanos ha demostrado
tener mejores resultados en cuanto a las tasas de implantaciéon y embarazo.

Objetivos. Evaluar la tasa de fertilizacion, implantacion y embarazo tras la coincubacion corta y
coincubacion larga de gametos humanos.

Material y Métodos. 284 pacientes que seguian tratamiento para FIV entre Enero del 2000 y
Diciembre del 2006. Las pacientes fueron divididas en Grupo A (N=225), con 3212 ovocitos
coincubados por un lapso de 2 horas. Grupo B (N=59), con 654 ovocitos incubados de manera
tradicional por 16 a 20 horas. Se realizé la observacion de 2PN en ambos grupos 18 horas
posterior a la coincubacion. Se determind fraccion B-hCG en suero al dia 10 y 12 posterior a la
transferencia y realizacion de USG transvaginal 15 dias posterior a la B-hCG.

Resultados: La calidad embrionaria resulta ser significativa, encontrando una mayor calidad en
el dia 3 en el grupo de coincubacién corta (p=.023). El porcentaje de sacos gestacionales
resultaron tener una diferencia significativa, asi como la tasa de implantacién, obteniendo un
valor de p< .0001 en ambos casos. La B-hCG presentan valores significativamente mayores en
el grupo A, con p= .001 y p< .001 respectivamente. La tasa de embarazo entre el grupo A
(110/225 = 48.9%) y grupo B (12/59 = 20.3%) resultd ser altamente significativa (p< .0001).
Conclusiones: El presente estudio demuestra que la exposicion corta de gametos humanos
incrementa significativamente las tasas de implantacion y embarazo en comparacion a la
exposicion larga. Aungue no existe diferencia en la tasa de fertilizacion, la calidad embrionaria

en la coincubacioén corta es significativamente mejor.



I. Introduccion:

Desde tiempos inmemoriales, la humanidad ha intentado modificar su potencial
reproductivo, teniendo un interés cientifico enfocado a la fertilidad y el
embarazo desde los tiempos de Aristoteles. Incluso, temas relacionados con la
fertilidad humana han existido desde tiempos biblicos y contintan vigentes a la

fecha teniendo un profundo impacto en la sociedad (1).

La infertilidad es una condicion comudn con implicaciones psicoldgicas,
econOmicas, demogréaficas y médicas importantes, y es definida como la
incapacidad de concebir después de 1 afio de practicar relaciones sexuales
con promedio de 2 a 3 veces por semana sin el uso de algin método
anticonceptivo. En general, la pareja normalmente fértil, posee solo un 20% de
probabilidad de lograr un embarazo por mes (2), obteniendo un porcentaje

anual de probabilidad de embarazo del 93%.

Diversos factores etioldgicos que incrementan el riesgo de infertilidad se han
investigado y los méas frecuentes son la edad, en donde la tasa reproductiva
disminuye mientras la edad aumenta (3); enfermedad pélvica inflamatoria,
donde existe riesgo de dafio u oclusion tubaria secundaria al proceso
infeccioso; factores de estilo de vida como el tabaquismo, el cual presenta un
riesgo relativo de 1.36 en riesgo de infertilidad (4); alcoholismo, afectando
principalmente al factor masculino; dieta y ejercicio extremo, en donde la
obesidad y la pérdida excesiva de tejido graso limitan la funcién hormonal

normal. Los factores ocupacionales y ambientales no han demostrado un peso



significativo en el area de la infertilidad pero aumentan de manera significativa
la tasa de abortos espontaneos en caso de exposicion a radiacion expedida por
equipos de video (5) y a la teratospermia presentada por individuos expuestos

a ciertos pesticidas, plomo y otros metales pesados (6).

La evaluacion diagnostica de la pareja infértil debe incluir factores masculino,
cervical, uterino o endometrial, tubario, endécrino y pélvico, los cuales son
estudiados con métodos radioldgicos, laparoscépicos y de laboratorio. Una vez
obtenido el diagnostico, se decide que tipo de asistencia en reproduccion es el
adecuado para cada pareja. Los diferentes métodos utilizados en estos casos
van desde la programacion de un coito de acuerdo al probable dia de

ovulacion, hasta complejos métodos de fertilizacion in Vitro.

Desde el primer reporte de un embarazo humano exitoso posterior a una
fertilizacion in Vitro (FIV) en 1978 (7), la FIV y las técnicas de reproduccion
asistida han alcanzado un puesto importante en el manejo clinico de la

infertilidad.

La Fertilizacién in Vitro (FIV) es el proceso mediante el cual, los gametos (6vulo
y espermatozoide) se combinan en un plato de Petri, bajo un medio ambiente
estéril, con temperatura y pH controlados, con el fin de obtener las
caracteristicas ideales y el medio propicio para la fecundacién y posteriormente

el desarrollo del embrién.



La tecnologia en reproduccion asistida es utilizada ampliamente, contando

cerca de 3 millones de nacimientos al afio (8). Con el empleo de estas técnicas,

la tasa de embarazos en la actualidad oscila entre el 20 a 25% por ciclo de

tratamiento, cifra que lleva a una tasa acumulativa posterior a 4 intentos del 50

a 60% (9).

El proceso a seguir en un ciclo de FIV consiste en diversos pasos, que son:

La hiperestimulacion ovarica controlada, la cual consiste en utilizar
medicamentos que logran el crecimiento y maduracion de multiples
foliculos ovaricos para obtener por medio de una captura ovular, la

mayor cantidad y calidad de évulos a fertilizar.

La captura ovular, que consiste en que, una vez que los foliculos
ovaricos se encuentran maduros, estos son aspirados por via vaginal

mediante una aguja y con seguimiento ultrasonografico.

La fertilizacion de gametos, los cuales se coincuban durante 2 horas
(coincubacion corta) o 16-18 horas (coincubacion larga) en platos de

petri y medio de cultivo.

La transferencia embrionaria, la cual se lleva a cabo a las 72 hrs
posterior a la fertilizacion y consiste en el deposito de los embriones

maduros (no mas de tres) a la cavidad endometrial a través del cervix



mediante un cateter. Es posible detectar un embarazo 10 dias después

de la transferencia embrionaria.

Los métodos comunes de FIV suelen emplear una incubacion prolongada de
ovulos y espermatozoides (16-20 horas). Durante los ultimos 20 afos, se ha
intentado mejorar la tasa de fertilizacion, implantacion y embarazo. En 1996,
Gianaroli, et. al., describié la incubacion corta de gametos, los cuales se
coincubaban por solo 2-4 horas. Los resultados presentados tuvieron un

aumento significativo en las tasas de fertilizacion e implantacion (10).

Il. Marco tedrico

[I.1 Conceptos béasicos

e Infertilidad: Es definida como el transcurso de un afio de relaciones
sexuales sin proteccion y sin lograr la concepcion. Aproximadamente
entre el 85y 90% de parejas jovenes saludables concebirdn en un lapso
de un afo, por lo que la infertilidad afectara al 10-15% restante.

e La fecundabilidad por ciclo es la probabilidad de que en un solo ciclo se
logre un embarazo y fecundidad es la probabilidad de que un solo ciclo

resulte en un nacimiento vivo.

Por el contrario de la percepcion popular, la incidencia general de la infertilidad
se ha mantenido relativamente sin cambio en las Ultimas 3 décadas,

alcanzando 10.2% en mujeres de 15 a 44 afios (11), aunque la evaluacion y el



tratamiento de la infertilidad haya cambiado dramaticamente en este mismo
lapso de tiempo. Tres puntos han afectado directamente este incremento. El
primero fue la introduccion de la fertilizacion in Vitro (FIV), el cual incrementa
marcadamente el prondstico para un numero importante de parejas infértiles,
especialmente para las parejas con factor tubario, en donde las salpinges se
encuentran con un dafio importante o con previa esterilizacion, o masculinos;
en donde los niveles de espermatozoides sanos para lograr una fertilizacion
normal no son o6ptimos. Segundo, y debido a la evolucion, las mujeres buscan
un embarazo a edades mas tardias cuando son biolégicamente menos fértiles.
Tercero, las parejas infértiles se encuentran mas interesadas en su fertilidad y
su relacion con su edad, por lo que buscan técnicas de reproduccion asistida

(TRA) mas pronto (11).

Las principales causas de infertilidad se pueden resumir en los siguientes

grupos:

e Anormalidades en la produccion de ovocitos maduros y sanos

e Alteraciones en la produccién espermatica

e Transporte alterado del 6vulo, espermatozoide o embridn

¢ Anormalidades en el proceso de implantacion

e Alteraciones inmunoldgicas o sisteméticas que alteren las anteriores

e |diopaticas
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Técnicas de reproduccion asistida y Fertilizacion in Vitro:

Historicamente, las técnicas de reproduccion han avanzado enormemente con
el paso del tiempo, siendo la mas antigua la inseminacion artificial heterdloga
realizada de forma empirica, pasando por la inseminacién artificial intrauterina
homologa hasta la fertilizacion in vitro  tradicional (FIV), transferencia
intratubaria de gametos, transferencia intratubaria de cigotos, hasta las
técnicas mas modernas como la inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) y el diagndstico de preimplantacion.

Las técnicas de reproduccion asistida (TRA) envuelven a todas las técnicas
que involucran la directa manipulacién de los ovocitos fuera del organismo,
siendo la mas comun la FIV. Estas nuevas técnicas han revolucionado tanto la
evaluacion como el tratamiento de la infertilidad. La FIV envuelve una
secuencia de pasos altamente coordinados iniciando con una hiperestimulacion
ovarica controlada con gonadotropinas exégenas, seguido de una captura
ovular desde los ovarios guiada por ultrasonido transvaginal, fertilizacién de los
gametos en laboratorio y la consecuente transferencia de embriones dentro de

la cavidad uterina y a través del cervix.

Indicaciones de la FIV

La FIV fue desarrollada inicialmente para pacientes con dafo tubario severo e

irreparable, pero es ahora aplicada a un campo mucho mayor en el tratamiento

de casi todas las causas de infertilidad. La enfermedad tubaria severa

secundaria a infecciones previas principalmente Chlamydia o Gonorrea y

11



grados avanzados de endometriosis y un factor masculino severo son las
indicaciones mas comunes. La FIV es también el mejor tratamiento para
parejas con multiples factores y para parejas con una infertilidad inexplicable.

El factor masculino aporta el 20% a las causas de infertilidad. Y es indicacion
de FIV cuando el niumero de espermatozoides obtenidos tras una eyaculacion
es menor a 13.5 millones de espermas/ml, menos de 32% de motilidad
progresiva o menos de un 9% de morfologia normal espermatica (Kruger) (13).

Otras indicaciones para FIV incluyen la falta de concepcion posterior a 4 ciclos
de inseminacion intrauterina con patologia detectada y corregida y falla ovarica

prematura acompafada de donacion de 6vulos.

Evaluacion de pacientes a someterse a FIV

Una vez obtenido un diagndstico, es necesario someter a la pareja inféertil a

diferentes estudios adicionales antes de iniciar el tratamiento.

e Reserva ovarica: La medicion de la Hormona Foliculo Estimulante
(FSH) en el dia 3 del ciclo nos da un valor prondstico, siendo esta
hormona inversamente proporcional a la respuesta ovarica.

e Factor masculino: El obtener una muestra de semen previo al
tratamiento es necesario para determinar que tipo de técnica utilizar en
el laboratorio (ICSI o FIV convencional). Asi mismo, se deben realizar
cultivos de liguido seminal para descartar algun proceso infeccioso y

dar el tratamiento antibi6tico indicado en su caso.

12



o Perfil de enfermedades infecciosas: VIH, hepatitis B y hepatitis C son
estudios recomendados previos al tratamiento para la proteccién del
equipo médico asi como del laboratorio, y mas importante aun, para el
producto derivado de la FIV.

e Prueba de histerometria previa a transferencia de embriones: Necesaria
para conocer la profundidad de la cavidad uterina y alcanzar una
transferencia lo menos traumética posible.

e Evaluacién uterina: Realizar una histerosalpingografia previa al
tratamiento es indispensable para conocer la cavidad uterina. Polipos o
fioromas submucosos pueden interferir con el resultado de la
implantacion y el desarrollo del embarazo, por lo que si se sospechara
la presencia estos, se debera realizar un histerosonograma o0 una

histeroscopia diagnostica y/u operatoria.

Hiperestimulacion ovarica controlada (HOC):

Numerosos regimenes se han descrito y van desde la no estimulacion (ciclo
natural), a la minima estimulacion (citrato de clomifeno), a la estimulacion
moderada (tratamiento secuencial con citrato de clomifeno y gonadotropinas
exdgenas en dosis pequefas), hasta una estimulacion agresiva (grandes dosis
de gonadotropinas exogenas solas, o0 en combinacién con agonistas o0
antagonistas de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH). Cada régimen
tiene sus ventajas, desventajas e indicaciones especificas. Sea el que sea el
régimen, la finalidad de la HOC es obtener la mayor cantidad con la mejor

calidad de ovocitos a capturar.
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La vigilancia del crecimiento folicular ovarico se realiza mediante ultrasonido
transvaginal y se realiza desde el inicio del ciclo (dia 1-2), hasta alcanzar el
diametro promedio en el cual llegan a su madurez (promedio 18 mm). El
seguimiento hormonal, principalmente de estradiol (E;) durante la HOC es
indispensable para valorar el crecimiento y maduracion folicular. Los niveles de
E, séricos son variables y se debe de correlacionar con el tamafio y nUmero de
foliculos observados por ultrasonido.

Una vez obteniendo la maduracion ovular requerida, se aplica una dosis de
hormona coridnica gonadotropica (hCG) para ayudar a completar la

maduracion folicular.

Captura ovular:

La captura ovular se realiza generalmente 36 horas posterior a la
administracion de la hCG. Esta captura ovular consiste en la aspiracion folicular
de los ovocitos mediante vision directa con ultrasonido transvaginal y una aguja
de 35 cm, la cual tiene una guia sobre el transductor vaginal del ultrasonido. Se
aspiran todos los foliculos desarrollados para posteriormente, pasar a la

identificaciéon y estadiaje de los ovocitos capturados.

Laboratorio de cultivo

Cerca del 30% de los ovocitos capturados pueden ser inmaduros al momento

de su captura, reflejando la variedad de tamafio entre foliculos estimulados al

momento de la administracion de la hCG.
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La maduracion del ovocito se puede determinar por la expansion de la masa
del cimulus y la corona radiada, el tamafio y la cohesion de las células de la
granulosa y el color y forma del ovocito. Una vez que el camulus es removido,
se evalla la presencia o ausencia del primer cuerpo polar y la vesicula

germinal, ambas estructuras indicativas de madurez (metafase ).

Generalmente, los ovocitos requieren de una pequeifia incubacion preliminar y
son inseminados a las 4 horas, en el caso donde se realicen coincubacion corta

y a las 16-18 horas, en el caso de la coincubacion larga.

La FIV convencional utiliza para la coincubacion de gametos entre 100,000 y
150,000 espermatozoides por mililitro de medio de cultivo. Esta cantidad de

espermatozoides se adecua a las caracteristicas de la muestra.

Una vez que se encuentran en contacto el espermatozoide y el ovocito por
medio de su zona pellcida, aparece la reaccién acrosomal, la cual es esencial
para permitir que el espermatozoide penetre la zona pellcida. Esta zona esta
constituida por glicoproteinas (ZP1, ZP2 y ZP3), las cuales inducen la reaccion
acrosomal y la secrecién de una proteasa llamada acrosina, la cual degrada las
glicoproteinas de la zona pelucida. El espermatozoide se abre paso a través de
la zona pelacida ayudado por la motilidad flagelar de su cola hasta fusionar su
membrana acrosomal interna con la capa de microvellosidades del ovocito y
posteriormente, se fusiona con la membrana plasmatica del mismo (14). Al
penetrar el espermatozoide al citoplasma del ovocito se reinicia la meiosis,

experimentando una reaccién cortical de despolarizacion de la membrana con

15



la posterior exocitosis de granulos corticales, generando asi un bloqueo

espermatico evitando la polispermia.

En este momento se inicia la evaluacion de los ovocitos fertilizados entre 16 y
18 horas postinseminacion. Posterior a la extrusion del segundo cuerpo polar y
del cambio de metafase Il a telofase II, los pronucleos migran hacia el centro
del ovocito para encontrarse. Los cromosomas de cada pronucleo se aparean y
fusionan, dando lugar al cigoto. Con la formacion de este cigoto se reestablece

la diploidia, el sexo genético y se marca el inicio del desarrollo embrionario.

Un ovocito fertilizado presenta por lo general 2 pronicleos, 2 cuerpos polares,
una forma esférica regular con un citoplasma homogéneo. La frecuencia de
cigotos polispérmicos es del 2% con ovocitos maduros y 30% con ovocitos

inmaduros.

Una vez obtenidos los embriones tras una fertilizacion exitosa, se procede a
evaluar durante las primeras 72 horas el desarrollo de cada uno de los
embriones y a seleccionar aquellos con alto potencial de desarrollo. Aquellos
embriones con una adecuada morfologia y un desarrollo cronologico adecuado,

presentaran una tasa de implantacion significativamente mayor.
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Transferencia de embriones (TE)

Aunque los embriones se han transferido desde la etapa de cigotos hasta
blastocistos, existe la tendencia de realiza la transferencia en el dia 3 posterior

a la captura ovocitaria y la fertilizacion.

Existen diversos sistemas para calificar a los embriones, pero en general la
morfologia se califica de manera similar en los diferentes grupos y esta debe
incluir el numero de células, la simetria y estado de las blastomeras, el
porcentaje de fragmentacién del citoplasma y la tasa de division celular. Un
embrion ideal en dia 3 debe incluir de 6 a 8 blastomeras de igual tamafio sin

fragmentacion citoplasmatica.

Una vez teniendo calificados a los embriones, se transferirdn aquellos con
mayor probabilidad de lograr un buen término. Debido al incremento en los
ultimos afos en los embarazos gemelares, triples y de alto orden fetal, se ha
propuesto la transferencia de no mas de tres embriones en mujeres mayores
de 40 afos, y de no mas de 2 embriones en mujeres menores a esta misma

edad (15).

17



I1.2 Antecedentes

El desarrollo de la fertilizacion in vitro (FIV) para el tratamiento de parejas
infértiles se ha enfocado en el establecimiento de condiciones adecuadas para

facilitar la interaccion del espermatozoide con el évulo.

Desde los inicios de la FIV, los cientificos han intentado mejorar dia a dia las
tasas de fertilizacion, de desarrollo embrionario, de implantacién y de embarazo
mediante diferentes técnicas, que van desde el desarrollo de nuevos
medicamentos para la hiperestimulacion ovarica controlada hasta técnicas de
laboratorio como son los diferentes medios y tiempos de cultivo. A partir de la
década de los 80’s se postuld la posibilidad de exponer a los ovocitos y los
espermatozoides a un tiempo reducido debido a existia la teoria de que los
radicales libres de oxigeno liberados por el exceso de espermatozoides en
periodo de apoptosis en el mismo medio de cultivo en el que se encontraba el

cigoto podria ser nocivo para la vida del mismo.

Aunque existen autores que demuestran que la coincubacién prolongada de
gametos incrementa las tasas de implantacion y embarazo (16), la gran
mayoria de los autores y expertos en el area exponen resultados en donde la
coincubacién corta de gametos (2 horas), realmente incrementan

significativamente las tasas de fertilizacion, implantacion y embarazo.

A diferencia de la teoria de los radicales libres de oxigeno, existe la teoria de

Dirnfeld et. al, la cual dicta que la coincubacién prolongada produce un

18



engrosamiento de la zona peldcida lo cual afecta principalmente el proceso de
implantacion, ya que al momento de la implantacién, debe de existir una
ruptura de esta zona liberando asi al blastocisto. Una zona pelicida engrosada
no permite la liberacion del blastocisto lo que resulta en una falla en el

mecanismo de implantacion (17).

[ll. Planteamiento del problema

Hoy en dia, las tasas de infertilidad tienden a ir en aumento. Gracias a la
aparicion de técnicas de reproduccion asistida y a la fertilizacién in vitro, se ha
intentado contrarrestar la tasa de fertilidad. Dentro de las mismas técnicas
modernas de reproduccién se busca de manera constante el obtener mejores
resultados tanto en calidad embrionaria como en las tasas de fertilizacion,
implantacion y embarazo. Es necesario implementar nuevas técnicas tanto en
la hiperestimulacion ovarica controlada para obtener mejores ovocitos como en
el laboratorio, donde como resultado, obtener mejores embriones para una

mayor tasa de implantacion, y como meta final, un embarazo.

IV. Justificacion.

Dentro de las técnicas de reproduccién asistida se implementan dia a dia
nuevas modalidades, tanto en la induccién del tratamiento como en el manejo
de los gametos humanos en laboratorio. Un nuevo método para lograr estas
metas es la coincubacion corta de gametos humanos, el cual ha demostrado en

diversos centros de reproduccion su eficacia para incrementar de manera
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significativa las tasas de implantacion y embarazo. El alto beneficio que ofrece
esta técnica nos obliga a implementarla, incrementando asi los indices de

embarazo resultantes de la fertilizacion in vitro.

V. Objetivos.

Evaluar la tasa de fertilizacion, implantacion y embarazo en un centro de
reproducciéon humana tras la coincubacion corta y coincubacién larga de

gametos humanos.

VI. Hipotesis.
Los embriones resultantes de gametos humanos coincubados durante 2 horas
(coincubacion corta), tienen una mayor tasa de fertilizacién, implantacion y

embarazo.

VII. Material y métodos.

Se seleccionaron un total de 284 pacientes que seguian tratamiento para FIV
entre Enero del 2000 y Diciembre del 2006. Las pacientes fueron divididas en
dos grupos de acuerdo al tiempo de incubacién de los gametos. Grupo A
(N=225), los gametos fueron coincubados por un lapso de 2 horas.
Posteriormente el cumulus fue removido y los évulos fueron colocados en un
plato de cultivo con medio de cultivo fresco. Grupo B (N=59), los gametos
fueron incubados de manera tradicional durante la noche por un tiempo de 16 a

20 hrs.
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Los ovocitos fueron calificados en cuanto a su madurez en la captura, y se
incubaron durante las 4 horas previas a la fertilizacion en medio P1 con 10% de
sustituto de suero sintético (SSS; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA). Los
espermatozoides fueron preparados por centrifugacion en gradiente de
densidad Isolate (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA). La fertilizacion se
realizé utilizando 150x10° espermatozoides moviles por plato en un volumen de
200uL, recubiertos por aceite mineral. En el grupo | (exposicion corta), 3212
ovocitos fueron retirados del medio de inseminacién tras una exposicion de 2
horas. Estos ovocitos fueron enjuagados cuidadosamente y posteriormente
cultivados en medio P1-SSS fresco. En el grupo Il (exposiciébn estandar) se
coincubaron 654 gametos durante el tiempo convencional de 18 horas. Se
realizd la observacion de 2PN en ambos grupos 18 horas posterior a la

exposicién de los ovocitos con los espermatozoides.

Después de realizar la calificacion de los cigotos, se procedié al cultivo
embrionario en microgotas de 40 uL con medio P1-SSS, colocando no mas de

tres embriones por microgota.

La transferencia de los embriones fue realizada a las 72 h de la captura con un

cateter de transferencia de Marrs (Cook Ob/Gyn, U.S.A)).
VII.1. Tipo de estudio
Estudio cuasiexperimental, de corte transversal, retrolectivo y analitico que

comprende 284 ciclos de fertilizacién in vitro.
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VII.2. Universo y muestra de estudio
Todas las pacientes sometidas a fertilizacion in vitro convencional en una
clinica de reproduccion asistida privada (Ginecologia y Reproduccion Humana)

de Enero del 2000 a Diciembre del 2006.

VII.3. Criterios de inclusion
Pacientes con diagnoéstico de infertilidad primaria 0 secundaria sometidas a

fertilizacion in vitro convencional

VIl.4. Variables

Dependientes: Tasa de fertilizacion, tasa de implantacion y tasa de embarazo.
Independientes: Coincubacién larga y coincubacion corta.

Co-variables: Edad materna, diagndstico primario, total de ovocitos capturados,
ovocitos inseminados, ovocitos fertilizados, tasa de fertilizacion, calificaciéon
embrionaria, nUmero de sacos gestacionales por ultrasonido endovaginal, tasa

de implantacion, tasa de embarazo.

VII.5. Andlisis estadistico

Se emple6 para el analisis estadistico el programa SPSS versién 10 para
Windows. Se utilizaron variables numéricas de tipo nominales y escalares.

Se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnof para determinar la normalidad de
la muestra. Las variables numéricas escalares se resumen con mediana e
intervalo intercuartilar [Md (25°-75°)]. Se define la mediana como el valor que

deja a cada lado la mitad de los valores de la muestra, el intervalo intercuartilar
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son los valores que se incluyen entre las percentilas especificadas. Las
variables nominales se resumen en frecuencias y porcentajes.

Se empled la prueba de U de Mann-Whitney para comparar las variables
numericas escalares. Se utilizo la prueba de Chi cuadrada de Pearson o exacta
de Fisher para las variables nominales.

Se considerd un nivel de significancia estadistica con un valor de p<0.05

VIII. Aspectos éticos

Se conservo en todo momento la confidencialidad de los pacientes, sin que el
investigador tuviera acceso a ellos. Se decidido el cambio en el tiempo de
incubacion de los gametos humanos, de acuerdo a resultados previamente
publicados por otros autores. Debido a que este estudio es cuasiexperimental y

retrolectivo, no existen implicaciones éticas.

IX. Resultados

Se revisaron 284 ciclos de fertilizacion in vitro comprendidos entre Enero del
2000 a Diciembre del 2006. Se dividieron en 2 grupos de acuerdo al tiempo de
coincubacién de los gametos humanos. El grupo A (n=225), correspondiente a
coincubacién corta (2 horas) y grupo B (n=59), coincubacion larga (16-18

horas).

La tabla 2 indica las caracteristicas generales de ambos grupos, demostrando

gue no existe diferencia entre las edades en ambos grupos. El numero total de

ovocitos capturados en ambos grupos son proporcionalmente parecidos

23



obteniendo un promedio de ovocitos capturados por ciclo de 14.7 y 11.7 en los

respectivos grupos.

En la tabla 2 se observa una proporcién no significativa entre los ovocitos
capturados, ovocitos inseminados y ovocitos fertilizados, obteniendo una tasa
de fertilizacion comparable (p=.22). La calidad embrionaria entre ambos grupos
resulta ser significativa, encontrando una mayor calidad en el dia 3 en el grupo
de coincubacién corta (p=.023). el porcentaje de sacos gestacionales por ciclo
observados por ultrasonido resultaron tener una diferencia altamente
significativa entre ambos grupos, asi como la tasa de implantacién, obteniendo
un valor de p< .0001 en ambos casos. Se midieron los niveles de fraccion (-
hCG en suero materno en los dias 10 y 12 posterior a la transferencia
embrionaria encontrando valores significativamente mayores en el grupo A, con
p= .001 y p< .001 respectivamente. La tasa de embarazo entre el grupo A
(110/225 = 48.9%) y grupo B (12/59 = 20.3%) result6 ser altamente significativa

(p< .0001).

X. Discusioén

Dentro de la fertilizaciéon in vitro convencional, los gametos humanos son
coincubados por 16-18 horas para dar el tiempo suficiente para obtener una
tasa de fertilizacion optima. Aunque existe un estudio que describe mejores
resultados en cuanto a tasa de embarazo a favor de la coincubacion larga (16),
el proceso de fertilizacién es generalmente completado dentro de las primeras

2 horas y la exposicidn prolongada de ovocitos a espermatozoides no es
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necesaria (18). De hecho, esta corta exposicion es suficiente para lograr tasas
de implantacion y embarazo aun mejores que la exposicion larga (Tabla 2).
Estos resultados concuerdan con observaciones realizadas por otros autores
(10, 18). Los efectos benéficos de la coincubacion corta pueden ser debido, por
un lado a la ausencia del exceso de espermatozoides muertos, lo que
disminuye la exposicion del cigoto a grandes concentraciones de radicales
libres de oxigeno en el medio de cultivo. Estos radicales libres producen un
endurecimiento de la zona pelucida lo cual reduce la expulsion del embrion a
través de esta y a su vez, una disminucion en su viabilidad y en su

implantacion.

Xl. Conclusiones

El presente estudio demuestra que la exposicidon corta de gametos humanos
incrementa  significativamente las tasas de implantacion y embarazo en
comparacion a la exposicion larga. Aunque no existe diferencia en la tasa de
fertilizacion, la calidad embrionaria en la coincubacion corta es

significativamente mejor.
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XIll. Tablas

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes en los grupos de estudio Ay B

Caracteristicas Grupo A Grupo B
(Incubacion corta) | (Incubacion larga)
n=225 n=59
Edad 31.5+6.7 346+4.6
Causas principales de infertilidad
(%)
28.4 27.1
Masculino 13.3 18.6
Endometriosis 3.1 8.5
Miomatosis 26.2 33.9
Factor Tuboperitoneal 4.4 0
Inmunolégico 16 0
Falla ovéarica prematura 3.6 0
Sx de ovario poliquistico 2.7 10.2
Esterilidad tubaria previa 2.2 1.7
Idiopética
No. Total de ovocitos 3298 692
Promedio de ovocitos por ciclo 147 +7.8 11.7+75
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Tabla 2. Tasas de fertilizacion, calidad embrionaria (dia 3), implantacion y
embarazo

Grupo A Grupo B Valor de P
g(‘)’gf)'tos capturados 3298 692 No valorable
gg&f)'tos inseminados 3212 654 No valorable
Ovocitos fertilizados
(total) 2338 429 No valorable
Tasa de fertilizacion 735 720 220
Calificacion de
embriones (dia 3) 4.0 3.6 023

0,

2‘?:"‘;‘;5 por USG (% 68+ .87 29+ .72 < 0001
;Z?a de implantacion 24.4 6.6 < 0001
B-hCG dia 10 post TE

(mU/ml) 112.8 24.7 .001
B-hCG dia 12 post TE

(mU/mi) 650.2 59.3 <.001
Tasa de embarazo 110 (48.9%) | 12 (20.3%) < .0001

Nota: B-hCG = fraccion beta de la hormona coridnica gonadotropica
TE = Transferencia embrionaria
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VII. Material y métodos.

Se seleccionaron un total de 284 pacientes que seguian tratamiento para FIV
entre Enero del 2000 y Diciembre del 2006. Las pacientes fueron divididas en
dos grupos de acuerdo al tiempo de incubacién de los gametos. Grupo A
(N=225), los gametos fueron coincubados por un lapso de 2 horas.
Posteriormente el cimulus fue removido y los 6vulos fueron colocados en un
plato de cultivo con medio de cultivo fresco. Grupo B (N=59), los gametos
fueron incubados de manera tradicional durante la noche por un tiempo de 16 a

20 hrs.

Los ovocitos fueron calificados en cuanto a su madurez en la captura, y se
incubaron durante las 4 horas previas a la fertilizacion en medio P1 con 10% de
sustituto de suero sintético (SSS; Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA). Los
espermatozoides fueron preparados por centrifugacion en gradiente de
densidad Isolate (Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA). La fertilizacion se
realizé utilizando 150x10° espermatozoides moéviles por plato en un volumen de
200uL, recubiertos por aceite mineral. En el grupo | (exposicion corta), 3212
ovocitos fueron retirados del medio de inseminacion tras una exposicion de 2
horas. Estos ovocitos fueron enjuagados cuidadosamente y posteriormente
cultivados en medio P1-SSS fresco. En el grupo Il (exposicion estandar) se
coincubaron 654 gametos durante el tiempo convencional de 18 horas. Se
realizd la observacion de 2PN en ambos grupos 18 horas posterior a la

exposicion de los ovocitos con los espermatozoides.
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Después de realizar la calificacion de los cigotos, se procedié al cultivo
embrionario en microgotas de 40 uL con medio P1-SSS, colocando no mas de

tres embriones por microgota.

La transferencia de los embriones fue realizada a las 72 h de la captura con un

cateter de transferencia de Marrs (Cook Ob/Gyn, U.S.A.).

VII.1. Tipo de estudio
Estudio cuasiexperimental, de corte transversal, retrolectivo y analitico que

comprende 284 ciclos de fertilizacién in vitro.

VII.2. Universo y muestra de estudio
Todas las pacientes sometidas a fertilizacion in vitro convencional en una
clinica de reproduccion asistida privada (Ginecologia y Reproduccion Humana)

de Enero del 2000 a Diciembre del 2006.

VII.3. Criterios de inclusion
Pacientes con diagnéstico de infertilidad primaria o secundaria sometidas a

fertilizacién in vitro convencional

VII.4. Variables

Dependientes: Tasa de fertilizacion, tasa de implantacion y tasa de embarazo.
Independientes: Coincubacion larga y coincubacién corta.

Co-variables: Edad materna, diagndstico primario, total de ovocitos capturados,

ovocitos inseminados, ovocitos fertilizados, tasa de fertilizacion, calificacion
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embrionaria, niumero de sacos gestacionales por ultrasonido endovaginal, tasa

de implantacion, tasa de embarazo.

VIIL.5. Andlisis estadistico

Se empled para el analisis estadistico el programa SPSS version 10 para
Windows. Se utilizaron variables numéricas de tipo nominales y escalares.

Se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnof para determinar la normalidad de
la muestra. Las variables numéricas escalares se resumen con mediana e
intervalo intercuartilar [Md (25°-75°)]. Se define la mediana como el valor que
deja a cada lado la mitad de los valores de la muestra, el intervalo intercuartilar
son los valores que se incluyen entre las percentilas especificadas. Las
variables nominales se resumen en frecuencias y porcentajes.

Se empled la prueba de U de Mann-Whitney para comparar las variables
numeéricas escalares. Se utilizé la prueba de Chi cuadrada de Pearson o exacta
de Fisher para las variables nominales.

Se consideré un nivel de significancia estadistica con un valor de p<0.05

VIIl. Aspectos éticos

Se conservé en todo momento la confidencialidad de los pacientes, sin que el
investigador tuviera acceso a ellos. Se decidi6 el cambio en el tiempo de
incubacion de los gametos humanos, de acuerdo a resultados previamente
publicados por otros autores. Debido a que este estudio es cuasiexperimental y

retrolectivo, no existen implicaciones éticas.
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