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1.0 JUSTIFICACION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define infertilidad como: “La
incapacidad de conseguir o completar un embarazo en parejas que llevan mas
de 12 meses manteniendo relaciones coitales frecuentes sin el uso de métodos
anticonceptivos”; afecta aproximadamente de un 10% a un 15% de las parejas

en edad fértil con una tendencia clara al aumento.

Una manera de abordar los problemas de infertilidad son el uso de
Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA); entre las cuales podemos encontrar
la inseminacion artificial (IA), la fecundacién in vitro (FIV) y la inyeccién
intracitoplasmética del espermatozoide (ICSI) encontrandose en esta ultima una
de las principales tareas del embridlogo, la de escoger los gametos y embriones
gue puedan dar el mejor resultado posible.

A principios del siglo XX, un embriélogo llamado E. B. Wilson sugirié que
“la embriogénesis comienza en la ovogénesis” y que el desarrollo del embrién
por tanto, depende en gran medida del proceso de generacion del ovocito. Aun
cuando el espermatozoide participa de manera esencial en la generacién del

nuevo individuo, el desarrollo del embrién depende principalmente del ovocito.*

Lo cual podemos observar en casos que por ICSI se consigue la
microinyeccion exitosa del espermatozoide en el citoplasma del ovocito,
restando asi la incapacidad del espermatozoide de penetrar al mismo y a pesar
de esto no se consigue la fertilizacion, pudiendo ser atribuible lo anterior a una
deficiencia en el factor activador del ovocito asociado al espermatozoide asi
como a problemas relacionados directamente en el ovocito.? En un estudio

realizado por Van Blerkom en 1990 se observé que el 13% de los ovocitos no
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fertilizados con el uso de Técnicas de reproduccion asistida, tenian alguna

anomalia morfolégica, probablemente incompatible con la fertilizacion.?

El gameto femenino juega un papel crucial en la fertilizacion y por lo tanto
en la determinacion de la competencia embrionaria y consecuentemente en los
resultados de fertilizacion in vitro (IVF). La calidad del ovocito esta no solo
influenciado por el genoma nuclear y mitocondrial, sino también por el
microambiente proporcionado por el ovario y el foliculo pre-ovulatorio que
influyen en la transcripcion y traduccion y como consecuencia en la madurez

citoplasmatica.* °

Se ha especulado que algunas irregularidades morfoldgicas, que pueden
ser facilmente evaluadas por microscopia, pueden reflejar una capacidad de
desarrollo comprometida de los ovocitos por lo que puede llegar a ser una

herramienta Util para elegir ovocitos competentes antes de la fecundacion.® ®
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2.0 MARCO TEORICO

La calidad de los ovocitos depende de criterios morfolégicos, celulares y
moleculares.> ® Sin embargo, este trabajo se centra en las caracteristicas
morfolégicas. Es importante distinguir los casos en los que los ovocitos
presentan solo una alteracién morfolégica, de los casos en que presentan varias

alteraciones morfolégicas.’

La maduracion nuclear no es suficiente para determinar la competencia
del ovocito. La maduracion nuclear y citoplasmatica deben estar completadas de
manera coordinada para asegurar las condiciones éptimas para la fertilizacion.
La perturbacion o asincronia de esos dos procesos puede resultar en diferentes

anomalias morfoldgicas en el ovocito.* ¢’

Para llevar a cabo la ICSI se realiza la decumulacién previa de los
ovocitos, que consiste en la eliminacién de las células del cumulus que los
rodean. Este proceso facilita la observacion de la morfologia citoplasmatica del
ovocito y su maduracién nuclear. En cambio, en la FIV convencional no se
decumulan los ovocitos y se consigue poca informacion acerca de la morfologia

ovocitaria.*

Se considera que un ovocito tiene buena calidad cuando esta maduro (en
MIl) y tiene una forma esférica perfecta, un citoplasma translicido sin
inclusiones. un espacio perivitelino pequefio y una zona pelacida clara e
incolora. En la ilustracion 1 se puede observar un ovocito maduro de buena

calidad.b* %8
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llustracién 1. Ovocito maduro (MIl)

Parametros evaluados en el estadio de ovocito

a) Alteraciones morfologicas citoplasmaticas:
* Agrupacion de organulos/granulosidad localizada en el centro del
ovocito.
» Agregacion de reticulo endoplasmatico liso (AREL).
* Vacuolas.

* Inclusiones citoplasméticas.

b) Alteraciones morfolégicas extracitoplasmaticas:
* Restos celulares en el espacio perivitelino.
» Anomalias de la zona pelucida.
» Espacio perivitelino aumentado.

* Alteraciones del primer corpusculo polar: fragmentacion y tamafio.

c) Complejo cimulo-corona radiata-oocito (COC). *°



RESULTADOS DE ICSI EN RELACION A LA CALIDAD OVOCITARIA

Las alteraciones morfolégicas del ovocito pueden ser extracitoplasmaticas
0 citoplasméticas. Las alteraciones extracitoplasmaticas  engloban
irregularidades de la zona pellcida, espacio perivitelino, forma del ovocito y del
primer corpisculo polar.® Las alteraciones citoplasmaticas engloban la
granulosidad, acumulos de Reticulo Endoplasmatico Liso (REL), presencia de

inclusiones citoplasmaticas y presencia de vacuolas.” °

La zona pellucida puede ser regular o irregular; delgada, gruesa o mixta;
redonda u oval; clara, oscura; o septada. Las alteraciones en la zona pellcida
estan relacionadas con anomalias en la estructura y la funcion del REL. Cuando
el REL es anormal puede secretar pocos 0 muchos precursores de la zona
pellcida al espacio perivitelino, lo que da lugar a una zona peldcida mas delgada
0 mas gruesa de lo normal respectivamente. También puede ocurrir que el REL
secrete precursores anormales de la zona pellcida, lo que puede dar lugar a

una zona pellicida mas densa de lo normal. "

La zona peltcida influye en la penetracién del espermatozoide.® La rotura
de la zona pellcida y la zona pellcida vacia son consideradas alteraciones
morfoldgicas drasticas y los ovocitos que las presentan no son aptos para la
ICSI. >°

En la ilustracibn 2 podemos observar algunas anomalias de la zona

peltcida.®
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llustracién 2. Zona pellcida septada (A), gruesa (B), oscura (C) y zona peldcida con forma no

circular

El espacio perivitelino puede ser mayor o menor de lo normal y puede
contener granulos. En la ilustracion 3 se puede observar un espacio perivitelino

aumentado y con granulos.®

llustracién 3. Espacio perivitelino aumentado y con presencia de granulos

La anchura del espacio perivitelino esta directamente relacionada con el
tamafio del primer corpusculo polar, con la presencia de granulos, con el tamafio

del ovocito y con la anchura de la zona peltcida.* °
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Los granulos presentes en el espacio perivitelino podrian proceder de la
fragmentacién del primer corpusculo polar, de una secreciéon anormal del REL,
de restos de zona pelucida, de una fragmentacion del citoplasma o de restos de
células foliculares, también podria ser una sefial de sobredosis de
gonadotropinas, ya que en un estudio se encontré que el porcentaje de ovocitos
con granulos en el espacio perivitelino era significativamente mayor cuando se
aplicaban altas dosis de HMG (gonadotropina menopausica humana) para la

estimulacion ovarica. "% **

La granulosidad del espacio perivitelino también podria ser un fenémeno
fisiol6gico relacionado con la maduracion del ovocito, ya que en un estudio se
mostré que la incidencia de granulos en el espacio perivitelino varia con la
maduracién de los ovocitos, encontrando granulos en el 34% de los ovocitos en
MIl, en el 4% de los ovocitos en Ml y en ninguna vesicula germinal. En ese
mismo estudio se mostrd que la granulosidad no estéa relacionada con la edad, la
concentracion de progesterona el dia de la administracion de la HCG
(Gonadotropina Coridnica Humana), el tiempo de incubacién de los ovocitos y la
respuesta a la estimulacion medida como el nivel de estradiol y el nimero de

ovocitos recuperados.” '

Algunos autores con modelos animales mencionan que el tamafio del
espacio perivitelino puede afectar la aproximaciéon de espermatozoide a la
membrana del ovocito; esto no supone un problema para los ovocitos que van a
ser sometidos a ICSI, sin embargo, si podria suponer un fallo en la fertilizacién

en FIV convencional.*®

El primer corpusculo polar puede tener una superficie lisa o rugosa; tener
forma redonda u ovoide; tener un tamafo grande o pequefio; y puede estar
intacto o fragmentado. En la ilustracibon 4 se pueden observar distintas

morfologias del primer corpusculo polar. ”°

1N
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llustracién 4. Corpuasculo polar grande (A), normal (B), pequefio (C) y fragmentado (D)

Se cree que el tamafo del corpusculo polar estd relacionado con
aneuploidias. También se pensé que la forma irregular o la fragmentacion del
primer corpusculo polar podrian estar relacionadas con aneuploidias, pero en un

estudio se demostr6 que no habia ninguna relacion.* " 4

Se ha sugerido que el primer corpusculo degenerado o grande podria

indicar alguna perturbacién en la maduracién del ovocito.*> *°

La morfologia del primer corpusculo polar indica la edad post-ovulatoria
del ovocito humano. La degeneracion del primer corplsculo polar muestra un

ovocito anciano.* ¢

Se encontrd relacion entre la fragmentacion del primer corpusculo polar y
el tiempo transcurrido entre la denudacién y la ICSI. Parece que la morfologia
del primer corpusculo polar cambia después de unas pocas horas en el cultivo in
vitro. Por tanto, la morfologia del primer corplsculo polar no sirve como un

marcador de confianza de la calidad ovocitaria y su competencia.’*

La extrusion del primer corpusculo polar indica el final de la maduracién
meidtica. En el peor de los casos, una maduracion nuclear sub éptima puede
llevar a un fracaso de la extrusion del primer corpusculo polar. ElI hecho de que
un ovocito madure rapido antes de su aspiracion y quede detenido mucho
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tiempo en este estado antes de la fertilizacion podria contribuir a la
degeneracion del corpusculo. La estimulacion ovarica puede resultar en una
recuperaciéon de ovocitos en MIl con duracion variable en la maduracion nuclear

y por ello se pueden encontrar corpisculos polares diferentes.* *

En cuanto a la forma del ovocito, este puede tener un tamafio normal,
aumentado o disminuido; o puede tener una membrana regular o irregular. La
membrana irregular y la fragmentacion estan asociadas a la degeneracion del

ovocito.’

Anormalidades en el tamafio se asocian con aneuploidias. Los embriones
que proceden de ovocitos gigantes dan lugar mas facilmente a triploides.
Aunque la aparicion de estos es relativamente rara después de la estimulacion
ovarica, su uso es potencialmente peligroso, ya que son cromosOmicamente
anormales pero pueden tener un “cleavage” normal y un desarrollo normal hasta
blastocisto. La transferencia de estos embriones aumenta la probabilidad de

aborto.> 1718

La forma ovoide del ovocito se relaciona con retrasos en los parametros
in vitro. La causa de las anomalias citoplasmaticas es probablemente
multifactorial, las vacuolas son un tipo de inclusiones citoplasmaticas rodeadas
de membrana y llenas de fluido. Pueden variar en nimero y tamafio y pueden
estar presentes en el ovocito desde el principio o pueden aparecer mas tarde,

debido a la manipulacién de los ovocitos en el laboratorio. * **

La presencia de vacuolas podria deberse a una endocitosis incontrolable
o a la fusibn de vesiculas preexistentes producidas por el reticulo
endoplasmatico liso o el Aparato de Golgi, que en condiciones normales saldrian
por exocitosis. Algunos autores consideran que las vacuolas son una sefal de

severa degeneracion.® *°

10
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El REL es un tipo de inclusién citoplasmatica con tamafio similar al de un
pronucleo y forma ligeramente eliptica. Consiste en una acumulacién masiva de
saculos de reticulo endoplasmatico liso y podria ser una consecuencia de la
estimulacidn ovérica, ya que no se observa en vesiculas germinales procedentes

de ovarios no estimulados.® ®

En la ilustracion 5 se pueden observar vacuolas y REL.°

llustracién 5. Vacuolas y REL

La granulacion citoplasmética consiste en un area grande y oscura en el
citoplasma. Puede ser homogénea, ocupando todo el citoplasma o central, con
un borde claro facilmente distinguible. Ademés la granulosidad puede ser ligera
0 severa. La severidad de la granulosidad se basa en el diametro y la
profundidad de la lesion. La granulosidad citoplasmatica de un ovocito puede ser

una sefial de inmadurez citoplasmatica.® * %

No se sabe qué factores son responsables de granulosidad
citoplasmatica, una razén podrian ser las anomalias cromosOmicas. En un
estudio se encontr6 una tasa de aneuploidia del 52% en embriones procedentes
de ovocitos con granulosidad central severa. Sin embargo, esa alta tasa de

aneuploidia podria ser debida a la morfologia ovocitaria, a la avanzada edad de

19
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la mujer o a la infertilidad severa masculina, ya que en otros estudios (Van esa
tasa es del 15-20%.% *?°

En la ilustracién 6 se puede observar un ovocito con granulacién central.?

llustracién 6. Ovocito con granulacion central

Las inclusiones citoplasméticas son pequefias areas de necrosis. Pueden
incluir cuerpos refringentes, compuestos por lipidos y granulos densos que
pueden estar agrupados o aislados, o cuerpos picnéticos no refringentes que
suelen aparecer en forma de herradura. En la ilustracion 7 se pueden observar

inclusiones citoplasmaticas.’

llustracién 7. Inclusiones citoplasmaticas: cuerpos picnéticos (CP), cuerpos necréticos (CN) y

cuerpos refringentes aislados (I).
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Existen varios estudios acerca del efecto de la calidad ovocitaria sobre el
resultado de la ICSI en algunos se encuentra relacion entre la morfologia del
ovocito y el resultado de la ICSI y en otros no, por tanto es un tema

controvertido.t % & 71321

Factores que afectan a la calidad ovocitaria y a la respuesta ovarica en
general.

La calidad ovocitaria puede verse afectada negativamente por varios
factores, como la edad avanzada de la mujer, la elevada concentracién de FSH
basal, el tabaco, el tipo de estimulacién ovarica, el intervalo de tiempo entre la
inyeccion de la HMG vy la puncién, el nivel de estradiol, la puncién folicular, el
cultivo in vitro y la manipulacion en el laboratorio. La calidad ovocitaria también

puede estar determinada por factores genéticos.*® 2% %

Efecto de la estimulacién ovéarica

La estimulacién ovarica se emplea en las Técnicas de Reproduccion
Asistida para estimular el crecimiento de varios foliculos y asi poder obtener el
mayor numero de ovocitos de alta calidad que sea posible. En los protocolos de
estimulacién ovarica controlada, el primer aumento de los niveles de estradiol
puede llevar a una oleada de LH muy temprana, llevando a un fin prematuro del
ciclo. Para evitar esto, se realiza una supresion de la hipofisis utilizando

agonistas o antagonistas de la GnRH.** %

La FSH tiene un papel muy importante en el desarrollo folicular. Su papel
principal es la seleccion de un foliculo dominante pre ovulatorio a partir de un
foliculo antral. Sin embargo, las etapas tempranas del desarrollo folicular son

relativamente independientes de las gonadotropinas. Se podria esperar que los
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elevados niveles de FSH que se alcanzan debido a los tratamientos de
estimulacién ovarica provoquen un agotamiento de la cohorte de foliculos

porque estimule a crecer los foliculos que estaban en reposo.*! 24

Sin embargo, si la cohorte de foliculos antrales ya ha sido seleccionado
independientemente de las gonadotropinas, la cantidad de FSH podria afectar
solo al desarrollo de los foliculos preovulatorios que vienen de la cohorte de
foliculos antrales, que de otra manera podrian haber entrado en atresia debido a
la seleccion del foliculo dominante. Si esto es asi, el incremento de la FSH
durante la fase lutea tardia podria no afectar al nUumero de ovocitos de la
cohorte. Como resultado, los ciclos repetidos no deberian afectar a la reserva
ovarica. Sin embargo, si el aumento de la FSH aumenta el nimero de foliculos
reclutados dentro de la cohorte, el tratamiento podria incrementar la deplecién
de la cohorte de foliculos estimulando el resto de foliculos a crecer. Esto podria
resultar en una disminucion del numero de ovocitos disponibles y podria afectar

a la reserva ovarica en repetidos ciclos.'! 2°

El final del desarrollo folicular esta marcado por el efecto de la LH a mitad
de ciclo, que surge por la administracion exdgena de HCG. La LH induce la
ruptura de la pared del foliculo, desencadena la conversion de foliculo a cuerpo
lGteo y provoca cambios en el ovocito y las células del camulus. La LH hace que
se reanude la meiosis, haciendo que el ovocito progrese desde vesicula
germinal a Ml y, posteriormente, lo detiene en MIl. El citoplasma también esta
influenciado por la oleada de LH, teniendo lugar una serie de cambios que son

criticos para que tenga lugar la fertilizacién normal.

La hormona clave en el desarrollo folicular es la FSH, mientras que se
requieren cantidades muy pequeiias de LH en los distintos estadios del
desarrollo folicular. Niveles excesivos de LH en la fase folicular pueden tener

efectos adversos sobre la fertilizacion, implantacién, tasa de embarazo,

12
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desarrollo embrionario temprano y calidad ovocitaria. Ademas pueden aumentar
la incidencia de aborto. Debido al temor al efecto adverso de la LH en la fase
folicular, se hicieron estudios comparando el efecto de la estimulaciéon ovarica
con HMG (que contiene FSH y LH) y FSH sola (ya sea purificada o
recombinante) sobre la calidad ovocitaria. Algunos estudios no encuentran
diferencias significativas entre el uso de HMG o FSH sobre la calidad ovocitaria
y el niumero de ovocitos maduros. En cambio, otros estudios observan mayor
namero de ovocitos morfoldégicamente normales y mayor niamero de ovocitos
maduros en las pacientes estimuladas con FSH purificada, comparado con las
estimuladas con HMG. '+ %123

A diferencia de lo que ocurre en el proceso in vivo, en el cual la
maduracién del ovocito ocurre como resultado de una seleccion natural larga y
meticulosa, la estimulacion ovarica suprime esta seleccion y esto podria resultar
en la maduracion de ovocitos anormales que de otra manera hubieran entrado

en atresia. De esta manera la calidad ovocitaria podria verse comprometida.?® 2’

Al aumentar la edad de la mujer, disminuira el nimero de ovocitos
recuperados y aumenta la dosis de gonadotropinas requerida. Esto se debe a
gue el envejecimiento ovarico estd asociado con una reduccion de la reserva
folicular y con una aceleracioén de la atresia que lleva a la recuperacion de menor

nimero de ovocitos.!t' %!

17
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El proceso de maduracién ovocitaria incluye cambios tanto a nivel
citoplasmatico como nuclear que no siempre son sincrénicos. Ovocitos con
maduracién nuclear en metafase |l pueden presentar deficiencias en su
maduracién citoplasmatica que comprometerian el adecuado desarrollo del
embridn. La calidad ovocitaria no esta influenciada Unicamente por los genomas
nuclear y mitocondrial, sino también por el microambiente procedente del ovario
y el foliculo preovulatorio que influye en los procesos de transcripcion y

traduccion, y como consecuencia en la madurez citoplasmatica.> ** %

Entre un 60% y un 70% de los ovocitos recogidos en los ciclos de
estimulaciéon ovarica exhiben una o mas caracteristicas morfolégicas

anormales.>®> %

La revisidn bibliografica nos muestra que el ovocito maduro puede
presentar alteraciones morfolégicas o dismorfismos que nos permitirian realizar

una valoracién morfoldgica.
El objetivo del presente estudio es valorar la utilidad de la calidad

ovocitaria como herramienta predictiva para la formacion de blastocisto y por

consecuencia su impacto reproductivo.

10
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4.0 HIPOTESIS

La calidad ovocitaria 6ptima genera una mayor recuperacion de
blastocisto y a su vez mejores resultados reproductivos al utilizar ICSI en el
Centro de Fertilidad IECH Monterrey.

5.0 OBJETIVOS
5.1 PRINCIPAL
Conocer la diferencia de recuperacion de blastocisto asi como los
resultados reproductivos con ICSI segun la calidad 6ptima o sub 6ptima
ovocitaria del centro fertilidad IECH Monterrey
5.2 SECUNDARIOS
» Determinar el comportamiento de las variables clinicas y demograficas
de las pacientes.

» Determinar la relacion de calidad ovocitaria cuando esta presente el factor

masculino.

10
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional, retrospectivo y comparativo.

6.2 POBLACION Y MUESTRA

El presente estudio incluye todos los 6vulos tratados en el centro de
reproduccién asistida IECH Monterrey clasificados como 6ptimos y sub 6ptimos
a los cuales se les realizo ICSI y se siguieron hasta etapa de blastocisto en el
periodo comprendido de enero del 2009 a diciembre del 2016.

Se recolectaron datos de 341 pacientes quienes estuvieron sometidas a
un tratamiento de ICSI en el periodo comprendido de enero de 2009 a diciembre
del 2016 y se dividieron los 6vulos en dos grupos; un grupo de 6vulos éptimos
gue comprende 6vulos grado 1y 2, y el otro grupo de 6vulos sub optimos esta
constituido por los 6vulos grado 3y 4.
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7.0 CRITERIOS DE SELECCION

7.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes que hayan participado en TRA (FIV/ICSI) en el Centro de
Fertilidad IECH Monterrey en el periodo comprendido de enero de 2009 a
diciembre del 2016

« Ovulos que hayan sido clasificados

7.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

* Ciclos con 6vulos vitrificados

* Ciclos cancelados

7.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

« Paciente en quien no es posible clasificar los évulos
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8.0 INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS

La puncion folicular se realiza el dia 13 o 14 del ciclo, 34 horas después
de la administracion de la hCG.

La recuperaciéon de los ovocitos se lleva a cabo en quiréfano mediante
puncion transvaginal guiada por ecografia con sedacién previa de la paciente. El
ecografo lleva acoplada una aguja conectada a un sistema de aspiracién que
punciona el foliculo y aspira el liquido folicular donde se encuentra el ovocito.
Los tubos con el liquido folicular se vacian en placas en una campana de flujo

laminar con superficie calefactada a 37°C, situada en el laboratorio.

Para realizar la técnica de ICSI se siguen los protocolos establecidos en
el laboratorio de embriologia de la Unidad de Reproduccion Asistida. En la
campana de flujo laminar se examina el liquido folicular procedente de la
puncién con microscopio y se recogen los ovocitos. Estos se pasan a un medio
de cultivo y se mantienen en una incubadora a 37°C y con una atmosfera de 6%
de CO2. Posteriormente, se decumulan utilizando hialuronidasa y se valora su
morfologia clasificAndose en évulos grado 1, 2, 3y 4 y colocandose en distintos

pozos de cultivo para poder valorar de manera individual su evolucion.

La fertilizacion se realiza por ICSI y aproximadamente 17 horas después
se valora la fertilizacion. Los ovocitos que han sido fertilizados correctamente

presentan dos pronucleos y dos corpusculos polares.

Posteriormente, los ovocitos fertilizados se mantienen en una incubadora
a 37°C y con una atmosfera de 6% de CO2 y se observa cémo va variando su
morfologia todos los dias hasta el momento de la formacion de blastocisto.
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9.0 RESULTADOS

Se estudié una muestra de 341 mujeres sometidas a tratamientos de
reproduccién asistida que inicialmente se dividieron en dos grupos, mujeres
mayores de 35 afios (n=182) con una media de edad de 39.68, £2.92 y mujeres
menores de 35 afos (n=159) con una media de edad de 29.76+3.96 (P=
<0.001).

Se realizé un rastreo de las caracteristicas de ambos grupos en donde se
observaron diferencias en cuanto a la cantidad de 6vulos aspirados (M 9.57,
1+5.35, P=<0.001) y el numero de ovocitos en metafase Il (M 7.56, +4.08,
P=<0.001) con una media mayor para el grupo de menores de 35 afios (TABLA
1). No obstante, se observa una correlacion esperada entre el nimero de
foliculos y las variables anteriormente mencionadas, refiriendo que la mayor

parte de los foliculos estimulados alcanzan un estadio de desarrollo adecuado.

Tabla 1. Demografia

<35 afios >35 afios
N,% N,% P val oD
182 (53.4%) 159 (46.6%)
Media, DE Media, DE p val t-test
No. Ovocitos aspirados 11.94 +6.09 9.57 +5.35 <0.001 -3.789
No. Ovocitos en 9.87 +4.76 7.56 +£4.08 <0.001 -4.789

metafase |l

Al comparar las medias de la clasificacion de calidad ovocitaria se pudo
constatar que no existieron diferencias entre los grupos en cuanto a la cantidad
de ovocitos clasificados como grado 1 (G1) (M 0.8, £1.33, P=0.063), G2 (M
2.52, 2.4, P=0.957), G3 (M 2.96, +2.59, P=0.696) o G4 (M 0.02, +0.18,
P=0.183) (M 0.8, £1.33, P=0.008). No obstante, se observé una mayor cantidad
de ovocitos grado 1 llegar al dia 5 en el grupo de mujeres menores a 35 afios (M
0.57 +1, P=0.01) (Tabla 2).
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Se realiz6 una re-clasificacion de los ovocitos de G1 y G2 como Optimos,

y los G3 y G4 como Suboptimos y como se observa en las siguientes figuras, no

existieron diferencias en la cantidad de ovocitos 6ptimos o suboptimos entre

grupos. Pese a esto, existid una correlacion entre la cantidad de ovocitos G2 vy

no para G1 con la cantidad de ovocitos 6ptimos asi como una correlacion entre

ovocitos G3 y ovocitos suboptimos, lo que sugiere que estos son los principales

componentes de cada uno de los grupos.

L

Numero de ovocitos 6ptimos

t{-0.871}, P=0.384
°% B <35
s 3 Ed=35

Imagen 1.

EDAD

No se observan diferencias en la distribucién de ovocitos 6ptimos por grupo de edad.
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Numero de ovocitos suboptimos

107

<35

EDAD

t{-0.588), P= 0.577
B <35
Ed-35

Imagen 2. No se observan diferencias en la distribucién de ovocitos suboptimos por grupo de

edad.

Los resultados de las comparaciones arrojaron que no existié diferencia

en el niumero de embriones transferidos entre grupos con una media de 1.49

+0.86 para el grupo de menores de 35 afios y de 1.54 1 para el grupo de

mayores de 35 afos (P=0.600).
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N
L

° . e o o0

° So s ° ° ° %0 °® s 1{0.524}, P= 0.600
B <35

B335

Numero de embriones transferidos
"

EDAD

Imagen 3. No existieron diferencias en la distribucién de nimero de embriones transferidos por grupo de
edad.

Adicionalmente, se dividié la muestra en dos grupos a partir del resultado
en la prueba inmunoldgica de embarazo (PIE), donde se encontr6 que 147
pacientes tuvieron prueba positiva con una media para la edad de 34.4+ .50,
estadisticamente diferente de la media para edad de las 156 pacientes con
resultado negativo M35.8+5.77, p=0.041, (Tabla 4).

De manera interesante, aquellas pacientes con resultado positivo tuvieron
una mayor cantidad de ovocitos atrésicos (M2.61+0.41, P= 0.029), que aquellas
pacientes con resultado negativos. También se observé una diferencia en la
media de embriones transferidos, donde las pacientes con resultado positivo
recibieron menos embriones (M1.01+0.08, P=<0.001) versus una media de
1.87+.6 para las pacientes con resultado negativo.



RESULTADOS DE ICSI EN RELACION A LA CALIDAD OVOCITARIA

N
L

Numero de embriones transferidos
)

Negativo

Imagen 4. Se observa una diferencia en la media de embriones transferidos, con una

Prueba de embarazo

disminucién para el grupo de PIE positivo.

Tabla 2. Porcentaje de
recuperacion de Blastocisto

% de Blastocisto
Dia 3
G1
G2
G3
Dia 5
G1
G2
G3

PIE Positivo
Media, DE

93.56 £16.04
74.75 £28.21
74.51 £30.9

50 +30.2
57.34 £28.5
51.79 £28.15

Positivo

Negativo
Media, DE

94.77 £13.74
83.5 +23.32
83.33£24.42

33.33 £27.35
62.54 £32.5
37.59 £17.32

p.val

0.662
0.019
0.166

0.201
0.425
0.044

t.test

-0.438
-2.358
-1.4

-0.801
2.077

t{-8.825}, P=<0.001
EI Negativo
E Positivo

Se observan diferencias en la media de recuperacion de blastocisto solo

para ovocitos transferidos el dia 3 e inicialmente clasificados como G2, asi

como para aquellos transferidos el dia 5 inicialmente clasificados como G3.
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Se compararon las medias de numero de ovocitos G1, G2 Y G3 entre
grupos de PIE positivo, y PIE negativo, sin embargo, no se observaron

diferencias al realizar dicha comparacion.

Tabla 3. Clasificacion
de calidad Ovocitaria

PIE Positivo Negativo
Media, DE Media, DE p.val t.test
Grado | 0.99 +0.11 0.99 +1.59 0.996 -0.005
D+1 0.88 +0.1 0.87 £1.44 0.936 0.081
D+2 0.87 £0.1 0.85 +1.43 0.906 0.119
D+3 0.5 +0.08 0.39 +0.84 0.264 1.119
Grado Il 2.5+0.18 2.57 £2.39 0.779 -0.281
D+1 1.68 +0.14 1.71 £1.67 0.873 -0.16
D+2 1.54 +0.14 1.53 £1.56 0.949 0.064
D+3 0.6 £0.08 0.49 +0.98 0.341 0.954
Grado IlI 3.07 +0.21 2.96 +2.69 0.709 0.373
D+1 1.22 +0.15 1.01 £1.55 0.256 1.138
D+2 1.03 +0.13 0.79 £1.22 0.143 1.468
D+3 0.33 £0.07 0.19 +0.68 0.109 1.609

Posteriormente, se realizé una prueba de razén de probabilidades a
manera de determinar la cantidad de células en diferente estadio o clasificacion
necesarias para aumentar la posibilidad de obtener un resultado positivo en la
PIE. Inicialmente, se logré determinar que la mayor proporcion de embarazos
ocurrié con una cantidad de 10-20 foliculos con pico en 20 (12.5%, p=0.1793,
ODD 1.9643 IC 0.2049 - 1.2652), 9-21 ovocitos con pico en 10 (14.29%,
p=0.0966, ODD 1.9444 IC 0.2432 - 1.0877) y una cantidad de 10-20 ovocitos en
metafase 2 con pico en 10 (12.93%, p=0.0131, ODD 3.0748 IC 0.1324 - 0.7987).

La cantidad de 6vulos y évulos en metafase 2 correlacion6 con la cantidad de

ovocitos inyectados.

Asi mismo, se determiné que la cantidad de ovocitos mayormente
asociada a un aumento en la incidencia de embarazo fue de 1 (10.88%,
p=0.8499, ODD 1.1481 IC 0.4141 - 1.8319), 2 (15.65%, p=0.9999, ODD 0.9719
IC 0.555 - 1.9074), y 3 6vulos G1 (8.84%, p=0.3773, ODD 1.5846 IC 0.2614 -
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1.5239) y 2 6vulos G2 (25.17%, p=0.2678, ODD 1.4127 IC 0.4104 - 1.2211),
ambos grados considerados como “Optimo”. Mientras que posterior a la
fertilizacion y durante el desarrollo se observé mayor tendencia a producir
embarazo si de estos embriones provenientes de G1 y G 2 llegaban 4 (4.76%,
p=0.3669, ODD 1.9 IC 0.1508 - 1.8365) y 6 (2.72%, p=0.2025, ODD 4.3357 IC
0.0255 - 2.0875) a dia 3 respectivamente. Misma tendencia que se observo si al
menos 2 (12.24%, p=0.4549, ODD 1.4153 IC 0.3378 - 1.478) y (12.33%,
p=0.111, ODD 2.0531 IC 0.217 - 1.0935) de cada uno de los grados logro llegar
al dia 5 o blastocisto.

.| o]

) 0.64

"1 Tlizs
— | 136
it
g5 PIE
C>) Negativo
S 4 Positivo
o 3.85

)

16.03
1

0 5 10 15
%

Imagen 5. Incidencia de embarazo para la cantidad de ovocitos en G1.
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Imagen 6. Incidencia de embarazo para la cantidad de ovocitos en G2.

Se realizaron las mismas observaciones en cuanto a évulos clasificados
como subodptimos, referentes a que la incidencia de embarazo fue mayor al
recuperar 3 (17.69%, p=0.7685, ODD 0.9025 IC 0.6196 - 1.9819) y 4 ovocitos
G3 (18.37%, p=0.1073, ODD 1.725 IC 0.3043 - 1.1045), y se observé mayor
probabilidad de embarazo al recuperar al menos 11 ovocitos G3 (1.36%,
p=0.6129, ODD 2.1379 IC 0.042 - 5.2132), y 2 G4 (1.36%, p=0.6129, ODD
2.1379 IC 0.042 - 5.2132). Se observé también que la probabilidad de generar
embarazo fue mayor si por lo menos 5 llegan a dia 3 (2.72%, p=0.2025, ODD
4.3357 IC 0.0255 - 2.0875) y 1 a dia 5 (10.88%, p=0.0875, ODD 2.2595 IC
0.1835 - 1.0678).
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Imagen 7. Incidencia de embarazo para la cantidad de ovocitos en G3.

La mayor incidencia de embarazo se observo entre las pacientes de 36-
40 afos representando el 32.65% donde 1 de cada 1.3 (IC 0.69 - 1.22) resulto
positivo, aun con menor incidencia, la probabilidad de embarazo es mejor en
pacientes de 26 a 30 afios con 1 de cada 1.06 (IC 0.61 - 1.32) (Tabla 4).
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Tabla 4. PIE

PIE Positivo Negativo
Transferencia N, % N, % p.val oD
TD+3 75 (48.08%) 18 (12.33%) <0.001 0.1519
TD+5 80 (51.28%) 60 (41.1%) 0.084 0.6628
Transferencia por Grupos
de Edad para dia 5
<25 16 (59.26%) 2 (40%) 0.6313 2.1818
26-30 3 (30%) 0 (0%) 0.2105 --
31-35 19 (48.72%) 8 (40%) 0.5889 1.425
36-40 14 (32.56%) 5 (12.82%) 0.0398 3.2828
>40 8 (38.1%) 3 (15%) 0.1589 3.4872
PIE y grupos de Edad
<25 21 (14.29%) 14 (8.97%) 0.1555 1.6905
26-30 19 (12.93%) 16 (10.26%) 0.4787 1.2988
31-35 37 (25.17%) 33 (21.15%) 0.4169 1.2537
36-40 48 (32.65%) 63 (40.38%) 0.1896 0.7157
>40 22 (14.97%) 30 (19.23%) 0.3622 0.7392

Los factores masculinos no estuvieron relacionados al éxito del embarazo.
Sin embargo se observo que el procedimiento de obtencion de la muestra estuvo
relacionado a la incidencia de embarazo. La obtencién por medio de eyaculacién
provoca 1 de cada 6.34 (IC 0.92 - 1.84) embarazos (79.59%, p=0.1257, ODD
0.6112 IC 0.8887 - 3.0121), sin embargo se observd una importante posibilidad
de generar embarazo al utilizar semen congelado (4.08%, p=0.061, ODD 6.5532
IC 0.0181 - 1.2832) y en cuanto a muestras por biopsia, la muestra obtenida por
TESE tiene una mejor probabilidad de éxito (11.56%, p=0.2338, ODD 1.7119 IC
0.2639 - 1.2932) que aquella obtenida por PESE (Tabla 5).
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Tabla 5. Factores
Masculinos

Factor Masculino

Positivo
Método de obtencion de
muestra.

Eyaculado fresco
Semen congelado
homdlogo

PESE

TESE

Heterolégos
F. Masculino en Grupos
de Edad

<25
26-30
31-35
36-40
>40

PIE Positivo
N, %

119 (76.77%)

134 (86.45%)

1 (0.65%)
1 (0.65%)
11 (7.1%)
8 (5.16%)

9 (90%)
9 (75%)
8 (50%)

6 (26.09%)

5 (41.67%)

Negativo
N, %

110 (74.83%)

117 (79.59%)

6 (4.08%)
0 (0%)
17 (11.56%)
7 (4.76%)

12 (48%)
10 (43.48%)
29 (54.72%)
42 (47.73%)
17 (42.5%)

p.val
0.7881

0.1257

0.061
0.9999
0.2338
0.9999

0.028
0.1516
0.7811
0.0967
0.9999

100

n
o

Negativo

Prueba de embarazo

Positivo

oD
0.8994

0.6112

6.5532

1.7119
0.9188

9.75
3.9
0.8276
0.3866
0.9664

Factor Masculino;
=0.788

Negativo
Positivo

Imagen 8. Se determind que el factor masculino no influy6 en el desenlace positivo o negativo

para embarazo.
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Imagen 9. Relacién de densidad de eventos. Se observé que existe una mayor densidad de
eventos para altos porcentajes de recuperacion de blastocisto en G2, aunque fue mayor para G1
cuanto mas cercano a 100, para la transferencia en dia 3.
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Imagen 10. Relacién de densidad de eventos. Se observd una mayor densidad de eventos para
elevados porcentajes de recuperacion de blastocisto en G2, para el dia 5 de transferencia.

Por ultimo, se determind la cantidad de ovocitos por grado (G#) y grupo
de edad necesarios para generar un embarazo (Tabla 6). Para el grupo de 25
afnos se necesitan 4 ovocitos G1 para obtener 2.4 (IC 0.69 - 6.8) embriones para
generar un embarazo, asi mismo, 4 ovocitos G2 para obtener 2.12 (IC 1.23 -
3.44) embriones y una cantidad de 7 ovocitos G3 para obtener 2.38 (IC 0.39 -
11.93) embriones.

Tabla 5 Produccion de Ovocitos

PIE .
Positivo Negativo
Grupos de p.
Edad G1 G2 G3 OPTIMOS SUBOPTIMOS val
25 afios o

menos 2.82, £1.59 3,%1.78 4.42,42.35 4.22,+2.37 4.52,+2.39 0.624
26 a 30 afios 2.33,+1.29 2.86,+1.51 4.1,+2.99 3.76, +1.57 4.38, £3.13 0.433
3la37afios 2.35,+1.32* 3.13,%2.01 3.54,+2.19 3.96, +2.57 3.57,+2.21 0.074

38 0 mas afios 2.2,¥1.37 3.35,%2.35 3.85 +2.52* 3.91,+2.6 3.87,+2.51 0.993
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Para el grupo de edad de 26-30 afios se determind una cantidad
necesaria de 2 ovocitos G1 para obtener 1.76 (IC 0.91 - 2.92) embriones, y 3
ovocitos G3 para obtener 1.9 (IC 1.08 - 3.17) embriones. EIl grupo de edad de
31-35 afos requiere de 4 ovocitos G1 para obtener 2.89 (IC 0.93 - 6.73)
embriones que generen embarazo, sin embargo, necesitan la cantidad de 7
ovocitos G3 para obtener 1.34 (IC 0.34 - 4.29) embriones.

El grupo de edad de 36-40 afos requiere de 4 ovocitos G1 pero 8
ovocitos G3 para generar una cantidad de 1.45 (IC 0.46 - 3.2) y 1.87 (IC 0.25 -
8.98) embriones respectivamente. Y similarmente, mujeres en el grupo de edad
de mayores de 40 requieren 3 ovocitos G1 y 7 G3 para obtener 1.69 (IC 0.81 -
2.83) y 1.99 (IC 0.56 - 4) embriones que generen embarazo.

A pesar de existir diferencias en la cantidad de ovocitos aspirados y en
metafase Il entre mujeres mayores y menores de 35 afios, estos no fueron de
mejor o peor calidad segun la clasificacibn empleada. A pesar de esto, la
cantidad de ovocitos de cada uno de los grupos necesaria para generar un
embarazo si registro diferencias entre grupos de edad, ya que se observa
conforme esta aumenta, se requiere de un mayor numero de ovocitos de
cualquier calidad para asegurar que el embarazo resultara positivo,
especialmente se requieren una gran cantidad de ovocitos grado 3 en mujeres
por arriba de 30 afos para generar embarazo. Por otro lado, el factor masculino
no parece afectar los resultados reproductivos, de todas las técnicas de
obtencién el semen congelado fue el que mayormente se vio relacionado a un
embarazo positivo. La edad de la mujer juega un factor importante ya que la
probabilidad de embarazarse fue mas alta en aquellas mujeres de 26-30 afios.
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Tabla 6 .

Grupo de
edad
# Ovocitos
Recuperados
<25 afios
G1 4
G2* 4
G3 7
G4 --
26-30 afos
Gl
G2
G3
G4 --
31-35 afios
Gl 4
G2 6
G3 7
G4 --
36-40 afos
Gl 4
G2 3
G3 8
G4 --
>40 afios
G1 3
G2
G3

G4 -

oD

4.5

7.3529

3.3333

3.1944

5.2727

10

2.6

1.6

1.666

1.781

3.5556

3.8182

PP

33.33

22.73

25

21.74
23.08
15.38

62.5

40

16.67

NP

90

96.15

90.91

92
90.91
96.67

85.71

80

88.89

83.33

70.83

80

88.89

95.45

LK

2.4 (IC 0.69 - 6.8)
2.12 (IC 1.23 -
3.44)
2.38(IC 0.39 -
11.93)

1.76 (IC 0.91 -
2.92)

1.47 (IC 0.6 - 2.52)
1.9 (IC 1.08 - 3.17)

2.89 (IC 0.93 -
6.73)
1.94 (IC 0.48 -
5.03)
1.34 (IC 0.34 -
4.29)

1.45 (IC 0.46 - 3.2)
1.82(IC 0.77 -
2.19)

1.87 (IC 0.25 -
8.98)

1.69 (IC 0.81 -
2.83)
2.02 (IC 0.76 -
4.93)

1.99 (IC 0.56 - 4)

%

Blastocisto

61.5

70.98

33.93

556.3
41.79
45.57

77.91

83.48

43.52

49.31

32.02

43

41.67

60.13
32.52
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10.0 DISCUSION

A lo largo del tiempo se ha hecho énfasis en la relacion entre la edad de
la paciente asi como los esquemas de estimulacion, presencia de factor
masculino, nimero de ciclos, morfologia del embrién entre otros factores pero se
ha descuidado el tema de la calidad ovocitaria; la cual es el inicio de la
embriogénesis y un punto clave para pronosticar tanto la formacién de

blastocisto como los resultados reproductivos de las pacientes.

Podemos afirmar que la calidad ovocitaria juega un papel crucial en la
fertilizacion asi como en las diferentes etapas del embridén y por ende en los
resultados reproductivos, lo anterior en base a los resultados mostrados
previamente y a los resultados obtenidos en diversas investigaciones al respecto
a las cuales hemos hecho referencia a lo largo de este trabajo.

Todo esto se ha hecho evidente desde la aparicion de la inyeccion
intracitoplasmatica (ICSI) la cual nos obliga a la decumulacion de los évulos
haciendo evidente la diferencia estructural entre los ovocitos, llevdndonos a la
clasificacion de los mismos acorde a su morfologia, tomando en cuenta
parametros como el citoplasma, zona pellcida, cuerpo polar, espacio vitelino y
forma; de esta manera podemos evaluar a los 6vulos en MIl para predecir la
formacién de blastocisto en relacion al nUmero de évulos 6ptimos, sub 6ptimos y
tomado en cuenta o relacionando esto con otros factores como edad de paciente

y ausencia o presencia de factor masculino.

De igual manera, la aparicion de ICSI y su perfeccion en la técnica, nos
ha permitido disminuir de manera importante la infertilidad secundaria a factor
masculino, siendo esta importante mas no determinante en resultados

reproductivos.
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En el estudio realizado por Rienzi et al., 2012 nos describe la morfologia
tanto normal como anormal del 6vulo en metafase Il y asi mismo su impacto en
la formacion de blastocisto segun las alteraciones que pueden presentar
secundario a multiples factores, clasificando a los 6vulos de igual manera que el
consenso de la ESRHE asi como los cuadernos de ASEBIR en 6vulos éptimos y
subdptimos. Encontramos que la caracteristica de mayor relevancia en la
estructura de los Ovulos es el citoplasma en el cual cae el mayor peso para

determinar el grado ovocitario.

También se observg, cdmo lo dice en su estudio Ernesto Bosh et al. 2016,
que la presencia de la edad es indiscutiblemente el primer pardmetro para el
pronostico de la paciente, encontrando nosotros que entre mayor edad la
recuperaciéon de oOvulos de grado Optimo es mucho menor que en pacientes
jovenes, del mismo modo, los évulos sub Optimos tienen mas capacidad de
formacion de blastocisto entre menor edad presenta la paciente. Por lo tanto es
necesario encontrar 6vulos 6ptimos en pacientes de mayor edad para mejorar
los resultados reproductivos tanto de formacion a blastocisto como de prueba
positiva de embarazo y no desalentarnos al encontrar 6vulos no éptimos en

pacientes jovenes.

Se encontr6 ademas que la presencia de factor masculino no tiene
diferencia significativa cuando hablamos de évulos 6ptimos. Tomando en cuenta
gue la gran mayoria de las pacientes sometidas a ICSI es secundario a un factor
masculino con alguna alteracién importante, esto nos obliga a buscar 6vulos
Optimos para poder de esta manera tener mejor prondstico ya que ante la
presencia de factor masculino y Ovulos sub Optimos el rumbo es muy

desalentador.
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Patrizio Pasquale en su articulo “del ovocito al bebe” nos hace referencia
al namero de 6vulos para la generacion de un blastocisto y asi mismo el nimero
de blastocistos para conseguir un embarazo y un nacido vivo acorde a la edad
de la paciente. Lo que nos obligd en nuestro estudio a valorar cual es la cantidad
de O6vulos tanto Optimos y sub Optimos necesarios por paciente para la
generacion de blastocisto y asi poder ser mas estrictos en esta estadistica.
Encontrando un mayor numero de Ovulos recuperados y mayor namero de
Optimos en pacientes menores de 35 afios en comparacion a las mayores de 35
afios, sin embargo al comparar los Ovulos Optimos de los dos grupos de
pacientes vemos que no hay diferencia, lo que nos habla de la importancia de
clasificar los 6vulos independientemente de la edad para asi poder pronosticar

su resultado reproductivo.

AN
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11.0 CONCLUSIONES

Se observé una mayor cantidad de évulos recuperados en relacion a la
edad de las pacientes, teniendo mayor recuperacién en pacientes de menor
edad. Para los grados ovocitarios, se observd una mayor recuperacion de 6vulos
G1 en menores de 35 afos, al igual que una mayor proporcion de estos para
llegar hasta el dia 5 de transferencia o etapa de blastocisto. En relacion a los
indices de embarazo, este se observd mas frecuente en las pacientes jovenes.
No se observaron diferencia entre el porcentaje de recuperacion de Blastocisto y
la incidencia de embarazo en pacientes jévenes. Para los grados de ovocitos, la
mejor incidencia de embarazo fue cuando se obtuvieron 2 y 3 para grado I, para
grado Il fueron 2y 3, y para grado lll se requirieron de 5 ovocitos para lograr un
embarazo. Para el dia de transferencia el mejor indice de éxito lo tiene transferir
en etapa de blastocisto, y en relacion a los grupos de edad se benefician mas
las pacientes transferidas en el dia 5 por encima de los 36 afios.

En relacién general para los grupos de edad, los mejores indices de éxito
por embrion transferido son en menores de 30 afios. Cuando comparamos
Ovulos oOptimos en mayores y menores de 35 afios no hay diferencia para
formacion de blastocisto pero si mayor tasa de embarazo entre menor edad.
Cuando tenemos 6vulos sub éptimos en mayores de 35 afios es necesario no
presentar alteraciones en el factor masculino para poder tener oportunidad en la
formacion de blastocisto pero en menores de 35 afios los évulos sub 6ptimos

tienes mas tendencia a recuperacion.

En relaciébn al factor masculino, cuando obtenemos muestra por
eyaculado, HE, TESE, PESA y congelado, incluso con presencia de
oligoastenoteratozoospermia no se observaron patrones asociados cuando
encontramos Ovulos 6ptimos, solo un aumento en la incidencia de factor en

menores de 30 afos.
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La proporcion mas alta de recuperacion de Blastocisto es en el grupo de
ovocitos 6ptimos y en el caso de los ovocitos G2 son los que presentan mejor
perfil de recuperacion al dia 5. Entre los diferentes afios de edad se observa una
mayor recuperacion de ovocitos G3 por encima de 38 afios.

nn
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