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Capitulo 1. Planteamiento del problema

1.1 Antecedentes

Después del primer informe exitoso de un embarazo con fertilizacion in vitro
(FIV) logrado a través de ovocitos de donantes en 1984, las técnicas de reproduccion
asistida (ART) se ampliaron ain mas para incluir a las mujeres que no pueden concebir
con sus propios ovocitos. Hoy, la donacion de ovocitos constituye un porcentaje cada
vez mayor de todos los ciclos de ART en todo el mundo!. En Estados Unidos
representan casi el 10% al 14% de todos los ciclos, con tasas de nacido vivo superiores

al 50% por ciclo.?

La donacion de ovocitos presenta varios desafios Unicos para los médicos, ya que
dos intereses separados, los de la donante y los de la receptora, deben estar
representados. Estos desafios incluyen la preparacion exitosa del endometrio en las
receptoras de ovocitos, la sincronizacion de los ciclos donante / receptora y la
optimizacion de la estimulacion ovérica al tiempo que se maximiza la seguridad de las
donantes. Enfrentar estos desafios no solo ha permitido la creacion de programas
exitosos de donacion de oOvulos, sino que también ha brindado informacién sobre

muchos aspectos de ART. !

1.2 Planteamiento del problema

Las técnicas de reproduccion asistida nos han ayudado a dar solucion a los
diversos problemas bioldgicos que puede tener una pareja para concebir un hijo, ya sea
por un proceso de inseminacion artificial o fertilizacion in vitro, en ambos casos las
técnicas pueden ser homdloga si los gametos proceden de la misma pareja, o heteréloga
si proceden de algun tercero. Dentro de los procedimientos de naturaleza heteréloga
encontramos la donacion de dvulos, la cual se ha convertido en el tratamiento de eleccion

para las mujeres con una calidad deficiente de los ovocitos o ausencia de los mismos, y



nos ha permitido cumplir con el objetivo de lograr un embarazo y principalmente un

nacido vivo sano.

Por lo tanto, siendo esta otra opcion terapéutica, los centros de fertilidad ofrecen
programas de donacién utilizando évulos frescos (tradicional) u dvulos vitrificados
(banco de dvulos). La donacion de ovocitos frescos es una tecnologia probada, mientras
existe aun cierta controversia con el uso de ovulos vitrificados, a pesar, de las mejoras
en las técnicas de criopreservacion de ovocitos, ya que ha evolucionado de un proceso
de congelacion lenta a un proceso de vitrificacion, el cual tiene como ventajas ser un
procedimiento con enfriamiento ultrarrdpido para solidificar la célula sin la formacion
de cristales de hielo y disminuir las lesiones por frio y un calentamiento a temperaturas

relativamente altas.

Los estudios han demostrado que las tasas de fertilizacion, formacion y calidad
de blastocisto, asi como las tasas de embarazo pueden ser similares a la FIV/ICSI
(Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides) con ovocitos frescos cuando los

ovocitos vitrificados/desvitrificados se usan como parte del ICSI para mujeres jovenes.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

e Comparar el porcentaje de recuperacién y la calidad de los blastocistos
desarrollados con évulos vitrificados y évulos frescos en ciclos de donacién en el
Instituto para el Estudio de la Concepcion Humana entre Enero 2014 hasta
Diciembre 2018.

1.3.2 Objetivos secundarios

e Conocer la tasa de supervivencia de los ovulos vitrificados del banco de

donacion.



e Comparar el porcentaje de fertilizacion de los ovocitos vitrificados y ovocitos

frescos en ciclos de donacion.

e Analizar el desarrollo embrionario de los ovocitos vitrificados en comparacion

con los ovocitos frescos en ciclos de donacién.

e Comparar los resultados clinicos obtenidos en ciclos con ovocitos vitrificados

y ovocitos frescos en donacion.

1.4 Hipotesis

Hipotesis Nula: En ciclos de donacion con ovocitos vitrificados el
porcentaje de recuperacion y la calidad de los blastocistos es similar al resultado

obtenido con ovocitos frescos.

Hipotesis alterna: En ciclos de donacién con ovocitos vitrificados el
porcentaje de recuperacion y la calidad de los blastocistos es menor al resultado

obtenido con ovocitos frescos.

1.5 Justificacion

La criopreservacion de ovocitos se ha utilizado no solo como almacenamiento
para los ovocitos supernumerarios, también para dar una oportunidad de preservar la
fertilidad en mujeres con riesgo de perder la funcién ovarica y para los programas de

donacion de dvulos (banco de dvulos), nuestro tema a tratar.

La donacion de ovocitos constituye un porcentaje cada vez mayor en los ciclos
de Técnicas de Reproduccion Asistida en el mundo y es un tratamiento eficiente cuando
existe una calidad deficiente de los ovocitos o una ausencia de los mismos. Se puede
sugerir el uso de 6vulos frescos o utilizar 6vulos vitrificados (banco de 6vulos) el cual,

proporciona mas opciones para seleccionar un ciclo y una donante.

Por lo tanto, es importante identificar si el procedimiento de criopreservacion

(vitrificacién), preserva el potencial de fertilizacién y la capacidad de convertirse en



blastocistos de alta calidad, similares a los embriones formados de ovocitos frescos. El
resultado clinico exitoso indicara la efectividad del uso de este procedimiento para el
programa de donacion de ovocitos (banco de 6vulos) y para el almacenamiento de

ovocitos en general.

La importancia en esto radicara en que podremos indicar la donacion de ovocitos
vitrificados como primera opcion, ya que tendriamos los mismos resultados clinicos, sin
la necesidad de un periodo de espera para la asignacion de la donadora y no seria
necesaria la sincronizacion entre la donante y la receptora, lo que permite a la pareja 'y
al médico elegir el mejor momento para realizar el procedimiento ya sea por razones
personales, sociales 0 médicas, también podria ser mas seguro ya gue nos permite la

cuarentena de los 6vulos por 6 meses 0 mas.

1.6 Alcance del estudio

Dentro del estudio solo se incluyeron a pacientes que ingresaron al programa
de donacion de ovulos en el Instituto para el Estudio de la Concepciéon Humana
Monterrey, valorandose la evolucion de los évulos frescos y vitrificados hasta la
primera transferencia embrionaria, no incluyendo transferencias embrionarias

posteriores para conocer la tasa de embarazo acumulada.



Capitulo 2. Marco tedrico

La donacion de évulos es uno de los tratamientos que ofrecen los especialistas
en infertilidad, aunque inicialmente se destind a mujeres con insuficiencia ovérica
prematura, su uso se ha extendido a mujeres con una variedad de defectos en la

produccidn, funcién o cantidad del 6vulo.

2.1 Historia

Los primeros informes de donacion de 6vulos humanos aparecieron en 1983 por
Trounson donde informaron un embarazo después de la donacion de un ovocito por una
mujer infértil sometida a Fertilizacién in Vitro (FIV). La donante habia recibido
estimulacion ovarica controlada y la receptora habia ovulado al mismo tiempo que se
realizd la extraccion de ovulos. Uno de los ovocitos recuperados fue donado a la
receptoray se insemind con el esperma del esposo de la receptora. EI embrion resultante
se transfirid, se logro el embarazo, pero luego aborto.

En un intento posterior, una paciente de FIV volvi6 a donar un solo ovocito, esta vez a
una mujer con insuficiencia ovarica prematura (Lutjen et al., 1984), el Utero se prepar6
con una combinacion de estradiol oral y progesterona vaginal. La receptora quedo
embarazada y llevd el embarazo a término, convirtiéndose asi en la primera donacion de

6vulos exitosals.

La donacion de 6vulos se convirtié rapidamente en el tratamiento de eleccion
obvio para las mujeres con insuficiencia ovarica prematura. El evento histérico del
embarazo en una mujer sin funcion ovérica corrobora la hipétesis de que el estrégeno y
la progesterona exdgenos podrian producir de manera confiable un endometrio
receptivo. En mujeres con funcion ovérica residual, los ciclos de donantes y receptores
podrian sincronizarse con agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina
(aGnRH) y el endometrio receptor estimulado con esteroides exogenos. Estos principios
esenciales siguen siendo los componentes clave de la practica actual de la donacion de

dvulos®.



El procedimiento de donacion de 6vulos parecia ser una opcion viable para las
mujeres que necesitaban un 6vulo donado para concebir, sin embargo, una barrera
importante para el uso generalizado de la donacion era la necesidad de anestesia general
y laparoscopia para obtener los évulos de las donantes, posteriormente la aspiracion
folicular guiada por ecografia transvaginal vino a revolucionar la donacién de ovocitos,
ya que la recuperacion de dvulos en la mayoria de los casos podia realizarse en un

consultorio bajo sedacion 4,

Ademas, los primeros intentos de donacion de 6vulos utilizaron "ovocitos de
repuesto” donados por mujeres infértiles, los cuales fueron suplidos con ovocitos
obtenidos de donantes jovenes y fertiles, los cuales produjeron resultados de FIV mucho

mejores que los obtenidos con ovocitos de pacientes infértiles mayores®.

Por otro lado, el primer nacimiento humano de un ovocito criopreservado fue en
Australia en 1986 por Chen mediante congelacion lenta®, y el primer nacido vivo
después del proceso de vitrificacion se logrd en 1999 por Kuleshova en una mujer de 47

afiose.

2.2 Indicaciones

La donacidn de ovocitos es un tratamiento exitoso y bien establecido para algunos
problemas de infertilidad femenina, donde los ovocitos donados por mujeres jovenes
optimizan las cualidades de los ovocitos y los embriones posteriores, lo que resulta en

altas tasas de embarazo y buenos resultados obstétricos observados en las receptoras’

Dentro de las indicaciones para la donacién de évulos encontramos:

1. Muijeres con insuficiencia ovarica prematura8?°.

2. Casos de mala calidad del ovocito, como en pacientes con mdltiples ciclos
fallidos de FIV convencional®8?®,

3. Mujeres de edad reproductiva avanzada con reserva ovarica disminuida®®,

4. Sobrevivientes de cancer con insuficiencia ovarica primaria secundaria a la

quimioterapia®®.



5. Mujeres con disgenesia gonadal (Personas con sindrome de Turner pueden
concebir, pero tienen un mayor riesgo de complicaciones obstétricas)®.

6. Para evitar transmitir enfermedades genéticas hereditarias a sus hijos (Aunque el
diagnostico genético preimplantacional se aplica cada vez méas en estas
situaciones)®®°.

7. En situaciones sociales, como las parejas masculinas del mismo sexo, también

esta indicado el uso de ovocitos donantes y sustitutos gestacionales®.

2.3 Recomendaciones para donacién y recepcion de évulos

La Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM), publica
recomendaciones para la donacion de gametos y embriones, siendo las pautas para la

donacion y recepcion de ovocitos las siguientes®:
2.3.1 Evaluacion de receptores.

a) En relacion con la pareja receptora, se requiere de una consulta psicoldgica ya que
la decision de proceder con los ovocitos donados es compleja y las parejas pueden
beneficiarse del asesoramiento psicoldgico. La evaluacion debe incluir una

entrevista clinica y cuando corresponda pruebas psicolégicas.
b) Evaluacién de la receptora de ovocitos.

1) Historia médica y reproductiva, las anomalias reproductivas detectadas a partir
de la historia clinica o el examen fisico pueden requerir una evaluacion y
tratamiento mas detallados antes de utilizar los ovocitos de las donantes.

2) Examen fisico general completo, incluido un examen pélvico.

3) Valoracién de la cavidad uterina. Se debe realizar Histerosalpingografia (HSG),
histerosonografia u otro procedimiento adecuado para detectar cualquier
anormalidad uterina significativa.

4) Pruebas preconcepcionales, se recomiendan:

1) Tipo de sangre, factor Rh y deteccion de anticuerpos.

2) Titulos de rubéola y varicela.

3) Pruebas de VIH-1, VIH-2 AB y deteccion de anticuerpos del grupo O del VIH.



4) Prueba seroldgica para sifilis.

5) Antigeno de superficie para la hepatitis B, anticuerpo central de hepatitis B (1gG
e IgM), Anticuerpos contra la hepatitis C y NAT.

6) Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia Trachomatis NAT en orina o un hisopo

obtenido del cuello uterino, el meato uretral o la vagina.

c) Evaluacion de la pareja del receptor del ovocito, se recomiendan las siguientes
pruebas de laboratorio:
1) Anélisis de semen.
2) Tipo de sangre y factor Rh.
3) Prueba seroldgica para sifilis.
4) Antigeno de superficie para la hepatitis B, anticuerpo central de hepatitis B (IgG
e IgM), Anticuerpos contra la hepatitis C y NAT.
5) Pruebas de deteccion de VIH-1 (AB y NAT), VIH-2 AB o0 pruebas de
anticuerpos del grupo O del VIH.

6) Deteccion genética y pruebas apropiadas basadas en la historia.

2.3.2 Donantes.
a) Seleccion:
1) La donacion de ovocitos puede realizarse con donantes conocidos 0 anénimos,
segun las circunstancias clinicas.
2) Se recomienda la evaluacion psicoldgica.
3) Las donantes de ovocitos deben ser mayores de edad y preferiblemente entre las
edades de 21 y 34 afios.
4) La fertilidad comprobada en la donante es deseable pero no es necesaria.
5) La donante debe someterse a una evaluacion genética adecuada basada en la
historia, de acuerdo con el origen étnico y las pautas actuales. La prueba de fibrosis
quistica debe realizarse en todos los donantes. Se deben considerar las pruebas de

X fragil en donantes, pero no es obligatorio.



6) Intercambio de ovocitos de un ciclo de reproduccion asistida: si se contempla el
intercambio se debe obtener el consentimiento informado antes del inicio del
ciclo.

7) Ningun propietario, operador o empleado de una instalacion de deteccion o
donacion de ovocitos puede ser donante.

8) Si se utiliza una agencia para reclutar donantes de ovocitos, ninguna persona que

tenga un interés financiero en esa agencia puede ser donante de ovocitos.

b) Deteccion y prueba de donantes de ovocitos.

1) Deben estar sanos y no presentar antecedentes que sugieran enfermedad
hereditaria.

2) Obtener una historia personal y sexual completa para excluir como donantes a
las personas que puedan estar en alto riesgo de contraer el VIH u otras ETS. No
deben ser aceptados mujeres que en los ultimos 5 afios: Se inyectaron drogas por
razones no médicas, han recibido concentrados de factor de coagulacion derivados
de humano, por hemofilia u otros trastornos de coagulacion relacionados, han
tenido relaciones sexuales con un hombre que ha tenido relaciones sexuales con
otro hombre o han tenido relaciones sexuales a cambio de dinero o drogas.

3) Mujeres que han tenido relaciones sexuales en los 12 meses anteriores con
cualquier persona que cumpla con cualquiera de los criterios descritos
anteriormente, o con cualquier persona que tenga infeccion por VIH, incluida una
prueba positiva o reactiva al virus del VIH, infeccidn por hepatitis B o hepatitis C
clinicamente activa.

4) Mujeres gue han tenido contacto cercano (p. Ej., Que viven en el mismo hogar
en el que se comparten regularmente las instalaciones de la cocina y el bafio)
dentro de los 12 meses anteriores a la donacion con otra persona que tiene hepatitis
B o infeccion por hepatitis C clinicamente activa (sintomaética).

5) Haber estado encarceladas en prision, durante mas de 72 horas en el tltimo afio.

6) Antecedente de haber sido tratadas por sifilis, gonorrea o clamidia en el Gltimo

afo.



7) Haberse sometido a procedimientos de perforacion corporal y/o tatuajes en el
ultimo afio en los que no se usaron procedimientos estériles 0 no esta claro si se
usaron procedimientos esteériles.

8) Haber recibido una vacuna reciente contra la viruela.

9) Antes de la aceptacion y cada 6 meses sin dejar de ser un donante activo, los
donante deben someterse a un examen fisico completo y se deben rechazar cuando
se presente alguno de los siguientes hallazgos: Evidencia fisica del riesgo de
enfermedades de transmision sexual, evidencia fisica de coito anal incluyendo
condilomas perianales, evidencia fisica de uso no médico de drogas percutaneas,
como huellas de agujas, tatuajes recientes o perforaciones (dentro de los 12
meses), linfadenopatia diseminada, aftas orales inexplicables, manchas azules o
purpuras compatibles con el sarcoma de Kaposi, ictericia inexplicada o

hepatomegalia.

c) Se recomiendan las siguientes pruebas de laboratorio:

1) Pruebas de deteccion de VIH-1 (AB y NAT), VIH-2 AB o pruebas de anticuerpos
del grupo O del VIH.

2) Antigeno de superficie para la hepatitis B, anticuerpo central de hepatitis B (1gG
e IgM), Anticuerpos contra la hepatitis C y NAT

3) Prueba seroldgica para sifilis

4) Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia Trachomatis NAT en orina 0 un hisopo
obtenido del cuello uterino, el meato uretral o la vagina.

5) Aunque no es requerido por la FDA, las pruebas recomendadas también incluyen

el tipo de sangre y el factor Rh.
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2.4 Tipo de donacién de 6vulos

El uso de ovocitos donados para el tratamiento de fertilizacion in vitro aumenta
las posibilidades de embarazo y nacido vivo para pacientes con infertilidad que tienen
una mala calidad o cantidad de ovocitos. De hecho, la FIV con donacién de ovocitos
generalmente tiene las tasas mas altas de nacidos vivos (LBR) de cualquier tratamiento
de FIV, con LBR del mas del 50% en los Estados Unidos*!°. Debido a las tasas
relativamente altas de nacidos vivos y a la creciente disponibilidad de "bancos™ de
ovocitos criopreservados el tratamiento se ha vuelto mas facil y menos costoso que en
el pasado, por lo tanto, el nimero de ciclos de tratamiento con ovocitos de donantes ha

aumentado®®.

El procedimiento realizado con mayor frecuencia es la donacién tradicional de
dvulos (frescos) la cual es muy eficiente, pero podria presentar algunos inconvenientes
como el tiempo de espera para la asignacion de la donadora, que requiere una
sincronizacién entre la donante y la receptora, de modo que los ovocitos se deben
recolectar y transferir dentro de un cierto periodo de tiempo y que tipicamente todos los
6vulos de una donante se entregan a una solo receptora®*!2, la segunda opcion es el
banco de o&vulos (vitrificado), este ha presentado mejoras en la técnica de
criopreservacion, con tasas de supervivencia ovocitaria hasta mas del 90% y con un
proceso de fertilizacion, desarrollo embrionario e implantacion comparables con la
donacion en fresco; ademas de los resultados, la facilidad de su uso, tanto para los
donantes como para las receptoras y un menor costo, la convierten en una excelente
opcidn, cabe mencionar que también podria ser mas seguro, ya que los dvulos se pueden
poner en cuarentena durante 6 meses (0 mas) para volver a analizar las enfermedades
infecciosas®®. Algo importante de mencionar es que el proceso de vitrificacion de 6vulos
no es exclusivo para donacion, esta técnica también nos permite preservar la fertilidad

en mujeres que lo desean ya sea por causas sociales 0 médicas®®.

Es importante recordar que la mayoria de las mujeres que usan ovocitos de
donante tienen més de 40 afios, y con el aumento de la edad, aumenta el riesgo de

resultados adversos maternos y neonatales, por lo tanto la Sociedad Estadounidense de
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Medicina Reproductiva recomienda transferir un solo embrién cuando la edad del
donante de ovocitos es menor de 35 afios, a pesar de esto, la transferencia electiva de un
solo embrién (eSET; lo que significa que habia al menos dos embriones disponibles,
pero, opcionalmente, solo uno fue transferido, con los otros criopreservados) se uso en
menos del 35% de todas las transferencias usando ovocitos de donantes en 2014 en
Estados Unidos™°.

2.5 Vitrificacion de dvulos

La criopreservacion tiene un papel fundamental en el tratamiento de la
infertilidad, haciéndola mas flexible y eficiente!®. La criopreservacion se refiere al
enfriamiento de células y tejidos a temperaturas bajo cero para detener toda actividad
bioldgica y preservarlos para su uso futuro. Los esfuerzos iniciales en la
criopreservacion fueron ineficaces porque las técnicas de enfriamiento condujeron a
dafio celular por el cambio de la concentracion de solutos dentro de las células, la
formacion de hielo intra o extracelular y la deshidratacion excesiva'®.

El desafio principal con la criopreservacién de ovocitos ha sido mantener la
supervivencia del ovocito en metafase I, después del calentamiento, que esta
indirectamente relacionado con la estabilidad de la membrana plasmaética de los ovocitos
y la permeabilidad al agua y los crioprotectores. Ademas, se observa que el huso
meiotico que se requiere para la segregacion cromosomica es extremadamente sensible
a los cambios de temperaturay al proceso de deshidratacion-rehidratacion; Sin embargo,
se ha demostrado que el huso se desintegra durante el proceso de congelacién y
descongelacion y que se vuelve a ensamblar en la mayoria de los ovocitos'®. Los
estudios han demostrado que las tasas de fertilizacion, formacion de blastocisto y
embarazo son similares a la FIV/ICSI con ovocitos frescos cuando los ovocitos
vitrificados/desvitrificados se usan como parte del ICSI para mujeres jovenes,*16:17
ademas, no aumenta la frecuencia de anormalidades del desarrollo y complicaciones del

embarazo!®18,
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La técnica inicial para criopreservacion de Ovulos fue la congelacién lenta
combinada con descongelacion répida, la cual se asocid con la formacion intracelular de
cristales de hielo y bajas tasas de fertilizacion debido al endurecimiento de la zona
peltcida’®, posteriormente se desarrollé una alternativa a la congelacion lenta, la
vitrificacion, la cual utiliza altas concentraciones iniciales de crioprotectores y
enfriamiento ultrarrdpido utilizando volumenes pequetios de solucion (<1 pl) que estan
expuestos a nitrogeno liquido, para solidificar la célula sin la formacion de cristales de
hielo, esto junto con el calentamiento a temperaturas relativamente altas disminuye las
lesiones por frio?®. Ademas, realizar inyeccion intracitoplasmatica de esperma, se supera
el endurecimiento de la zona pelGcida, producida por la criopreservacion, conduciendo

a mejores tasas de éxito.1419.21.22

La evidencia de varios ensayos controlados aleatorizados sugirio que las tasas de
fecundacion y embarazo para las mujeres jovenes fueron similares al uso de ovocitos
vitrificados/desvitrificados en comparacion con los ovocitos frescos, lo que llevo a la
ASRM (American Society for Reproductive Medicine) a concluir en el 2012 que la
vitrificacion / desvitrificacion de los ovocitos "ya no deberian considerarse
experimentales". Esto abrio la puerta a la aplicacion de la criopreservacion de ovocitos
para numerosas indicaciones, incluido el almacenamiento no aut6logo de ovocitos®4;
Dentro de las aplicaciones clinicas para la criopreservacion de ovocitos incluyen la
preservacion de la fertilidad por enfermedad, como en pacientes con cancer,
preservacion de la fertilidad por razones sociales y por Gltimo nuestro tema a tratar los
programas de donacion de 6vulos™!°, otras de las ventajas de criopreservar es que
podemos minimizar el riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovérica, podemos
acumular ovocitos en pacientes con baja respuesta o0 almacenar ovocitos después de la
estimulacion ovérica controlada cuando la criopreservacion de embriones no es

deseada.1320:22

Varios estudios han analizado las tasas de supervivencia de ovocitos vitrificados
maduros en los ciclos de donacion de 6vulos, oscilando entre el 86% y 97 %, con tasas

de fertilizacion después del ICSI entre el 71% a 76%, en comparacion con las tasas de

13



fertilizacidn de los ovocitos frescos de donante que varian del 71% al 82%, en relacion
al numero de blastocistos este pareceria ser contradictorio o encontrar mayor numero de
blastocistos con el uso de dvulos frescos, mientras que la tasa de implantacion, la tasa

de embarazo clinico y de embarazo en curso no parecen diferir?.

Existen diferentes informes que muestran buenos resultados clinicos después de
la criopreservacion de los ovocitos, por ejemplo, Cobo en el 2010 publicé un ensayo
clinico aleatorizado, prospectivo, triple ciego, en un centro tnico (IVI), comparando las
tasas de embarazo en curso de los ovocitos frescos y ovocitos vitrificado en 584
receptoras (vitrificado=295 y fresco= 289), con respecto a la fertilizacion, la escision de
dia 2,3y la proporcién de embriones de alta calidad obtenidos por ovocitos inseminados
(ambos por ICSI) fue similar en ambos grupos. 526 pacientes fueron sometidos a
transferencia embrionaria en dia 3, 267 (90.5%) con évulos vitrificados y 259 (89.6%)
con oOvulos frescos. La implantacion, la tasa de embarazo por ciclo y por transferencia
de embriones fueron similares (p= 0.745, p= 0.933, p= 0.974, respectivamente), asi
mismo la tasa de embarazo en curso por intencion a tratar fue de 43.7% para el
vitrificado y de 41.7% para el fresco, no se demostr6 la superioridad del grupo fresco
(IC 95%= 0.688-1.323; p= 0.779). Por lo tanto, ellos confirmaron la efectividad de
almacenamiento criogénico de los ovocitos en un programa de donacién, al no demostrar

la superioridad del uso de ovocitos frescos con respecto al uso de ovocitos vitrificados?3.

M. Solé et al., (2013) también investigd como afecta la vitrificacion, la viabilidad
de los ovocitos en los ciclos de donacidn, utilizando ovocitos de una donadora, los cuales
fueron divididos para una transferencia en fresco y otros fueron vitrificados para
posteriormente ser asignados a una receptora diferente. Se incluyeron 99 ciclos (2087
ovocitos), la media de los ovocitos para el grupo de frescos fue estadisticamente mayor
(11.1 £ 2.53) que en los ovocitos vitrificados (10.0 = 1.68, p <0.05); las tasas de
supervivencia para los 6vulos vitrificados fueron del 85.6% y el niUmero de ovocitos
después del calentamiento fue significativamente menor (8.6 + 2.12, p <0.01). Tanto la
FIV (32.3%) como la ICSI (67.7%) se usaron para inseminar ovocitos frescos, la técnica

de inseminacion no afectd los resultados y se obtuvo una proporcion similar de
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embriones en curso. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos en, fertilizacion (80.7 vs 78.2%), embriones en curso y tasas de embrion
de buena calidad (Dia 2) (54.1 vs 49.8%), tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas en implantacion (33.3 vs 34%, p=>0.05), embarazo
clinico, embarazo en curso, o la tasa de nacidos vivos por ciclo (38.4 vs 43.4%,
p=>0.05). Por lo tanto, la vitrificacién no afect6 la funcionalidad de los ovocitos ni a su

capacidad para producir embriones, embarazos y nacidos vivos?,

Garcia et al., 2010, evalu6 el desarrollo embrionario de los ovocitos vitrificados
vs los ovocitos frescos en ciclos de donacion de évulos, pero a diferencia de los estudios
previos ellos siguieron el desarrollo hasta etapa de blastocisto. Se incluy6 283 ovocitos
MII en el grupo vitrificados, con una tasa de supervivencia del 89.4% (253 ovocitos) y
695 ovocitos en el grupo fresco, estos Ultimo fueron fertilizados segln la muestra
espermatica. Durante el estudio no se observaron diferencias en la tasa de fertilizacion
(76.1y 87.5%), la tasa de escision del dia 2 o la tasa de formacion de blastocistos (41.3
y 45.3%) entre los grupos, ademas los embriones en esta Ultima etapa eran
morfologicamente similares. Las tasas de embarazo clinico fueron similares para ambos
grupos. Por lo tanto, ellos confirman que la competencia de los dvulos no se afecta con

el proceso de vitrificacion?.

Del mismo modo Domingues et al., 2017, evalud los resultados clinicos de los
ciclos con ovocitos frescos (78) y vitrificados (426) en un programa de donacién de
6vulos después de la transferencia de blastocisto. Encontraron que la tasa de fertilizacion
y la tasa de formacion de blastocistos (48.8% vs 51%) fueron similares entre los grupos,
al igual que las tasas de implantacion y las tasas de embarazo clinico, las cuales fueron
60.9% (Ovulos frescos) y 59.0% (6vulos vitrificados). Por lo tanto, ellos sugieren que
los ovocitos vitrificados podrian utilizarse de manera segura en un programa de

donacion de Gvulos!t,

Existen ademas otras publicaciones (Cobo et al., 20082%; Zsolt P et al., 2009%3;
Krinos M. et al., 20112"; que apoyan el procedimiento de vitrificacion, mencionando que
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esta técnica no afecta la competencia de desarrollo embrionario, ya que los Gvulos
preservan el potencial de ser fertilizados y convertirse en blastocistos de alta calidad;
A.E. Jones et al.,2013%; S. Cubillos et al., 2013*; L. Li et al., 2017%° y producir un

resultado clinico exitoso similar al uso de 6vulos frescos.

Cobo et al., 2015 publico su experiencia de 6 afios utilizando dvulos vitrificados
en ciclos de donacion, este es el estudio mas grande publicado, incluia 2,140 donantes
con un total de 42,152 ovocitos vitrificados en MII (n= 3,146 ciclos de vitrificacion y
3,610 procedimientos de calentamiento). De los 3,610 procedimientos de calentamiento,
3,467 terminaron en un ciclo de donacion (n=3,467 ciclos de donacion; n=3,003
receptoras; y n= 37,725 ovocitos supervivientes). Dentro de sus resultados encontraron
una tasa de supervivencia media por procedimiento del 90.4% (38,087 de los 42,152);
37,725 ovocitos (tasa de supervivencia media por ciclo de donacion del 92,6%) se
asignaron a una receptora adecuada, los ovocitos restantes (n=362) no fueron donados a
ningun receptor debido a una supervivencia muy baja. Otro de los objetivos del estudio
fue valorar si el tiempo de almacenamiento tenia un impacto en la supervivencia y el
resultado clinico, se contaba con évulos vitrificados de 6 meses a 5 afios (Se dividio en
8 grupo segun el tiempo de vitrificacion), estos periodos de tiempo no ocasionaron
diferencias estadisticas en las tasas de supervivencia, en la tasa de implantacion,
embarazo clinico o en la tasa de embarazo en curso por ciclo de calentamiento. De los
3,467 ciclos de donacion, se realizaron 87.9% de transferencias (9.5% no habia

embriones viables, 2.9% por otras razones)>!.

Mientras tanto se publico en el 2018 un estudio retrospectivo por Vitaly A.
Kushnir para revisar los resultados sobre ovocitos de donantes frescos versus
criopreservados en Estados Unidos informados por Society for Assisted Reproductive
Technology (SART) realizados entre el 2013 — 2015, incluyo un total de 30,160 ciclos
(6vulos fresco 21,832 y dvulos vitrificado 8,328) se observd que durante el periodo de
estudio, la donacion de ovocitos frescos disminuy6 un 32.9% (p <0.0001), mientras que
la de ovocitos criopreservados aument6 en un 44.4% (p <0.0001). A pesar de un numero

similar de embriones transferidos, la tasa de nacido vivo durante todo el periodo de
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estudio fue mas alta con ovocitos frescos que criopreservados por inicio de ciclo del
receptor (51.1% vs. 39.7%, p<0.0001) y por transferencia de embriones (56.4% vs.
45.3%, p<0.0001). Analizaron ademas los resultados solo para los ciclos con
transferencia de embriones Unico (eSET), observado que las tasas de nacido vivo por
transferencia de embrion fueron del 53.7% con ovocitos frescos frente al 46.5% con
ovocitos criopreservados (p<0.0001). Durante el periodo de estudio, los ovocitos frescos
produjeron tasas estables de nacidos vivos por inicio del ciclo del receptor (p = 0.2925),
mientras que los ovocitos criopreservados disminuyeron significativamente afio tras afio
(p=0.0094). Por lo que sugieren que se les aconseje a los pacientes utilizar ovocitos de

donantes frescos ya que presentan mayores tasas de nacimientos vivos®2.

2.6 Clasificacion y calidad del blastocisto

Elegir el embrién con el mejor potencial de implantacion es esencial para
asegurar a cada pareja la mayor probabilidad de lograr el embarazo después de la
reproduccion asistida®®.  Aunque el advenimiento de las tecnologias basadas en
genomica puede mejorar la evaluacién no invasiva de los embriones humanos in vitro,
todavia no hay técnicas aplicables de rutina, por lo que las clinicas de FIV en todo el
mundo contindan seleccionando embriones para las transferencias en funcion de su tasa

de desarrollo y caracteristicas morfoldgicas segtn lo evaluado por microscopia 6ptica.

La capacidad de un embrién para alcanzar la etapa de blastocisto in vitro mejora
la prediccion del embarazo clinico y su transferencia, da como resultado tasas de nacido
vivo méas altas que las logradas con el mismo ndmero de embriones en etapa de

escision®s.

Existe muchas variaciones en la clasificacion de ovocitos y embriones en etapa
de blastocisto (Dokras et al., 1993; Gardner y Schoolcraft, 1999; Veeck y Zaninovic,
2003; Balaban et al., 2006) lo que hacen que las comparaciones entre laboratorios sean
extremadamente dificiles, por lo que en el 2011 se realizo el consenso de Estambul sobre

evaluacion de la morfologia de ovocitos y embriones.

Se llego al consenso de que la evaluacion en dia 5 (blastocisto) un embrion

optimo se expandird completamente, con una masa celular interna (ICM) prominente,
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facilmente discernible y que consta de muchas células compactadas y estrechamente
adheridos y con un trofectodermo (TE) que comprende muchas células que forman un

epitelio cohesivo®.

Para el puntaje de blastocisto deberia haber una combinacion de etapa y puntaje.
Se acordd que "eclosion” se define como la aparicion obvia del TE con un blastocele
cerrado a través de una zona pelucida adelgazada, y que esta no puede evaluarse de
manera confiable en embriones con eclosion asistida. Para cada una de las etapas de
desarrollo, se acordo6 que el ICM y él TE deberian calificarse en relacién con la escala
Gardner A — C*, pero que se deberia dar una calificacion de 1-3 (en lugar de A — C)
con Grado 1 equivalente a Gardner A. La razon de este cambio es apoyar la entrada de

puntajes en bases de datos numéricas y facilitar el analisis estadistico®*.

Tabla 1. Sistema de Gardner y Schoolcraft®

A B C
MASA CELULAR Muchas células Algunas células Muv pocas células
INTERNA unidas agrupadas yPp
(empaquetadas) de manea laxa
TROFOECTODERMO  Muchas celulas Algunas celulas o b oeac celulas
formando un gue forman un
o . o grandes
epitelio cohesivo epitelio laxo
GRADO DE EXPANSION
Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4 Grado 5 Grado 6
Blastocisto Blastocisto Blastocisto ~ Blastocisto Iniciando Eclosion
temprano completo expandido eclosién completa
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Tabla 2. Sistema de puntuacion de consenso para blastocistos®*

Grado Clasificacion Descripcion
Etapa de 1 Temprano
desarrollo .
2 Blastocisto
3 Expandido
4 Eclosion
Masa celular Destacado, facilmente discernible, con
interna 1 Bueno muchas células compactadas y firmemente
adheridas
Facilmente discernible, con muchas células
2 Justo .
que se agrupan libremente
3 Pobre Dificil de discernir, con pocas células
Trofectodermo Muchas células que forman un epitelio
1 Bueno -
cohesivo
2 Justo Pocas células forman un epitelio suelto
3 Bueno Muy pocas células

Entonces la calidad embrionaria, basada en pardmetros morfoldgicos
(observaciones estéticas vinculadas a puntos de tiempo especificos), es un factor
predictivo para el éxito de la fertilizacion in vitro. Existe una asociacion entre la
morfologia de los blastocistos y las tasas de implantacién, embarazo clinico y
nacimiento vivo. Sin embargo, existe controversia en cual de las caracteristicas

morfoldgicas del blastocisto seria el predictor més fuerte.

Sabemos que el desarrollo embrionario es un proceso dinamico, por lo que el
analisis a traves del lapso del tiempo nos ofrece una mejor cinética de division celular y
un anélisis mas preciso del desarrollo del embrién, asi como informacion detallada de la
morfologia dinamica en cada paso de division celular. Cobo valoro si la vitrificacion de
los ovocitos tenia un efecto en la calidad del embrion, a traves de un analisis en el lapso
del tiempo y evaluacion morfocinética en 631 ciclos de donacién con dvulos vitrificado
(n=3,794 embriones) y 1,359 ciclos de ovocitos frescos (n=9,935 embriones). Los
embriones que se originaron a partir de ovocitos vitrificados mostraron un retraso de 1
hora desde la primera division a 2 células (t2) hasta el momento de la blastulacion (tB)

(p<.05). No se observaron diferencias en el tiempo para alcanzar la expansion completa
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o inicien la eclosion. Por ultimo las tasas de implantacién en ambas categorias fueron
similares, por lo tanto, no esté claro si estas alteraciones tendrian consecuencias para el

potencial de desarrollo de los ovocitos vitrificados®.

Amanda Souza et al. 2019, valor¢ la influencia de la criopreservacion en évulos
donados, en comparacién con dévulos frescos. Se observd una tasa de fertilizacion
(p=0.034) y de embriones de alta calidad en los dias 2 (p=0.047) y 3 (p= 0.003) mayor
con dvulos frescos. Del mismo modo el desarrollo de blastocistos (47.1% frente a 19.8%,
p <0.001) fue significativamente mayor con ovocitos fresco, pero no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de blastocisto de alta calidad (71.2% vs. 62.0%,
p= 0.328), asi como en la tasa de implantacion (p= 0.182), tasa de embarazo clinico
(p=0.313).

Existen otras publicaciones relacionadas con la calidad embrionario pero
realizados con 6évulos autdlogos como el de Galia Oron (2014) quien comparol541
ciclos frescos de FIV-SET con ovocitos no donantes, 1193 transferencias de un solo
embrion de buena calidad (Grado 2) y 348 transferencias de un solo embrién de mala
calidad (Regular: Grado 3 o pobre: Grado 4 (se agruparon para fines estadisticos)), lo
que resultd en 563 embarazos y 440 nacimientos Unicos. El objetivo fue si existe una
relacion entre la calidad y el resultado perinatal, el cual no revelo un mayor riesgo de
complicaciones maternas o neonatales con la transferencia de un embrion de baja
calidad. Se encontraron 496 (41.5%) embarazos clinicos con la transferencia de un
embrién de buena calidad y 67 (19.2%) con embriones de mala calidad (<0.001). De los
440 nacimientos vivos, 386 (87.7%) resultaron de la transferencia de un embrién de
buena calidad y 54 (12.2%) de la transferencia de un embrion de baja calidad (P<0.001).
Demostrado asi una fuerte asociacion entre la morfologia del embrién, las tasas de

embarazo clinico y nacido vivo®,
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Capitulo 3. Metodologia

3.1 Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo, comparativo transversal para comparar si el
porcentaje de recuperacion y la calidad de los blastocistos procedentes de 6Gvulos
vitrificados es similar al de 6vulos frescos en ciclos de donacion desde Enero del 2014
hasta Diciembre del 2018 en el Instituto para el Estudio de la Concepcion Humana en

Monterrey Nuevo Ledn.

En el centro de fertilidad se cuenta con una base de datos que incluye todos los
procedimientos de Fertilizacion In Vitro, de esta base se obtuvo la informacion
correspondiente de los casos de donacién de Ovulos y para los datos faltantes se

revisaron las hojas de evolucién de laboratorio de cada caso.

Criterios de inclusién:

- Ciclos de donacidén de 6vulos con formacion y transferencia embrionaria en

blastocisto.
Criterios de exclusion:
- Ciclos de donacion conocida.

- Pacientes con transferencia embrionaria fuera del periodo de tiempo

establecido.
- Pacientes con expedientes incompletos.

Durante el periodo de estudio se realizaron un total de 567 ciclos de donacion,
se excluyeron 129 ciclos que no formaron blastocistos, 11 ciclos con transferencias
embrionarias en dia 3 y que vitrificaron embriones en dia 5 y 33 ciclos que formaron
blastocistos, sin transferencia embrionaria (1 ciclo de dvulo vitrificado y 32 ciclos de

6vulos frescos) para un andlisis final de 394 ciclos. El grupo con évulos vitrificados
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incluyo6 75 ciclos y 319 ciclos en el grupo de 6vulos fresco. Los ovocitos vitrificados
fueron fertilizados por ICSI mientras que los évulos frescos fueron fertilizados por FIV,
ICSI 0 ambos. Se realiz6 ademas un analisis con los 75 ciclos de 6vulos vitrificados y

61 ciclos con 6vulos fresco a los que Unicamente se les realizé ICSI.

3.2 Donantes de ovocitos y estimulacion ovéarica

Todas las donantes de nuestro programa de donacion de 6vulos tienen una edad
entre 18-25 afos, sin antecedentes en su historial médico (cirugia ginecologica,
antecedentes de enfermedades genéticas etc.), con un indice de masa corporal entre 18.5
y 24.9, con examenes fisico y ginecoldgico normal. Se realizan estudios de laboratorio
como, tipo de sangre, niveles de hormona antimulleriana (niveles >2 ng/ml) y
Papanicolau, se descartan enfermedades infecciosas y uso de drogas. Todas las donantes
dieron su consentimiento anénimo de acuerdo con las regulaciones locales para los

programas de donacién de ovocitos.

Las donantes fueron sincronizadas con sus receptoras de acuerdo con su fenotipo
y grupos sanguineos. El protocolo de estimulacion empleado en las donadoras fue
protocolo largo, el cual inicia en la fase lUtea tardia, mediante el uso de dosis subcutaneas
diarias de un agonista de la hormona liberadora de gonadotropina (acetato de
Leuprolide), los primeros tres dias de la menstruacion se realizan niveles séricos de
estradiol y el dia 2 o 3 del ciclo se inici6 la estimulacion ovéarica con rFSH o hMG o una
combinacién de ambas, la dosis administrada se ajusté a cada donante, el crecimiento
folicular se control6 mediante ecografia y cuando los foliculos alcanzaron un tamafio de
17-18 mm de didmetro se administré gonadotropina coriénica humana y se tomaron
niveles de estradiol previo a la administracion de este, 34 horas después se realizo la

captura de ovocitos bajo anestesia, utilizando una guia de ultrasonido transvaginal.
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3.3 Procedimiento de laboratorio
Vitrificacion

Todos los ovocitos se denudaron mecénicamente aproximadamente a las
36 horas después del desencadenante de la maduracién de ovocitos. Para la denudacion
se prepara previamente una caja con medio g-mops (Vitrolife ®) y Hyaluronidasa
(Irvine Scientific ®) y se deja calentar dentro de la incubadora a 37° C. Durante un
méaximo de 1 minuto se manipulan los cimulos hasta que la enzima rompa los enlaces
de las células de la granulosa y estas se separen, después se lavan en medio g-mops y se
regresan a la caja de cultivo (CSC, Irvine Scientific ®) donde permanecen en la
incubadora hasta el momento de la vitrificacion a una temperatura de 37° C con un
ambiente 7% de CO2y 5% de O». La madurez se evalu6 mediante un microscopio

Invertido (Nikon). Todos los ovocitos clasificados como metafase Il se vitrificaron

utilizando el Set de Vitrificacion (Cryotech®).

Los ovocitos se colocaron en 300 pl de solucion de equilibrio (ES) durante 12
minutos después se lavan en 2 pozos con solucion de vitrificacion (VS) permaneciendo
20-40 segundos en el primer pozo y 10-20 segundos en el segundo pozo ambos con 300
ul de medio (VS), inmediatamente se toman con el stripper y se colocan en el Cryotop

en <1 pl de medio. Los ovocitos se almacenaron en nitrégeno liquido.
Desvitrificacion

Los ovocitos se desvitrificaron utilizando el medio Set Warming de
Cryotech, previo a la desvitrificacidn se coloca la solucién TS en la incubadora a una

temperatura de 37° C. Todas las demas soluciones se utilizaron a temperatura ambiente.

Para iniciar el proceso de desvitrificacion se saca rapidamente el Cryotech del
nitrégeno liquido y se sumerge en 1 ml de la solucion TS durante 1 minuto. Los ovocitos
se trasladan al siguiente pozo que contiene 300 pl de la solucion diluyente (DS) durante
3 minutos y luego se trasladan al pozo que contiene 300 pl de la solucioén de lavado
(WS) y ahi permanece durante 5 minutos, después se pasa al segundo pozo que contiene
la misma solucién de lavado (WS) durante 1 minuto. Una vez transcurriendo el Gltimo

minuto en la solucion de lavado se toman los ovocitos y se trasladan al medio de cultivo
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(CSC, Irvine Scientific ®) donde permanecen en la incubadora hasta el momento del
procedimiento a una temperatura de 37° C con un ambiente 7% de CO2y 5% de Oo.

Inseminacion, fertilizacion, calidad embrionaria y transferencia

En el grupo de ovocitos en fresco, todos los ovocitos fueron inseminados
0 inyectados 5 horas después de la recuperacion, dependiendo de las caracteristicas
seminales de la pareja. En el grupo de ovocitos vitrificados, se evalud la viabilidad de
los 6vulos 2 horas posteriores a la desvitrificacion para ser fertilizados con ICSI.

La fertilizacion se evalud 16 — 18 horas mas tarde, los cigotos que exhibian dos
pronucleos se consideraron fertilizados, los embriones se cultivaron en microgotas y se
realiz6 la valoracion del nimero de blastébmeros, su simetria, la fragmentacion
citoplasmatica y las apariciones de la multinucleacion en dia 2, en dia 3 se valoré la
compactacion temprana, en dia 4 no se realiza valoracion embrionaria y en dia 5 se
utiliza el Sistema de Gardner y Schoolcraft modificado (Sistema utilizado en IECH) para
definir la calidad embrionaria (Tabla 3), posteriormente se llevd a cabo la transferencia
embrionaria guiada con ultrasonido con un maximo de 2 embriones. Para los embriones

supernumerarios que cumplian las caracteristicas necesarias se realizo vitrificacion.

Tabla 3. Clasificacion de blastocisto en IECH

A B C
MASA CELULAR Muchas células Algunas células Muv pocas células
INTERNA unidas agrupadas de yPp
(empaquetadas) manea laxa
TROFOECTODERMO  Muchas celulas Algunas celulas o b oeas celulas
formando gue forman un
o . o grandes
un epitelio cohesivo epitelio laxo
GRADO DE EXPANSION
Blastocisto Blastocisto Blastocisto ~ Blastocisto Iniciando Eclosion
temprano completo expandido eclosién completa
GRADO 3 GRADO 2 GRADO 1

24



Ademas, para nuestro estudio dividimos los blastocistos segun su calidad, como,
buena, regular y pobre (Tabla 4) segun la clasificacion previamente realizada por el

laboratorio.

Tabla 4. Clasificacion calidad embrionaria

Grado del embrion Clasificacion Calidad
1 1AA, 1AB, 2AA Buena
2 2AB, 1BA, 2BA, 1BB, 2BB, 3BB Buena
3 Cuando la ICM y él TE se clasifica como C Regular
4 Mérula compacta Pobre

3.4 Evaluacioén del embarazo

El embarazo se confirm6 por el nivel de B-HCG 14 dias posteriores a la
transferencia, se confirmo el embarazo clinico por la presencia de la FCF, se siguid el

embarazo hasta su desenlace (HRM, aborto o nacido vivo).

3.5 Variables y Analisis estadistico

Se investigaron las siguientes variables cuantitativas: Edad de la donadora y de
la receptora, nimero de Ovulos totales, MIl, MI, GV, total de 6vulos que fueron
fertilizados o inyectados, fertilizacion total, embriones dia 3, 5y 6, nUmero de embriones

transferidos y vitrificados.

Las variables cualitativas que se investigaron fueron: 6vulo fresco o vitrificado,
el tipo de procedimiento (FIV, ICSI o0 ambos), factor masculino, calidad embrionaria de
blastocisto, calidad del embrién trasferido, prueba de embarazo, presencia de saco

gestacional y frecuencia cardiaca, via de desembarazo, nacido vivo, embarazo gemelar.

Con la informacion obtenida se realizo una base de datos que contaba con las
variables cuantitativas y cualitativas previamente descritas. Posteriormente los
resultados obtenidos se recabaron en una base de datos desarrollada en programa Excel,
para su posterior analisis mediante el programa R Statistic; se obtuvieron, de todas las
variables evaluadas, los estadisticos descriptivos tradicionales, tales como las medidas

de tendencia central (media, mediana y moda), medidas de dispersion (varianza,
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desviacion estandar y coeficiente de variacién) y medidas de posicion (cuartiles,
quintiles y deciles) en el caso de las variables cuantitativas, asi como las frecuencias

observadas en las variables de tipo cualitativas.

Los valores de estudio fueron contrastados segin el grupo, évulo fresco o
vitrificado mediante pruebas de hipdtesis para medias (T de Student) y prueba de Fisher
o distribucion y2? para las variables categdrica. la obtencion de asociacion y correlacion

se realizara con Pearson o Sperman (segun distribucion) a la misma confiabilidad.

Se realiz6 ademés un subgrupo para evaluar los évulos vitrificados con los

ovulos frescos fertilizados con ICSI.
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Capitulo 4. Resultados

Durante el periodo de estudio establecido de Enero del 2014 a Diciembre del
2018 en el centro de fertilidad IECH, se realizaron un total de 394 ciclos de donacion
con formacion y transferencia de blastocisto, incluyendo 75 ciclos con dvulos

vitrificados y 319 ciclos con 6vulos frescos.

No se encontraron diferencias en las edades (40.41 +4.83, p=0.9341) de las
receptoras entre los grupos estudio, ademas, observamos esto de forma similar para las
edades de las donadoras (23.09 £0.94, p=0.4073) (Tabla 5).

No se encontrd diferencia entre las muestras espermaticas (1.31 +0.47, p=
0.1795) en ambos grupos. Se observo un porcentaje similar de muestras de eyaculado
(87.67%, p= 0.8509, OR 1.1679), muestra congelada (1.37%, p= 0.9999, OR 0.619) y
muestra heteréloga (10.96%, p=0.8341, OR 1.0667).

Encontramos una tasa de supervivencia de los 6vulos vitrificados del 93.66%.
Un menor numero de évulos fueron asignados para las receptoras en el grupo de 6vulos
vitrificados (7.68 +1.22, 12.15 +3.1, [fresco], p=<0.001) de forma significativa, del
mismo modo un menor nimero de 6vulos estuvieron disponibles para la fertilizacién en
el grupo de dvulos vitrificados (7.19 +1.42, 11.42 +2.76 [fresco], p= <0.001) de forma
significativa, el porcentaje de fertilizacion fue similar en ambos grupos (68.69 +£19.73,
67.6 £19.01 [fresco], p= 0.6605), al igual que el porcentaje de desarrollo en dia 3 (90.13
+ 16.58, p=0.3123) (Tabla 5).
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Tabla 5. Caracteristicas demogréaficas y datos embriolégicos
Ovulo vitrificado

Ovulo fresco

M, DE M, DE #

Edad receptora 40.41 +4.83 40.46 +4.75 0.9341
Edad donadora 23.09 £0.94 22.59 +2.01 0.4073
No. de dvulos asignados 7.68 £1.22 12.15+3.1 <0.001
Tasa de supervivencia (%) 93.66 % N/A

g;’;;?e%‘fi'zc’;c?gzponib'es 7.19 +1.42 11424276 <0.001
No. de 6vulos fertilizados 4.89 +1.58 7.67 £2.7 <0.001
Tasa de fertilizacion 68.69 £19.73 67.6 £19.01 0.6605
Numero de embriones en dia 3 4.36 £1.67 7.02 £2.55 <0.001
Porcentaje de desarrollo dia 3 90.13+ 16.58 91.9+12.82 0.3123
Numero de embriones en dia 5 2.49 £1.19 3.88 £1.99 <0.001
Porcentaje de desarrollo dia 5 35.23 £15.03 34.56 +£16.44 0.7502

Encontramos un porcentaje similar de formacion a blastocisto en ambos grupos
(35.23 £15.03, 34.56 £16.44 [fresco], p= 0.7502) (Tabla 5). Al realizar un analisis por
el grado de blastocisto, no observamos diferencias en el porcentaje de formacion en los
grados uno (16.91 £7.09, p= 0.9472), dos (17.18 +£7.82, p=0.1214) y tres (20.43 +9.49,
p= 0.057), pero este ultimo presentd una mayor tendencia en el grupo de 6vulos
vitrificados, se encontrd un mayor porcentaje de embriones grado cuatro en el grupo de
6vulos vitrificados (23.23 £10.05, 14.62 +7.99, [fresco], p= <0.001) (Tabla 6).

Al catalogar los blastocistos por calidad, observamos que el grupo de 6vulos
vitrificados tuvo un menor porcentaje de blastocistos de buena calidad (47.95%, 60.73%
[fresco], p =0.0488, OR 0.5957) y un mayor porcentaje de embriones de pobre calidad
(19.18%, 5.61% [fresco], p= <0.001, OR 3.992), mientras el porcentaje de blastocistos
de calidad regular fue similar en ambos grupos (32.88%, 33.66% [fresco], p=.9999,
OR 0.9652) (Tabla 6).

No se encontré diferencia en el porcentaje de cantidad de embriones transferidos,
con uno (21.33%, p= 0.7464, OR 1.1425) o dos (78.6%, p= 0.7464, OR 0.8752)

embriones en ambos grupos.
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Se encontré un menor porcentaje de transferencias con blastocistos de buena
calidad en el grupo vitrificado (64.86%, 84.28%[fresco], p= < 0.001, OR 0.3444) de
forma significativa; se observo un mayor porcentaje de transferencias con blastocistos
de calidad regular en el grupo vitrificado (25.86%, 13.52%, p= 0.0133, [fresco], OR
2.2093), asi como un mayor porcentaje de transferencias con embriones de pobre calidad
en el grupo vitrificado (9.46%, 2.2%, [fresco] p= 0.0073, OR 4.6418) (Tabla 6).

Tabla 6. Grado y calidad de blastocistos

Ovulo Ovulo fresco P OR IC
vitrificado
M, DE M, DE

Porcentaje de
blastocistos grado 1
Porcentaje de
blastocistos grado 2
Porcentaje de
blastocistos grado 3
Porcentaje de
embriones grado 4

16.91+£7.09  16.77+£9.93 0.9472

1718 £7.82  14.49+8.64 0.1214

2043949  17.57+9.45 0.057

23.23 £10.05 14.62+7.99 <0.001
N, % N, %

Blastocistos buena 35(47.95) 184 (60.73) 0.0488 0.5957 0.3564-0.9958

calidad
E;ﬁzt;’g'sms regular  ,4(3288)  102(33.66) 0.9999 09652 0.5606-1.6619
gﬂg;‘g”es pobre 14(19.18) ~ 17(5.61) <0.001 3.992 1.8653-8.5433

TE con blastocistos
de buena calidad

TE con blastocistos
de regular calidad
TE con embriones de
pobre calidad

48 (64.86) 268 (84.28) <0.001 0.3444 0.1958-0.6058
19 (25.86) 43(13.52) 0.0133 2.2093 1.1973-4.0768

7 (9.46) 7(2.2) 0.0073 4.6418 15757-13.674

No se encontro diferencia en la tasa de implantacion (34.09 % p= 0.1094) entre
ambos grupos, asi como en la tasa de embarazo (49.33%, 61.76% [fresco] p= 0.0512,
OR 0.603), pero, se observo una mayor tendencia a presentar embarazo en los ciclos de
6vulos frescos, no se encontrd diferencia en la tasa de embarazo clinico (48%, p=
0.3047, OR 0.7562) o en la tasa de embarazo en curso (97.29%, p= < 0.2126, OR
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4.0678), asi como en, HMR (2.78%, p= 0.209, OR 0.2508), aborto (8.33%, p= 0.4666,
OR 1.5091) o en la tasa de nacido vivo por ciclo (86.11%, 82.39 % [fresco] p=<0.8077,
OR 1.3255), no se observaron diferencias en el porcentaje de nacido vivo unico (70.97%,
p=<0.833, OR 1.1723) o gemelar (29.03%, p=<0.833, OR 0.853). El grupo de évulos
fresco presentd 1 embarazo ectdpico y 1 6bito (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados clinicos
Ovulo vitrificado Ovulo fresco

N, % N, % P o
Tasa de implantacion 34.09 42.96 0.1094
Tasa de embarazo 37 (49.33) 197 (61.75) 0.0512 0.603
;Tﬁﬁ:ge embarazo 36 (48) 177 (54.97) 0.3047  0.7562
ViR e ey 28 36 (97.3) 177 (89.85) 02126  4.0678
curso
HMR 1(2.78) 18 (10.23) 0209  0.2508
Aborto 3(8.33) 10 (5.68) 0.4666  1.5091
Tasa de nacido vivo 31 (86.11) 145 (82.39) 0.8077  1.3255
por ciclo
NV dnico 22 (70.97) 98 (67.59) 0833  1.1723
NV gemelar 9 (29.03) 47 (32.41) 0833  0.1811

Encontramos un menor porcentaje de ciclos con embriones excedentes para
vitrificacion en el grupo de 6vulos vitrificados (20%, 57.99 %, [fresco], p= < 0.001, OR
0.1811), esto podria tener relacién con la diferencia de dvulos asignados en cada grupo.

Se realiz6 ademas un analisis comparativo entre los grupos que Unicamente se
les realiz6 el mismo proceso de fertilizacion (ICSI), incluyé 75 ciclos de 6vulos

vitrificado y 61 ciclos con 6vulos frescos.

Observamos una mayor tasa de fertilizacion en el grupo de 6vulos vitrificados
(68.69%, 61.07% [fresco], p=0.0076), mientras la tasa de formacion de blastocisto fue
menor en el grupo de oOvulo vitrificado (53.09%, 67.13% [fresco], p=< 0.001).
Encontramos un mayor porcentaje de embriones de pobre calidad en el grupo de 6vulos
vitrificados (19.18%, 5.17% [fresco], p= 0.0195, OR 4.3503), pero no encontramos
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diferencias en el porcentaje de blastocistos de buena (47.95%, 46.55% [fresco],
p=0.9999, OR 1.0575) y regular calidad (32.88%, 48.28% [fresco], p= 0.1053, OR
0.5248) (Tabla 8).

El nimero de embriones transferidos fue similar en ambos grupos. No difirio la
cantidad de transferencias con blastocistos de buena calidad (64.86%, p= 0.3505, OR
0.6564) y regular calidad (25.86%, p= 0.8409, OR 1.1597), asi como de embriones de
pobre calidad (9.46%, p=0.1835, OR 3.0821) (Tabla 8).

Tabla 8. Formacién y calidad de blastocistos, anélisis exclusivo con ciclos de ICSI

Ovulo Ovulo
vitrificado fresco = O L
Tasa de fertilizaciéon 68.69 61.07 0. 0076
Porcentaje de 53.09 6713  <0.001

desarrollo dia 5

Blastocistos buena 35(47.95) 27(4655) 09999 1.0575 0.5301-2.1098

calidad
E;ﬁztgg'sms e Ey 24(32.88) 28(48.28) 0.1053 0.5248 0.2581-1.0671
gﬂg;‘&’”es pobre 14(19.18)  3(517) 00195 43503 1.1857-15.961

TE con blastocistos de
buena calidad

TE con blastocistos de
regular calidad

TE con embriones de
pobre calidad

48 (64.86) 45(73.77)  0.3505 0.6564 0.312-1.381
19 (25.86) 14 (22.95) 0.8409 1.1597 0.525-2.5618

7 (9.46) 2(328)  0.1835 3.0821 0.6161-15.418

No se encontrd diferencia en la tasa de embarazo (49.33%, p= 0.0512, OR
0.603), asi como en la tasa de embarazo clinico (48%, p=0.8632, OR 0.8932), embarazo
en curso (97.29%, p= < 0.2126, OR 4.0678), HMR (2.78%, p= 0.329, OR 0.2667),
aborto (8.33%, p=0.6178, OR 2.7273) y tasa con nacido vivo por ciclo (86.11%, 87.1%
[fresco], p= < 0.999, OR 0.9185), no se observaron diferencias en el porcentaje de
pacientes con nacido vivo unico (70.97%, p= 0.3784, OR 0.5556) o gemelar (20.03%,
p=0.3784, OR 1.8) (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultados clinicos, analisis exclusivo con ciclos de I1CSI

Ovulo l\\l/,lto;:)flcado Ovull\(l), E;:sco p OR
Tasa de embarazo 37 (49.33) 37 (60.6) 0.2266 0.6316
;"l"rsl?cge MRS 36 (48) 31(50.82%)  0.8632  0.8933
CTj‘f:‘Ode embarazo en 36 (97.3) 31 (83.78) 0107  6.967
HMR 1(2.78) 3(9.67) 0.329 0.2667
Aborto 3(8.33) 1(3.22) 0.6178  2.7273
Nacido vivo 31 (86.11) 27 (87) 0.9999 0.9185
NV Unico 22 (70.9) 22 (81.4) 0.3784 0.5556
NV gemelar 9 (29) 5(18.5) 0.3784 1.8

Encontramos un menor porcentaje de ciclos con embriones excedentes para
vitrificacién en el grupo de dévulos vitrificados (20%, 39.68 %, [fresco], p= < 0.0143,

OR 0.38), esto probablemente por la diferencia de 6vulos asignados en cada grupo.
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Capitulo 5. Analisis y discusion de resultados

El resultado clinico exitoso de cualquier programa de donacion de o6vulos
requiere un endometrio receptivo y la transferencia de embriones de alta calidad. Por lo
tanto, la disponibilidad de buenos ovocitos y en consecuencia de embriones de alta
calidad, es un factor crucial para la eficacia de los programas de donacion de 6vulos.

La finalidad de nuestro estudio fue detectar si en los ciclos de donacion de
dvulos, el uso de ovocitos vitrificados presenta resultados similares al de ovocitos
frescos. Durante el periodo de estudio establecido realizamos 394 ciclos con formacién
y transferencia embrionaria en blastocisto, de ellos, el 19.03% fueron ciclos con 6vulos

vitrificado (n=75) y 80.96% con ovulos frescos (n=319).

Nuestro estudio ha confirmado la efectividad del proceso de vitrificacion ya que
encontramos una tasa de supervivencia posterior a la desvitrificacion del 93.66%, cifras

similares a las que se mencionan en la literatura que van desde un 85 a un 97%.

Realizamos un analisis con todos los ciclos, el cual incluia los dvulos vitrificados
fertilizados con ICSl y los dvulos frescos que fueron fertilizados con FIV, ICSI 0 ambos
de acuerdo con las caracteristicas de la pareja, ademas realizamos un segundo analisis
para comparar los évulos vitrificados y frescos fertilizados solamente con ICSI, es
importante sefialar que no hubo diferencias entre las diferentes muestras espermaticas
entre ambos grupos y que hay estudios que comparan los 6vulos vitrificados con 6vulos

frescos fertilizados con ambas técnicas y solamente con ICSI.

Descubrimos que no hubo diferencias estadisticamente significativas en las tasas
de fertilizacién en nuestro andlisis general entre los ovocitos vitrificados y frescos
(68.69% vs 67.6%), esto es similar a lo que han publicado otros investigadores, lo cual
nos puede sugerir que los Ovulos desvitrificados conservan su integridad tanto
morfoldgica como funcional, las tasas de fertilizacién publicadas por Cobo et al., 2008,
2010, 2015, Sole et al., 2013, Garcia et al., 2010, S. Domingues et al., 2017, van del
70% al 84% para dvulos vitrificados y del 73% al 87% para 6vulos fresco; en el anélisis
de fertilizacion por ICSI, observamos una mayor tasa de fertilizacion en el grupo de
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ovulos vitrificados (68.69%, p=0.0076). Observamos un desarrollo embrionario similar
para los embriones de dia 3 (90.13% vs 91.9%) como lo menciona Cobo et al., 2010
(87.3% vs 88.2%) y Krinos et al., 2011, del mismo modo la tasa de formacion de
blastocisto fue similar en ambos grupos en nuestro analisis general (35.25% vs 34.56%)
tal y como lo menciona Garcia et al., 2010, con tasa de blastocisto del 41.3% y 45.3%,
M. Alikani refiere tasas de 30 % vs 27%; en nuestro andlisis con 6vulos fertilizados
solo con ICSI encontramos un menor porcentaje de formacion de blastocistos en el grupo
de o6vulo vitrificado (53.09%, 67.13% [fresco], p=< 0.001), S. Domingues et al., 2017
refiere tasas similares de formacion de blastocisto (48% y 51.6%) utilizando solo ICSI,
al igual que L. Li et al., 2017 con tasa similares de formacion de blatoscisto (56% vs
59%).

Cuando dividimos los blastocistos por grado no observamos diferencias entre los
grados uno, dos y tres entre los grupos de estudio, pero encontramos un mayor
porcentaje de embriones grado cuatro en el grupo de 6vulos vitrificados (23%, 14%,
[fresco], p=<0.001). Al clasificar los embriones por calidad, incluimos a los grado 1y 2
como blastocistos de buena calidad, al agruparlos de esta forma, observamos que el
grupo vitrificado presento menor porcentaje de blastocistos de buena calidad (47.9%,
60.73%, [fresco], p=0.0488), mientras que Garcia et al., 2010 refiere tasas similares de
blastocisto de buena calidad (75% vs 77%) (definidos como buena calidad los
blastocistos que presentaran ICM y TE tipo A o B), los blastocistos grado 3 se
clasificaron como regulares siendo similares para ambos grupos y los embriones grado
4 los clasificamos como pobres, presentando un mayor porcentaje de estos con 6vulos
vitrificados. En nuestro analisis con dvulos fertilizados solo con ICSI, el porcentaje de
blastocistos de buena y regular calidad fue similar en ambos grupos, pero el porcentaje
de embriones de pobre calidad fue mayor con ovulos vitrificados de manera similar al

analisis principal.

No se encontré diferencia en la transferencia de 1 o 2 embriones entre ambos
grupos, es importante mencionar que la transferencia de 2 embriones se realizé en el
78% de los ciclos con 6vulos vitrificados y en 80 % de los ciclos con 6vulos fresco, lo

cual se vera reflejado en un aumento en las tasas de embarazo multiple. Realizamos un
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menor porcentaje de transferencias con embriones de buena calidad en el grupo
vitrificado (64%, 84%, [fresco], p= 0.0488) y un mayor porcentaje de transferencias con
embriones de regular calidad (25.8%, 13.52%, [fresco], p=0.0133) y pobre calidad
(9.4%, 2.2%, [fresco], p=0.0073) en el grupo vitrificado. En el andlisis con 6vulos
fertilizados solo con ICSI, observamos porcentajes similares de transferencias con
embriones de buena, regular y pobre calidad.

No encontramos diferencias estadisticas en la tasa de implantacion (34% vs
42%), tal y como lo menciona M. Alikani et al., 2014 (33% y 43%) y S. Domingues et
al., 2017 (36.4% vs 40%); no observamos diferencias en la tasa de embarazo, pero se
observo una mayor tendencia de embarazo en el grupo fresco (49.33%, 61.75% [fresco],
p=0.0512), Garcia et al., 2010 refiere tasas similares embarazo en ambos grupos (61%
vs 60%), del mismo modo, no encontramos diferencias en las tasas de embarazo clinico
(48% vs 54.9%), al igual que S. Domingues et al., 2017 (59% vs 60%), no observamos
diferencias en embarazo en curso, HMR, y aborto, obtuvimos una tasa de nacido vivo
por ciclo similar en ambos grupos (86.1% vs 82.3%), con porcentaje similares de
nacidos vivos Unicos y gemelares, mencionando que este ultimo fue alrededor del 30%,
reflejo de las transferencias embrionarias de més de un embrion, tasa por arriba de lo
deseado. En el andlisis de ICSI tampoco observamos diferencias en las tasas previamente
mencionadas. Es importante mencionar que, en los estudios previamente descritos,
siempre se utilizaron blastocistos, pero ninguno publico resultados de nacidos vivos,
mientras tantos otros autores que transfirieron en dia 3 refieren tasas de nacido vivo
similar en ambos grupos; Kushnir menciona en su publicacion del 2018 los resultados
de SART (2013 — 2015), los cuales reportan una mayor tasas de nacido vivo con
ovocitos frescos en comparaciéon con vitrificados por inicio de ciclo de la receptora
(51.1% vs. 39.7%, p<0.0001).

Encontramos un menor porcentaje de ciclos con embriones excedentes para
vitrificacion en el grupo de 6vulos vitrificados tanto para el analisis general (20%, 57.99
%, [fresco], p= <0.001), asi como en el analisis del ICSI (20%, 39.6%, [fresco], p=

<0.0143), esto podria tener relacion con la cantidad de dvulos asignados en cada grupo.
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Nuestro estudio nos permitio analizar el impacto de la vitrificacion en la
funcionalidad del ovocito y su capacidad para producir blastocistos y comparar la
calidad de estos con los 6vulos frescos, asi como observar los resultados clinicos como
tasa de implantacidn, embarazo clinico y nacido vivo.

Estos resultados no solo apoyan el uso de 6vulos vitrificados en donacién, si no también
nos sirve para apoyar otras técnicas como preservacion de fertilidad, acumulacion de
ovulos en pacientes con baja respuesta y para la vitrificacion de ovulos excedentes

cuando no se desea vitrificar embriones.
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Capitulo 6. Conclusiones

En laactualidad, la donacién de ovocitos sigue siendo un componente importante
en el tratamiento de la infertilidad, siendo un tratamiento esencial para las mujeres con

funcion ovarica deficiente o cuando esta ausente.

La donacion de ovocitos frescos es una tecnologia probada de FIV, mientras el
uso de 6vulos vitrificados ha tomado fuerza gracias a las mejoras en el proceso de

vitrificacidn, asi como que, es un proceso de mayor simplicidad.

Definitivamente tenemos una buena tasa de supervivencia para oOvulos
vitrificados y, al comparar los resultados embrioldgicos, observamos que los évulos
vitrificados presentan un porcentaje de fertilizacion similar a los 6vulos frescos, ademas
presentan el mismo potencial de desarrollo embrionario en dia 3 y blastocisto. En
nuestro analisis general, en el grupo de dvulos vitrificados presentamos de forma
significativa, un menor porcentaje de formacion y transferencia de blastocistos de buena
calidad y un mayor porcentaje de formacion y transferencia de embriones de pobre
calidad, esto, no afectd nuestros resultados clinicos ya que, las tasas de implantacion,

embarazo clinico y nacido vivo fueron similares en ambos grupos.

Por lo tanto, utilizar 6vulos vitrificados en ciclos de donacion representa una
buena alternativa para las parejas candidatas a este tipo de procedimiento, recordando

ademas de las ventajas de simplicidad que tiene sobre el ciclo fresco.

Algo que definitivamente tenemos que mencionar es que el grupo vitrificado
presentd menos ciclos con embriones excedentes para vitrificacion, y por lo tanto esto
podria cambiar nuestras tasas de embarazo, pero esto se deberia analizar en proximos

estudios.
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