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RESUMEN

En las técnicas de reproduccion asistida, la transferencia embrionaria se ha
Ilevado a cabo en estadio de clivaje al segundo o tercer dia después de la
aspiracion de ovocitos. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha introducido
la transferencia embrionaria en estadio de blastocisto. El objetivo del
presente estudio fue evaluar las tasas de embarazo e implantacion cuando se
transfieren embriones en el dia 3 en estadio de clivaje y en el dia 5 en estadio
de blastocisto, dentro de un programa de reproduccion asistida con
donacion de ovocitos. Se estudiaron de manera retrospectiva un total de
1667 ciclos; de los cuales 594 ciclos fueron con transferencia embrionaria
en dia 3, y 1073 ciclos, en dia 5. Las tasas de implantacion (29,09% vs
44,85%), embarazo (51,01% vs 61,7%) y parto (44,28% vs 52,19%) fueron
significativamente mayores con la transferencia de embriones en estadio de
blastocisto comparada a embriones en estadio de clivaje. Por el contrario,
las tasas de embarazo mdltiple de alto orden fueron reducidas con la
transferencia en dia 5. En conclusion, los resultados de este estudio apoyan
la transferencia de blastocistos en favor de un mayor potencial de
implantacion y menor riesgo de embarazo mdultiple de alto orden,
reduciendo el namero de embriones transferidos.

PALABRAS CLAVE

Embrioén, blastocisto, transferencia dia 3, transferencia dia 5, fecundacion
invitro, donacién de ovocitos.
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ABSTRACT

Commonly the assisted reproduction technology was based on the transfer
of cleavage-stage embryos in day 2 or 3 after oocyte retrieval. However, in
the last years is common the embryo transfer in the blastocyst-stage. The
aim of the present study was to evaluate the pregnancy and implantation
rates when embryo transfer was carried out in cleavage-stage embryos in
day 3 or in blastocyst-stage embryos in day 5 in an assisted reproduction
program with oocyte donation. 1667 cycles of assisted reproduction were
studied retrospectively, 594 cycles with embryo transfer of day 3 and 1073
cycles of day 5. Implantation (29,09 % vs 44,85 %), pregnancy (51,01 % vs
61,7%) and delivery (44,28 % vs 52,19 %) rates were significantly higher
with the blastocyst group transfer compared to cleavage-stage embryos
group. Instead, the higher-order multiple pregnancy rates were
significantly lower with the blastocyst group transfer. In conclusion, the
results of this study support the blastocyst transfer in favor of a higher
implantation potential and less risk of higher-order multiple pregnancies,
decreasing the number of embryos transferred.

KEYWORDS

Embryo, blastocyst, day 3 embryo transfer, day 5 embryo transfer, in vitro
fertilization, oocyte donation.

INTRODUCCION

Se define a las técnicas de reproduccion asistida (TRA) como los
procedimientos que incluyen la asistencia de la fecundacion y el desarrollo
en humanos para el establecimiento de un embarazo (Zegers-Hochschild,
Adamson, de Mouzon, Ishihara, Mansour & Nygren, 2009, pp. 2683-
2687). Por lo tanto, es la alternativa en aquellas parejas que por causas
femeninas, masculinas o ambas no logran un embarazo de manera
espontanea.

El primer nacimiento mediante TRA ocurrié en 1978 (Steptoe & Edwards,
1978, pp. 366). Este evento marcd el inicio de unanuevaeraen el desarrollo
de lamedicina reproductiva. Desde entonces, han sido muchos los avances
que van desde el cuidado de la paciente y estimulacion de los ovarios hasta
la mejora tecnoldgica en el laboratorio donde se cultivan los gametos y
embrionesPortella & Steurer, 2013, pp. 608)(. El objetivo de estos avances
es el éxito de la técnica, reflejado en la tasa de partos con nacidos vivos; es
decir, el nUmero de partos con bebés nacidos del total de procedimientos de
TRA realizados (Zegers-Hochschild, Adamson, De Mouzon, Ishihara,
Mansour & Nygren, 2009, pp. 2683-2687).

Asimismo, la edad de la mujer, impide que algunas puedan hacer uso de sus
propios ovocitos para lograr embarazarse. En tal sentido, la donacion de
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ovocitos (OD) es una variante en las TRA, en la cual las mujeres jovenes,
sanas y fértiles en un acto altruista donan sus ovocitos para que otras
mujeres se embaracen (Noriega, Fabrizio, Romero, Llerena & Prazak,
1998, pp. 9-15).

Actualmente, se reportan mas de cinco millones de nifios nacidos en el
mundo mediante TRA(Kamel, 2013, pp. 96-109). Sin embargo, muchos de
estos nifios provienen de embarazos gemelares o de alto orden (tres 0 mas
fetos durante la gestacion), hecho que puede resultar en una complicacién
médica, tanto para la madre como para el feto. La responsabilidad de la
gestacion maltiple o multigestacion (dos o més fetos en la gestacion) recae
en el nimero de embriones que se transfieren al Utero de la futura madre (El
Kissi, Romdhane, Hidar, Bannour, Ayoubi Idrissi & Khairi, 2013, pp. 185-
189), lo cual motivo que en algunos paises se adopten politicas sobre esta
problematica (El Kissi, Romdhane, Hidar, Bannour, Ayoubi Idrissi &
Khairi, 2013, pp. 185-189; Cabello, Gomez-Palomares, Castilla,
Hernandez, Marqueta & Pareja, 2010, pp. 667-675). Por esto, se hace
importante poder contar con métodos de seleccion embrionaria, que
permitan transferir el minimo ndmero de embriones sin arriesgar la
probabilidad de lograr un embarazo (Sepulveda, Portella, Noriega,
Escudero, Noriega, 2011, pp. 195-199).

El objetivo del presente trabajo fue comparar las tasas de embarazo e
implantacion en un programa de dona bajo TRA cuando se transfieren
embriones en dia tres o dia cinco de desarrollo. Asimismo, observar el
efecto de la transferencia de un menor nimero de embriones y el impacto
sobre las tasas de multigestacion.

Conceptos basicos
Elembrion preimplantacional

En la reproduccién sexual, millones de espermatozoides (gameto
masculino) son depositados en la vagina de la mujer. Solo aquellos
espermatozoides con capacidad de movimiento podran migrar a las trompas
de Falopio. En este trayecto sufren una serie de transformaciones
fisiologicas y moleculares que les van a conferir la capacidad fecundante. Si
la mujer se encuentra en el dia de la ovulacion, un ovocito (gameto
femenino) es liberado tras la ruptura del foliculo ovarico dominante. El
encuentro entre ovocito y espermatozoides se produce en el tercio externo
de la trompa de Falopio, llamado ampula o ampolla. Es aqui donde un
espermatozoide ingresara y fecundara al ovocito generando una serie de
eventos intracelulares que ocurren en el transcurso de horas. Este proceso es
Ilamado fecundacion y la formacion de los pronucleos, marca el inicio en el
desarrollo del embrion preimplantacional, hasta su implantacion en el Gtero
(Sepulveda & Portella, 2013, pp. 646).
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En el humano, este periodo preimplantacional dura entre seis y siete dias
hasta su anidacion en el Utero. ElI embridén experimenta una serie de
divisiones celulares, compactacion y diferenciacion celular, hasta formar el
blastocisto, en el cual se distinguen por primera vez dos tipos celulares: la
masa celular interna y el trofoblasto. En todo este tiempo el embrion no
crece y mantiene su tamafio, aproximadamente 100 um de diametro en el
humano. Sin embargo, el desarrollo embrionario es un proceso dinamico
con un estricto control del tiempo que gobierna las divisiones celulares y
eventos de activacion de genes (Johnson & Day, 2000, pp.57-63). El
proceso de las divisiones es conocido como segmentacion (Agostoni,
1993, pp. 15-25). Cuando el embridn se ha segmentado en ocho células o
blastdmeras en el tercer dia de desarrollo, se inicia el proceso de
compactacion (lwata, Yumoto, Sugishima, Mizoguchi, Kai, 1ba, 2014, pp.
421-426). Hasta ese estado los blastdmeros son esféricos y en la
compactacion los blastdmeros adyacentes se aplanan unos contra otros
(Sepulveda & Portella, 2013, pp. 646.). Asimismo, en esta etapa comienza
la activacion del genoma propio del embrion (padre y madre), dado que
desde la fecundacion estuvo comandado por la maquinaria materna
(Johnson & Day, 2000, pp. 57-63).

Al finalizar el paso por la trompa, en el dia cuatro, el embrién es una
morula. En los blastomeros periféricos se establecen uniones zonulares,
sellando asi los espacios entre las células externas, que constituiran el
trofoblasto. La acumulacién de material en el citoplasma de las
blastdmeras se vacia a los espacios interblastoméricos o extraembrionario
y se formara posteriormente la cavidad blastocélica(Sepulveda & Portella,
2013, pp. 646). Es asi que, lamorula compuesta de un solo tipo de células se
transforma en un blastocisto, donde puede reconocerse la diferenciacion de
los blastomeros en dos tipos celulares. El trofobalsto, un epitelio aplanado,
esta constituido por los blastémeros periféricos; mientras que, la masa
celular interna lo constituyen los blastomeros centrales, que queda
desplazada hacia un polo. La masa celular interna dara origen al embrién
propiamente tal y parte de los anexos embrionarios. El trofoblasto dara
origen alamayor parte de los anexos(Sepulveda & Portella, 2013, pp. 646).

En la etapa de blastocisto, en el quinto dia de desarrollo, el embrién debe
escapar de una envoltura que lo rodea, llamada zona pellcida y compuesta
de varias glicoproteinas. Lo realiza mediante un efecto mecanico por la
expansion de la cavidad blastocélica y un efecto quimico por una enzima
proteasa tipo tripsina que degrada esta envoltura. Todo este proceso se
denomina eclosion. Una vez que el blastocisto eclosiond, buscara
implantarse en la cavidad uterina. Para ello, se adhiere a la superficie del
endometrio, lo invade y toma contacto con el sistema vascular de la madre.
Posteriormente, habra un desarrollo de la placenta y del embrion
(Sepulveda & Portella, 2013, pp. 646).
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Técnicas de reproduccion asistida

Las personas que recurren a las TRA lo hacen porque tienen dificultades
para lograr un embarazo espontdneamente. Esta condicion denominada
infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo con la incapacidad
de lograr un embarazo clinico despues de 12 meses 0 mas, de relaciones
sexuales no protegidas (Zegers-Hochschild, Adamson, de Mouzon,
Ishihara, Mansour, Nygren, 2009, pp. 2683-2687). En el 2010, un reporte
estimé que 48.5 millones de parejas a nivel mundial tenian problemas de
fertilidad (Mascarenhas, Flaxman, Boerma, Vanderpoel & Stevens, 2012,

pp. 12).

El procedimiento de admision para las TRA consiste en una evaluacion para
determinar la etiologia de la infertilidad en la pareja. Segun el resultado
ayudara a predecir la probabilidad del embarazo y parto asi como en la
eleccion del tipo de tratamiento. La evaluacion bésica consiste de un
apropiado analisis genético, prueba de reserva ovarica, examinacion de la
cavidad uterinay andlisis de semen (Yen, Strauss, Barbieri & Jaffe's, 2009).

Durante el tratamiento de reproduccién asistida, la mujer recibe un
tratamiento hormonal para estimular el desarrollo de los foliculos ovaricos e
incrementar el nUmero de ovocitos, este proceso toma alrededor de 9 a 12
dias. Posteriormente, cuando los foliculos dominantes alcanzan un
didmetro entre 17 y 18 mm se induce la ovulacion. Aproximadamente, entre
34 a 36 horas después, se procede con laaspiracion de los foliculos mediante
el uso de una aguja guiada por un transductor transvaginal. La imagen es
proyectada a un ecégrafo. De cada foliculo se aspira el contenido liquido, de
tal manera que el ovocito se desprendade la pared folicular.

El liquido folicular es recogido en un tubo estéril e inmediatamente es
entregado al laboratorio de reproduccién asistida, el cual se encuentra en
una habitacion contigua. Una vez dentro del laboratorio empieza la parte in
vitro del proceso. El liquido es observado en un microscopio estereoscopico
y se separan los ovocitos rodeados de células del cimulo, llamado complejo
cumulo-corona-ovocito (CCO). Estos complejos CCO son lavados en
medio de cultivo y colocados en las incubadoras a una temperatura de 37°C,
similar alatemperatura corporal, hasta la inseminacion.

Dentro de las técnicas de inseminacion existe lafecundacion in vitro (FIV) y
la inyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI). En el
procedimiento de la FIV, los ovocitos son fecundados por espermatozoides
moviles recuperados mediante técnicas de separacion espermatica; de
manera que, los procesos de fecundaciéon y desarrollo embrionario
preimplantacional, que ocurren normalmente dentro del cuerpo de lamadre,
se llevan a cabo en el laboratorio bajo condiciones adecuadas. La FIV esta
indicada en aquellas parejas en las cuales la mujer presenta ausencia u
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obstruccion de una o ambas trompas de Falopio, falla ovarica natural o
prematura, alteraciones leves en la funcion espermatica (infertilidad
masculina) o infertilidad sin causa aparente.

Por otro lado, en el procedimiento de la ICSI, de forma similar que en la
FIV, los ovocitos son obtenidos por aspiracion folicular y los
espermatozoides son recuperados mediante técnicas de separacion y/o
lavados de acuerdo a las caracteristicas de la muestra seminal. En la ICSI,
se inyecta un solo espermatozoide al interior de cada ovocito maduro. Esta
técnicaesta indicada en aquellas parejas en las cuales el embarazo no puede
ser logrado por la FIV convencional; principalmente casos de infertilidad
masculina severa (oligoastenoteratozoospermia severa), azoospermia
obstructivas y no obstructivas (ausencia de espermatozoides en el
eyaculado) y parejas que han realizado procedimientos previos de FIV con
tasas bajas o nulas de fecundacion.

Entre 16 a 18 horas después de la inseminacion, ya sea por la técnica FIV o
ICSI, se evalUa la fecundacion de los ovocitos. Una fecundacion normal se
caracteriza por la presencia de dos cuerpos polares y dos pronucleos
(material genético de la madre y del padre). El cultivo in vitro de los
embriones resultantes prosigue hasta la transferencia al Utero o hasta su crio
preservacion, enuntiempo maximo de seis dias.

La transferencia de los embriones a la madre se realiza con una pequefia
sonda o catéter que pasa por la vagina, luego por el cuello uterino y
finalmente llega al Utero. Este procedimiento toma alrededor de cinco
minutos y es un proceso indoloro, por lo tanto, no es necesario el uso de
anestésicos. Los embriones gue no son transferidos son crio preservados o
vitrificados, siempre y cuando sean viables. Un consenso en un encuentro
de expertos concluye que un embrién no es viable cuando el embrién se
detiene en su desarrollo por al menos 24 horas, o cuando todas las células se
han degenerado o lisado (The Istanbul consensus workshop on embryo
assessment, 2011, pp. 1270-1283).

Edad materna y fertilidad

La edad tiene un efecto dramético en la capacidad reproductiva. En la
actualidad, se observa una alta tendencia a postergar la maternidad en razon
de un mayor desarrollo personal, econémico y profesional de la mujer
(Paredes & Horiz, 2013, pp. 45-50; Fuentes, Jesam, Devoto, Angarita,
Galleguillos & Torres, 2010, pp. 1240-1245); lo cual, esta conduciendo a
una mayor incidencia de problemas de fertilidad relacionados a la edad
(Maheshwari, Hamilton & Bhattacharya, 2008, pp. 538-42). Asimismo, el
gran interés e investigacion continua del impacto del estilo de vida, como el
consumo de alcohol, tabaco y cafeina, nos evidencian de como estos
factores alteran significativamente la fertilidad (Sharma, Biedenharn,
Fedor & Agarwal, 203, pp. 66).
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La fecundidad femenina se ve mermada a partir de los 35 afios de edad, con
un mayor impacto después de los 40 afios. Estos datos fueron tomados de
registros historicos de fecundidad natural (Eijkemans, van Poppel,
Habbema, Smith & Leridon, 2014, pp. 1304-1312) y confirmados por los
registros generados tras TRA (Zegers-Hochschild, Schwarze, Crosby,
Musri, Souza, 2013, pp. 216-223). Por otro lado, la menor probabilidad de
lograr un embarazo exitoso relacionado al incremento en la edad materna
estd caracterizada por una disminucion en la reserva folicular ovarica
(Gurtcheff & Klein, 2011, pp. 666-674) y una mayor prevalencia de
alteraciones cromosomicas en el ovocito (Fragouli, Wells & Delhanty,
2011, pp. 107-118). Como consecuencia, se reduce la implantacién de los
embriones en el Utero de la madre, o si estos implantan, la probabilidad de un
aborto espontaneo es mayor (Sepulveda & Portella, 2012, pp. 207-11;
Ljunger, Stavreus-Evers, Cnattingius, Ekbom, Lundin & Anneren, 2011,
pp. 221-224). Ademas, el embarazo a una edad avanzada representa un
factor de riesgo para complicaciones meédicas y obstétricas (Tipiani-
Rodriguez, 2006, pp. 179-185).

Donacion de ovocitos

Ademas de las mujeres de edad materna avanzada con dificultades para
tener un embarazo a término, estan aquellas mujeres impedidas de procrear
a causa de una anormalidad de su sistema reproductor. Entre ellas estan
quienes han perdido su fertilidad como un resultado de tratamientos contra
el cancer, menopausia prematura o aquellas quienes temen usar sus propios
ovocitos por ser portadoras de enfermedades genéticas.

La alternativa que nos presentan las TRA es la donacién de ovocitos de una
mujer a otra, permitiendo que mujeres sin funcién ovérica tengan la
oportunidad de tener hijos. Lutjen, Trounson, Leeton, Findlay, Wood &
Renou (1984, pp. 174-175) fueron los primeros en reportar el nacimiento de
un bebé saludable luego de la OD a una mujer sin funcion ovarica. La OD
esta indicada en aquellas pacientes con falla ovéarica natural o prematura,
fallas repetidas en ciclos de FIV y desordenes genéticos heredables. Las
mujeres que donan sus ovocitos son jovenes, sanas Y fértiles. Por ello, las
altas tasas de embarazo con ciclos de OD han permitido su difusion y
aceptacion en centros de reproduccion (Noriega, Fabrizio, Romero,
Llerena & Prazak, 1998, pp. 9-15; Sepulveda, Portella, Noriega, Escudero
& Noriega, 2011, pp. 195-199; Zegers-Hochschild, Schwarze, Crosby,
Musri, Souza, 2013, pp. 216-223).

Cultivo in vitro prolongado hasta blastocisto

El cultivo in vitro de embriones requiere de un ambiente que permita
sostener la fecundacion y desarrollo de los gametos y embriones hasta que
sean transferidos al utero materno. Este es un procedimiento complejo, que
demanda un estricto control de calidad y un alto nivel de entrenamiento del
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personal del laboratorio. Estas condiciones disefiadas en el laboratorio, que
proveen los elementos fisicos y quimicos especificos para el desarrollo de
los embriones preimplantacionales, es lo que denominamos un sistema de
cultivo(Portella & Steurer, 2013, pp. 608). El principal protagonista de este
sistema es el medio de cultivo, que en términos simples, es el ambiente
liquido del cual el embridn se nutrira y desarrollara. Ademas, existen otros
componentes involucrados en el sistema de cultivo como las placas de
cultivo, latemperatura, los gases, laincubadoray la calidad del aire.

Tradicionalmente, en los programas de reproduccion asistida las
transferencias embrionarias se han llevado a cabo con embriones en estadio
de clivaje al segundo o tercer dia después de la aspiracion de ovocitos. El
principal obstaculo fue la falta de formulaciones especificas del medio
cultivo que soporten un desarrollo mas alla del tercer dia. Aunque, el primer
nacimiento con la transferencia de un embrion de quinto dia de desarrollo
en estadio de blastocisto fue en 1985 (Cohen, Simons, Fehilly, Fishel,
Edwards & Hewitt, 1985, pp. 647), no fue hasta 1998 que la composicion
de medios de cultivo facilito el cultivo prolongado hasta el quinto o sexto
dia(Gardner, Vella, Lane, Wagley, Schlenker & Schoolcraft, 1998, pp. 84-
88).

Una reciente revisién y metanalisis que compara la transferencia de
blastocistos o embriones en estadio de clivaje en ciclos de FIV/ICSI
encontrd que la tasa de nacido vivo es significativamente mayor con la
transferencia en blastocisto (Wang & Sun, 2014, pp. 815-825). Por el
contrario, las tasas de multigestacion y aborto temprano estan a favor de la
transferencia de embriones en estadio de clivaje; mientras que no existe
diferencia en la tasa de embarazo ectdpico entre ambos (Wang & Sun,
2014, pp. 815-825).

Hay varias ventajas a favor del cultivo hasta blastocisto. El cultivo
prolongado nos permite distinguir entre los embriones viables con el mayor
potencial de implantacién de aquellos que se desarrollan inicialmente pero
se detienen mas tarde (Sepulveda & Portella, 2013, pp. 646). Ademas,
permite evidenciar aquellos embriones que lograron activar su genoma
embrionario, avanzando mas alla del estado de ocho células (Braude,
Bolton, Moore & Human, 1988, pp. 459-461). Por otro lado, en
condiciones in vivo, los embriones en estado de clivaje se encuentran
normalmente en las trompas de Falopio y no en el Gtero. Por lo tanto, la
transferencia de embriones en el estado de blastocisto esté en sincronia con
el ambiente uterino y resulta ser mas fisiologico (Buster, Bustillo, Rodi,
Cohen, Hamilton & Simon, 1985, pp. 211-217). Asimismo, las
contracciones uterinas disminuyen progresivamente durante la fase lUtea
minimizando la posibilidad de que el embrién sea expulsado del Gtero
(Fanchin, Ayoubi, Righini, Olivennes, Schonauer, Frydman, 2001, pp.
1115-1119). Otra ventaja es contar con menos embriones para
criopreservar (Papanikolaou, Kolibianakis, Tournaye, Venetis, Fatemi &
Tarlatzis, 2008, pp. 91-99).
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Actualmente, el cultivo prolongado es requisito fundamental pararealizar el
diagndstico genético preimplantacional en embriones en estadio de
blastocisto. Para ello, un grupo de células del trofoblasto son biopsiadas y
analizadas mediante la técnica de hibridacion genémica comparada por
microarreglos (aCGH). Los embriones con un diagnéstico normal tienen un
mayor potencial de implantacion sin importar la edad materna (Harton,
Munne, Surrey, Grifo, Kaplan & McCulloh, 2013, pp. 1695-1703).

Ciertos riesgos o desventajas del cultivo prolongado de blastocisto deben
ser advertidos a las parejas bajo tratamientos de reproduccion asistida. La
tasa de cancelacion por falta de embriones a transferir puede alcanzar el
15% en pacientes mayores de 34 afios (Sepulveda, Portella, Noriega,
Escudero, Noriega, 2011, pp. 195-199). Este hecho puede deberse al menor
namero de ovocitos recuperados durante la aspiracion folicular y con ello,
un menor nimero de embriones disponibles. Sin embargo, en pacientes
jévenes hasta los 34 afios o0 en ciclos de OD, la tasa de cancelacion por
transferencia embrionaria representa el 3.7% y 1.5% de los casos (Cohen,
Simons, Fehilly, Fishel, Edwards & Hewitt, 1985, pp. 647).

MATERIALES Y METODOS
Diseno experimental

Se estudiaron de manera retrospectiva 1667 ciclos de transferencia de
embriones en pacientes sometidas a tratamientos de reproduccion asistida
con OD (Transferencia dia 3: 594 ciclos; Transferencia dia 5: 1073 ciclos),
en los laboratorios de Reproduccion Asistida del Grupo PRANOR en Lima,
entre enero del 2004 y marzo del 2013. Se escogié la OD porque los
ovocitos provienen de un grupo homogéneo en cuanto a edad de las
donantes (18-34 afos).

Cuando los ovocitos fueron obtenidos de las donantes, estos se asignaron a
las pacientes receptoras de ovocitos. Todos los casos de donacion fueron
realizados de modo an6nimo; tal que ni las donantes ni las receptoras de
ovocitos se conocian. En este estudio se compararon las tasas de embarazo e
implantacién cuando la transferencia de embriones se realizé
exclusivamente al tercer dia de desarrollo o al quinto en estadio de
blastocisto.

Criterios de inclusion

Procedimientos de FIV o ICSI con OD y transferencia de embriones en dia 3
odia5.
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Criterios de exclusion

a) Procedimientos de FIV o ICSI con OD vy transferencia de embriones
endia2,406.

b) Procedimientosde FIV o ICSIconovocitos de lapaciente.

c) Procedimientos con transferencia de embriones criopreservados o
vitrificados. de FIV o ICSI con ovocitos de la paciente.

d) Procedimientos con diagnéstico genético preimplantacional.
Estimulacion ovarica y obtencion de ovocitos

Las donantes de ovocitos fueron sometidas a diversos protocolos de
estimulacion ovarica controlada, utilizando la Hormona Foliculo
Estimulante recombinante (FSHr) exdgena y/o la Gonadotropina
Menopéausica Humana (HMG); o estas en combinacion con el Agonista de
laHormona Liberadora de Gonadotrofinas (a-GnRH) o el Antagonista de la
GnRH (ant-GnRH). La respuesta folicular fue evaluada por ecografia
transvaginal. La maduracion final del ovocito fue inducida con la
Gonadotrofina Corionica Humana (hCG) o con a-GnRH (solo en ciclos
ant-GnRH) cuando se observaron al menos dos foliculos con un didmetro
mayor oigualal8 mm.

La puncién folicular se realizd entre las 35-36 horas después de la
aplicacion hCG o a-GnRH. Los CCO fueron colectados y posteriormente
cultivados a 37°C. Dependiendo del nimero de ovocitos obtenidos de cada
donante, éstos fueron divididos al azar entre 1 a4 pacientes antes de realizar
lainseminacion o inyeccion de los mismos.

Separacion de espermatozoides, inseminacion e inyeccion de
ovocitos

El semen fue colectado por masturbacion. Luego de la licuefaccion, los
espermatozoides con motilidad progresiva fueron separados del plasma
seminal por centrifugacion en gradientes de densidad.

Para la inseminacién en la FIV convencional, aproximadamente 50,000 a
100,000 espermatozoides fueron cocultivados con uno a cinco ovocitos.
Para la ICSI, los ovocitos fueron liberados de las células del camulo y
corona mediante tratamiento enzimatico (Sepulveda, Garcia, Arriaga,
Diaz, Noriega-Portella & Noriega-Hoces, 2009, pp. 1765-1770). Solo se
inyectaron aquellos ovocitos que estaban en metafase I1.
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Evaluacion de la fecundacion y cultivo embrionario

La fecundacion fue de evaluada 16 a 18 horas después de realizada la
inseminacién o inyeccién (dia 1). Los ovocitos fecundados (2PN) fueron
cultivados individualmente. La evaluacion de la calidad embrionaria fue
realizada diariamente o cada dos dias. Las caracteristicas evaluadas fueron
el numero de blastomeras, presencia de fragmentos citoplasmaticos,
multinucleacién, compactacion y blastulacion (Sepllveda, Garcia, Arriaga,
Diaz, Noriega-Portella & Noriega-Hoces, 2009, pp. 1765-1770). Los
embriones que desarrollaron a estadio de blastocisto fueron evaluados a su
vez por calidad de la Masa Celular Interna (MCI) y Trofoblasto.

Pacientes receptoras de embriones

La preparacion del endometrio en la paciente receptora de embriones, se
realiz6 mediante la administracion oral de valerianato de estradiol. Las
pacientes receptoras necesitaban tener un grosor endometrial minimo de 8
mm antes de recibir la progesterona. Ellas recibieron 600 mg de
progesterona micronizada diariamente por via vaginal, comenzando el dia
de la puncion folicular de la donante de ovocitos hasta el dia de la prueba de
embarazo (cuantificacion de la subunidad beta de la hCG). Si la prueba de
embarazo fue positiva, la suplementacién con progesterona fue continuada
por dos meses mas.

Transferencia embrionaria y determinacion del embarazo

La transferencia de embriones fue realizada en el dia 3 0 en el dia 5 del
cultivo embrionario, dependiendo del caso. Se utilizd un catéter de
transferencia Frydman Ultrasoft. De 12 a 14 dias después de la transferencia
embrionaria, el embarazo fue determinado por cuantificacion de la
subunidad beta de la hCG. Por ecografia transvaginal se observo la
presencia de saco gestacional a los 21 dias después de la transferencia
embrionariay latido cardiaco fetal al dia 28, confirmando asi el embarazo.

Definicion de parametros analizados

La tasa de embarazo fue definido como el nimero de ciclos con al menos un
saco gestacional entre el namero de ciclos transferidos por 100. La tasa de
aborto fue definida como el nimero de embarazos con pérdida total de los
sacos gestacionales antes de las 20 semanas de gestacion entre el nimero de
embarazos por 100. Para el calculo de la tasa de implantacion se tomd en
cuenta el numero de sacos amnidticos y sacos gestacionales entre el nimero
total de embriones transferidos por 100. La tasa de embarazo mdaltiple
corresponde al numero de embarazos con dos 0 mas sacos gestacionales
entre el nUmero de embarazos por 100. Latasade embarazo multiple de alto
orden es definido como el nimero de embarazos con tres 0 mas sacos
gestacionales entre el numero de embarazos por 100. La tasa de parto es
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expresado como el nimero de embarazos a término con al menos un nacido
vivo entre el nimero de ciclos transferidos por 100.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el paquete estadistico STATA 12.0
(StataCorp LP, College Station, TX, USA). Se evaluo la distribucion
normal de los datos por la prueba de Shapiro Wilk. Los datos fueron
sometidos a pruebas de distribucion Chi-cuadrado de Pearson para las
variables cualitativas, y el test t de Student para las cuantitativas. En caso de
no tener una distribucion normal se usaron pruebas no paramétricas. Un
valor de P<0.05 se considerd estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Se analizaron 1667 ciclos de OD en pacientes sometidas a TRA. En 594
ciclos, latransferenciaembrionaria se realizé en el estadio de clivaje (dia 3)
y 1073 ciclos en el estadio de blastocisto (dia5). En latabla 3.1 se muestran
las caracteristicas, tanto de las pacientes receptoras como de las donantes
de ovocitos. No hubo diferencias significativas en cuanto a la edad de las
donantes ni en laedad de lareceptora de ovocitos en los grupos estudiados.

En latabla 3.2 se presentan los resultados reproductivos de los ciclos de OD
segun el dia de transferencia de embriones. EI nimero promedio de
embriones transferidos en dia 3 fue significativamente mayor en
comparacion al dia 5 (2.71+0.51 vs 1.96+0.19; P<0.0001). Similarmente,
las tasas de implantacion, embarazo y parto fueron significativamente
mayores cuando la transferencia fue realizada en el dia 3 que en el dia 5. No
se observaron diferencias para la tasa de embarazo multiple y la tasa de
aborto entre ambos grupos; mientras que, la tasa de embarazo maltiple de
alto orden fue significativamente menor con transferencias en el dia 5.

La distribucion de partos con nacido vivo de acuerdo al orden de gestacion
en los ciclos de OD segun dia de la transferencia de embriones (dia 3y 5) es
mostrada en la tabla 3.3. La tasa de partos unicos y dobles fue similar en
ambos grupos. Por el contrario, la tasa de parto triple o mas fue
significativamente mayor en el grupo de dia 3 en comparacion al grupo de
dia5 (P=0.01).

Tabla 3.1. Caracteristicas de los ciclos de donacidn de ovocitos segun dia de la
transferencia de embriones (dia 3 y dia 5)

Variable DIA3 DIAS5 P
N° de ciclos 594 1073
Edad de la donante en afios rango* 24.88+3.03 24.79+£3.0 NS
Edad de la receptora en afios rango™ 41.11+4.86 41.01+5.08 NS

*Los datos son expresados media + desviacion estandar NS = no significativo
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Tabla 3.2. Resultados reproductivos en los ciclos de donacion de ovocitos segun dia de
la transferencia de embriones (dias 3 y 5)

Variable DIA3 DIAS P
N° de embriones transferidos* 2.71+0.51 | 1.96+0.19 | <0.0001
Tasa de embarazo 1 51.01% 61.70% | <0.0001
Tasa de embarazo multiple 2 44.88% 41.99% NS
Tasa de embarazo multiple de alto orden 2 9.24% 0.60% | <0.0001
Tasa de implantacion 3 29.09% 44.85% | <0.0001
Tasa de aborto 2 13.20% 14.35% NS
Tasa de parto 1 44.28% 52.19% 0.0021

*Los datos son expresados media + desviacion estandar

'Enrelacion al total de ciclos.
’Enrelacion al total de embarazos.

*Enrelacion al total de embriones transferidos.

NS =no significativo

Tabla 3.3. Distribucion de partos con nacido vivo de acuerdo al orden de gestacién en
los ciclos de donacion de ovocitos segtin dia de la transterencia de embriones (dias 3 y 5).

VOX JURIS(28) 2, 2014

Variable DIA3 DIAS5 P
N° de partos 263 560
Unicos 57.03% 60.18% NS
Dobles 35.36% 38.57% NS
Triples o mayor 7.60% 1.25% 0.01

NS = no significativo

DISCUSION

La multigestacion es una de las grandes complicaciones en las TRA, dado
que conlleva a morbilidad materna y perinatal. El factor principal que
contribuye con esta problematica es el alto nimero de embriones
transferidos durante los ciclos de TRA con el objetivo de incrementar las
tasas de embarazo. Por lo cual, los esfuerzos para evitarla se centran en la
reduccion del numero de embriones transferidos, siendo el objetivo final la
transferencia de un tnico embrion (Pandian, Marjoribanks, Ozturk, Serour
& Bhattacharya, 2013, pp. 7). Para ello, debemos seleccionar aquellos
embriones con el mayor potencial de implantacion. Esta transferencia de
embriones en estadio de blastocisto es un metodo sugerido para reducir los
embarazos multiples de alto orden sin afectar la tasa de embarazo global
(Esinler, Bozdag & Karakoc Sokmensuer, 2014, pp. 75-79).

En este estudio podemos observar que si bien un menor numero de
embriones son transferidos en el dia 5 en comparacion al dia 3, las tasa de
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embarazo e implantacion se incrementan significativamente. ESto
demuestra que los embriones en estadio de blastocisto (dia 5) tienen un
mayor potencial de implantacion que los embriones en estadio de clivaje
(dia 3). Por el contrario, la tasa de embarazo multiple de alto orden (3 0 mas
sacos), que debe ser evitado en las TRA, se reduce significativamente con la
transferenciaen diab.

Los primeros ensayos prospectivos y aleatorizados, que compararon las
transferencias de dia 3 y dia 5, usaron medios de cultivo secuenciales y
concluyeron que la transferencia en dia 5 reduce significativamente la tasa
de embarazo mdltiple de alto orden, siendo suficiente la transferencia de dos
embriones (Gardner, Schoolcraft, Wagley, Schlenker, Stevens & Hesla,
1998, pp. 3434-3440; Scholtes & Zeilmaker, 1996, pp. 1245-1248). Aunque
estos reportes fueron realizados en pacientes con sus propios ovocitos, afos
més tarde se publicaron los resultados en el programa de OD, donde
concluyeron el mismo beneficio de la transferencia en estadio de blastocisto
(Choolcraft & Gardner, 2000, pp. 482-486). Ademas, sugirieron el cambio a
latransferencia de un unico embrion debido a las altas tasas de implantacion
mostradas con la transferencia en dia 5 (Choolcraft & Gardner, 2000, pp.
482-486).

Diferentes autores han descrito diversos criterios de inclusién para
prolongar el cultivo embrionario y transferir en el estadio de blastocisto en
pacientes seleccionadas; asi se tiene, el nimero de foliculos (>10) en el
momento de la administracién de la hCG (39), nimero de ovocitos
aspirados (Scholtes & Zeilmaker, 1998, pp. 78-83), al menos cuatro
embriones de buena calidad en el dia 3 de desarrollo (Papanikolaou,
D'Haeseleer, Verheyen, Van de Velde, Camus & Van Steirteghem, 2005, pp.
3198-203). Sin embargo, Wilson, Hartke, Kiehl, Rodgers, Brabec & Lyles
(2002, pp. 693-696) demostraron que la transferencia de blastocistos puede
ser aplicable a cualquier paciente, incluso en ciclos de OD, sin comprometer
laprobabilidad de latransferenciaembrionaria o el embarazo.

En el presente estudio hasta el 2007, la decision de prolongar el cultivo
embrionario hasta el quinto dia fue tomada en el tercer dia de desarrollo de
cada ciclo mediante un consenso médico-paciente y el laboratorio de
reproduccion asistida. Para ello, el criterio principal a ser considerado en la
decision era el numero y calidad morfolégica de los embriones disponibles.
A partir del afio 2008, la gran mayoria de transferencias se realizaban en el
dia5 independientemente de los criterios anteriormente mencionados.

Se han descrito diversas estrategias morfoldgicas desde el estadio de cigoto
hasta el tercer dia de desarrollo para seleccionar embriones con cierto valor
predictivo de su potencial implantatorio. Sin embargo, este valor puede ser
limitado por el hecho de que los embriones de estos estadios dependen en
gran parte del genoma materno, dado que el genoma embrionario esta
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completamente activado después del estadio de ocho células que
corresponde al tercer dia de desarrollo (Braude, Bolton & Moore, 1988, pp.
459-461). Esto representa un punto en contra de la transferencia de
embriones en dia 3. Por otro lado, la morfologia embrionaria en el dia 3 de
desarrollo no predice la formacion de un blastocisto cuando se prolonga el
cultivo de los embriones hasta el quinto o sexto dia (Porat, Boehnlein,
Barker, Kovacs & Lindheim, 2010, pp. 357-363). De tal modo que, el
cultivo hasta el estadio de blastocisto es el determinante para mejorar el
resultado reproductivo en ciclos de OD (Wilson, Hartke, Kiehl, Rodgers,
Brabec & Lyles, 2002, pp. 693-696; Porat, Boehnlein, Barker, Kovacs &
Lindheim, 2010, pp. 357-363).

Los ciclos de OD permiten estudiar el efecto paterno sobre el desarrollo
embrionario y posterior embarazo, ya que los ovocitos al ser de mujeres
jévenes presentan una mejor calidad y gran capacidad de reparacion de dafio
del material genético. Diversos autores han mostrado el efecto paterno en el
desarrollo embrionario preimplantacional, desde el estadio de 4-8
blastomeras hasta el estadio de blastocisto, apoyando el hecho de la
expresion tardia del genoma paterno en la activacion del genoma
embrionario. Asimismo, la fragmentacion del ADN del espermatozoide ha
sido relacionada negativamente con el desarrollo embrionario y con las
tasas de embarazo (Ferndndez-Gonzélez, Moreira, Pérez-Crespo, Sanchez-
Martin, Ramirez & Pericuesta, 2008, pp. 761-72; Tandara, Bajic, Tandara,
Bilic-Zulle, Sunj & Kozina, 2014). Ademas, la fragmentacion del ADN del
espermatozoide fue asociada con una mayor probabilidad de aborto
espontaneo (Robinson, Gallos, Conner, Rajkhowa, Miller & Lewis, 2012,
pp. 2908-2917; Khadem, Poorhoseyni, Jalali, Akbary & Heydari, 2014, pp.
126-130).

El nimero maximo de embriones transferidos en estadio de blastocisto en
este estudio fueron dos. Sin embargo, podemos observar que existen
algunos casos de embarazo multiple de alto orden en este grupo. Esto se
debe a la division de los blastocistos originando gemelos monocigéticos y
ocurre en siete embarazos. Del mismo modo, dos casos de monocigosidad
fueron observados con la transferencia de embriones en estadio de clivaje.
Aungue, en este estudio no se asocia la ocurrencia de gemelos
monocigoticos con la transferencia de blastocisto, otros autores reportaron
un riesgo incrementado de monocigosidad con el cultivo prolongado hasta
quinto dia, ovocitos donados, entre otros factores (Luke, Brown, Wantman
& Stern, 2014, pp. 683-689).

CONCLUSION

En ciclos de donacion de ovocitos, la transferencia de embriones, en estadio
de blastocisto correspondiente al dia, 5 resulta que se obtiene mayores tasas
de implantacion y embarazo. Asi, un maximo de dos blastocistos
transferidos reducira la tasa de embarazo mdltiple de alto orden, aunque

VOX JURIS(28) 2, 2014 jimmy.portella@pranor.com
VOX JURIS, Lima (Peru) 28(2): 105-124,2014


mailto:jimmy.portella@pranor.com

120 JIMMY PORTELLA RUIZ

deberia implementarse la transferencia de un embrion Unico para evitar o al
menos reducir el riesgo de embarazo gemelar.
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