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INVESTIGACION ORIGINAL

(COLOMBIA)

RESUMEN

Introduccién: algunos autores han propuesto
métodos no invasivos que se centran en el clivaje
temprano del estadio de dos células a las 25 y 27
horas luego de ocurrida la inseminacién, los cuales
son aplicables a los programas de fertilizacién in
vitro que aumentan la probabilidad de implantaciéon
y embarazo.

Objetivo: comparar la tasa de embarazo en pa-
cientes ovoreceptoras con embriones provenientes
de clivaje temprano con respecto a la del estadio
pronuclear.

Metodologia: se realiz6 un estudio de cohorte
retrospectivo, en el cual se incluyeron a las pacientes
ovoreceptoras que asistieron entre abril de 2004
y diciembre de 2007 al Centro de Biomedicina
- FECUNDAR en Cali (Colombia) por presentar

baja respuesta al ciclo de estimulacién ovérica
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COMPARACION ENTRE EL CLIVAJE TEMPRANO Y
EL ESTADIO PRONUCLEAR COMO PARAMETROS
DE REFERENCIA PARA INDUCIR EL EMBARAZO
EN PACIENTES OVORECEPTORAS EN CALI

Maria Esther Estela-Paz, Biol*, Jaime Saavedra-Saavedra, M.D.**,

Martha Norah Moyano, Biol, MSc.**%*

controlada, factor edad, falla ovérica o por ser
pacientes subrogadas o gestacionales. El tamafio
de la muestra se dividi6 de la siguiente manera: el
porcentaje de embarazo esperado para el grupo de
clivaje temprano-singamia (grupo 1) fue 79% (36
pacientes) mientras que el porcentaje de embarazo
para el grupo pronuclear (grupo 2) llegé a ser 21%
(9 pacientes). A partir de la obtencién de estos
datos, se determinaron las tasas de implantacién y
de embarazo y se compararon los dos grupos por
medio de la prueba Chi-cuadrado (X%).

Resultados: de un total de 289 cigotos, se
incluyeron 183 que cumplieron los pardmetros
propuestos, entre embriones provenientes de clivaje
temprano (CT), singamia (S) y estadio pronuclear
(PN) a las 25 y 27 horas posinseminacién. De
este total, 79% provenian del estadio clivaje
temprano-singamia y 21% del estadio pronuclear.
El promedio de embriones transferidos a las
pacientes ovoreceptoras fue tres embriones, la edad
promedio fue 38 afios, la tasa de embarazo obtenida
al transferir los embriones provenientes de clivaje
temprano fue 44% en comparacién con 41% para

la transferencia de los embriones no clivados a
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las 25 horas posinseminacién. Finalmente, no se
encontraron diferencias significativas en la obtencion
del embarazo.

Conclusidén: bajo las condiciones del estudio, el
resultado muestra que no hay diferencias en la tasa
de éxitos para ambos procedimientos.

Palabras clave: fertilizacién, clivaje, ovoreceptoras,

singamia, pronuclear, inseminacién.

SUMMARY

Introduction: some authors have proposed
that non-invasive embryo implantation methods
(based on early cleavage or pronuclear stage for
two cells 25 and 27 hours post-insemination) are
applicable to in vitro fertilisation programmes,
thereby increasing the probability of implantation
and pregnancy.

Objective: comparing pregnancy rates in patients
implanted with embryos originating from early
cleavage to those from the pronuclear stage.
Methodology: a retrospective cohort study was
carried out. Embryo implantation patients were
included who had been attending the FECUNDAR
-Biomedicine Centre in Cali, Colombia, from April
2004 to December 2007 who presented a poor
response to the controlled ovarian stimulation cycle,
age factor and/or ovarian failure and pregnancy
substitute patients. The sample consisted of 45
patients; 36 patients (79%) were expected to become
pregnant in the early-syngamy and cleavage group
(group 1) and 9 patients (21%) in the pronuclear
group (group 2). Implantation and pregnancy rates
were determined and the Chi-square (X?) test was
used for comparing both groups.

Results: 183 of the 289 zygotes complied with
the proposed parameters (i.e. embryos from early
cleavage, syngamy and pronuclear stage 25 and 27
hours post-insemination); 79% of these 183 came
from the early cleavage and syngamy stage and
21% from the pronuclear stage. Three embryos on
average were transferred to embryo implantation
patient; average age was 38, the pregnancy rate

obtained when transferring early cleavage embryos
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was 449 compared to 41% for non-cleaved embryo
transfer 25 hours post-insemination. No statistically
significant differences were found regarding how
pregnancy was induced.

Conclusion: equal success rates were obtained for
both procedures in the given study conditions.
Key words: fertilisation, cleavage, embryo

implantation, syngamy, pronuclear, insemination.

INTRODUCCION

En reproduccién asistida, se utilizan criterios cada
vez mas estrictos para seleccionar el mejor embrién a
transferir con una alta calidad y asi evitar una tasa de
embarazos multiples, determinando parametros de
evaluacién como lo son el puntaje de los pronticleos
y el clivaje temprano.'

Siempre ha existido una inquietud con respecto
al nimero de embriones que se deben transferir
para poder proporcionarle a las parejas un resul-
tado positivo en cuanto a embarazo se refiere.
A la vez, se evita transferir una cantidad grande
de embriones que pueda ocasionar un embarazo
multiple por las consecuencias que ésto conlleva.
Por ello, para proporcionar una mejor posibilidad
de gestaci6n, varios autores han determinado una
sumatoria de pardmetros de evaluacién desde las 17
hasta las 48 6 72 horas posrecuperacién ovocitaria
con el objetivo de seleccionar el mejor embridn a
transferir.'"!

Algunos investigadores sugieren que transferir
en estado pronuclear incrementa la probabilidad
de éxito;” sin embargo, los parametros de calidad
embrionaria estdn relacionados con la edad de la
mujer, por lo que se recomienda realizar la evalua-
cién de la eficacia a partir de los 6vulos de donantes
jovenes para garantizar asi la calidad ovocitaria.
Otros factores citados son: la patologia de base de
la mujer, asi como de la calidad seminal, la cual al
parecer estd implicada con la fragmentacién ademds,
esta dltima puede afectar el éxito del embarazo ya
que conlleva a una alta incidencia de desérdenes
cromosomales.'’ Otros autores'” sugirieron una

observacién de 12 a 16 horas pos ICSI (Inyeccién
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Intracitoplasmatica de Espermatozoides) del desa-
rrollo pronuclear para tener un predictor posible de
desarrollo preimplantacional.

Se sabe que el primer clivaje predice un desa-
rrollo y una competencia del embrién in vitro a una
posible llegada al estadio de blastocisto y posterior
preimplantaciéon del mismo, dando como resulta-
do una nueva vida. La probabilidad de alcanzar el
estadio de blastocisto cuando el embrién proviene
de clivaje temprano (CT), singamia (S) o estado
pronuclear (PN) entre las 25 y 27 horas es repor-
tado en 59%, 52% y 33%, respectivamente.” De
acuerdo al presente estudio, esta institucién quiso
verificar si la hipétesis planteada por dichos autores
en cuanto a que el primer Clivaje es un predictor
posible de desarrollo preimplantacional y por ende
de la obtencién de un embarazo. Por lo tanto, se
determiné usar 6vulos de donantes jévenes sanas
que garantizaran la calidad del embrién y para poder
asi comprobar dicha hipétesis.

Por consiguiente, el objetivo de este estudio es
comparar la tasa de embarazo en pacientes ovo-
receptoras con embriones provenientes de clivaje
temprano y singamia (CT y S) con respecto a la de

estadio pronuclear (PN).

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de cohorte retrospectivo,
en el cual se incluyeron a todas las pacientes ovo-
receptoras que asistieron durante el periodo de
abril de 2004 a diciembre de 2007 al Centro de
Biomedicina Reproductiva - FECUNDAR, Cali
(Colombia). Esta es una institucién privada de
referencia para el estudio y manejo de parejas con
infertilidad.

En el estudio se incluyeron las pacientes
ovoreceptoras que presentaron los siguientes factores
diagnésticos de infertilidad: baja respuesta al ciclo
de estimulacién ovérica controlada, factor edad,
falla ovarica y pacientes subrogadas o gestacionales
(pacientes utero-receptor). Como criterios de
exclusion se tomaron el factor uterino (endometriosis,

miomatosis) y factor masculino (oligozoospermia

severa), también las pacientes cuyos embriones
transferidos a las 48 6 72 horas posaspiracién
ovocitaria provenian de una mezcla de parametros
(clivaje temprano (CT), singamia (S) y estado
pronuclear (PN)) a las 25 horas posinseminacion.
Tamano de muestra: con base en un porcentaje
esperado de embarazo del grupo de CT'y S de 80%
y el porcentaje de embarazo del grupo PN de 25%,
un poder de 80%, un intervalo de confianza de 95%
y una razén de 4:1, se estimé un tamafio de muestra
de 36 pacientes en el grupo CTy S, y de 9 pacientes
en el grupo PN para un total de 45 pacientes. Se
sumé 10% asumiendo alguna pérdida, con lo cual el
resultado fue de 50 pacientes. Finalmente, se llevd
a cabo un muestreo secuencial consecutivo.
Procedimiento: previo al procedimiento de fer-
tilizacién in vitro (IVF), las pacientes donantes reci-
bieron el agente bloqueante: acetato de leuprolide
(Lupron®, Abbott, Francia) en una dosis de
0,5 mg/dia. El dia 2 6 3 del ciclo se inicié la apli-
cacién de la hormona foliculo estimulante (FSH,
por sus siglas en inglés) en dosis de 150 a 225 UI
por un periodo de 5 dias y luego se continué con
la hormona gonadotropina menopdusica humana
(HMG, por sus siglas en inglés) en las mismas dosis.
En el dfa 5 de la estimulacién ovérica, se inicié la
monitorizacién del desarrollo folicular por ecografia
vaginal; las dosis de gonadotropinas se adaptaron de
acuerdo con la respuesta ovarica. Cuando el mayor
de los foliculos media 20 mm, se suministré la
gonadotropina coriénica humana (HCG) en una
dosis de 10.000 UL Después de 34 a 38 horas de la
aplicacion del HCG se procedié ala aspiracién de los
foliculos a través de una puncién transvaginal guiada
por ultrasonido. Una vez identificados los ovocitos
en el fluido folicular, éstos fueron clasificados por
su madurez y se dejaron en la incubadora en medio
de cultivo cuyos componentes son: sales minerales,
aminodcidos, vitaminas y antibi6ticos a 5% de CO,
y 37°C. La preparacién endometrial de las pacientes
ovoreceptoras fue realizada con valerato de estradiol
(progynova®) 2 mg/dia iniciando el dia 2 del ciclo
y acetato de leuprolide (Lupron®, Abbott, Francia)
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aplicado desde el dia 21 del ciclo previo; en pacientes
menopausicas solamente se usé valerato de estradiol
(progynova®) 2 mg/dia. En ambos casos, se aument6
la dosis de valerato de estradiol (progynova®) de
acuerdo al desarrollo del endometrio, el cual fue
medido por valoracién ecogréfica intravaginal. Se
consideré un endometrio apto para transferencia
embrionaria cuando tenfa un grosor de 8 - 12 mm
con patrén trilaminar

Transcurridas 4 a 7 horas posaspiracién folicu-
lar, los ovocitos fueron inseminados con 50.000,
100.000 6 150.000 espermatozoides de acuerdo a
la calidad espermdtica, en micro gotas de 50 ul de
medio de cultivo bajo aceite mineral. Después de
17 a 19 horas posinseminacion, los ovocitos fueron
denudados y observados en microscopio invertido
para determinar la presencia o ausencia de prond-
cleos (fertilizacién)," los cuales se evaluaron segiin
el criterio estindar.>”"*"'" Posteriormente, 25 a
27 horas posinseminacién se evalu6 el CT (clivaje
temprano) o S (singamia) o PN (prontcleos), al si-
guiente dia se observé y analizé el segundo y tercer
clivaje (4 y 8 células, respectivamente), y se realizé
la seleccién de embriones a transferir. Se determiné
realizar dos grupos de estudio basados en investi-

gaciones previas,"m’13

en los cuales se comprobé
que el clivaje temprano es un fuerte indicador de
la calidad del embrién humano y la probabilidad de
quedar en embarazo.

El grupo I correspondié a las pacientes cuya
transferencia de embriones se realizé a las 48 a
72 horas posinseminacién provenientes de CT y S
(45 ovoreceptoras) y el grupo II correspondi6 a las
pacientes cuya transferencia fue realizada a las 48 a
72 horas posinseminacién provenientes del estadio
PN (12 ovoreceptoras).

En todos los casos, los embriones que
presentaron CT, Sy PN fueron transferidos cuando
no presentaban mds de 20% de fragmentacién.
Los embriones fueron seleccionados de acuerdo
a su calidad (grado I, grado II). Los grado I son
embriones con blastémeras simétricas, cada una

con su nucleo, sin fragmentacién y citoplasma
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homogéneo mientras que los grado II son
embriones con blastémeras simétricas, cada una
con su nicleo, con 5% a 10% de fragmentacion
y citoplasma homogéneo. Los catéteres utilizados
para las transferencias fueron Frydman TD ref.
1303000 y Frydman ultrasoft ref. 1324301.

La prueba de embarazo quimico fue realizada en
el dia 16 después de la transferencia, determinan-
do la presencia de la hormona beta gonadotropina
cori6nica humana (B-HCG); la prueba se consideré
positiva cuando el resultado fue mayor de 20 IU y
el embarazo clinico fue confirmado en la tercera
semana por la presencia del saco gestacional y em-
briocardia positiva mediante ecografia.
Separacion por gradientes de densidad: para
la separacién de los espermatozoides del fluido
seminal se utilizaron los liquidos de alta densidad
como el Isolate (Irvine Scientific®), en gradientes
de 90% y 40%, y los parametros de evaluacién
seminal fueron determinados de acuerdo con los
criterios de la OMS (Organizacién Mundial de la
Salud). Dependiendo de la concentracién esper-
matica de la muestra, se vari6 el volumen de cada
gradiente; para una muestra espermética mayor
de 40 millones/mL se realizaron gradientes de
1,5 mL, para una de 30 — 10 millones/mL, gra-
dientes de 1,0 mLy por debajo de 10 millones/mL,
gradientes de 0,5 mL de 90% y 40%, respectiva-
mente. Después de realizar lo anterior, se realizé
la inseminacién de los évulos (50.000 — 150.000
espermatozoides/6vulo).

Para el anilisis estadistico, se obtuvo la base
de datos en Excel®, la cual se analizé para su pro-
cesamiento. Posteriormente, se transfirié dicha
base de datos al programa estadistico Stata 6.0%.
Las variables continuas se analizaron por medio de
las medidas de tendencia central, y de las variables
categdricas se obtuvieron las proporciones. Inme-
diatamente después, se compararon las caracte-
risticas de las pacientes asi como la obtencién del
embarazo con respecto a los procedimientos de
CT - Sy PN, mediante pruebas de X* (Chi-cua-

drado) a un nivel de significancia de 95%.
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RESULTADOS

Durante el perfodo de estudio se incluyeron
45 pacientes en el grupo Iy 12 pacientes en el
grupo II, para un total de 289 cigotos que pre-
sentaban un estadio embrionario entre las 25 y
27 horas posinseminacién, de los cuales fueron
incluidos sélo 183. Se transfirieron los embriones,
de los cuales 79% (144/183) estaban en el estadio
de CT - S (grupo I) y 21% (39/183) provenientes
del estadio de PN (grupo II). Finalmente, se selec-
cionaron 57 pacientes ovoreceptoras divididas en
dos grupos de acuerdo al desarrollo o no de CT.
Los 109 cigotos restantes no se incluyeron en el
estudio porque las pacientes ovoreceptoras fueron
transferidas con embriones provenientes de todos
los estadios (CT - Sy PN).

La edad promedio de las pacientes fue 38 afos,
la menor edad encontrada fue 18 y la mayor 47 afios
presentandose una mayor frecuencia en las edades
comprendidas entre 35 y 45 afios (75%).

El promedio de embriones transferidos fue 3,2
(56,2% de pacientes ovoreceptoras fueron transfe-
ridas con tres embriones, 33,3% con 4 embriones,
8,8% con 2 embriones y 1,7% con un embrién).
Con respecto al promedio del grosor endometrial
(trilaminar), 10 mm fue la medida més constante.
De este modo, el menor desarrollo endometrial
encontrado fue 6 mm en 2 pacientes (3,5%) pero
también se encontré un desarrollo de 8 mm en 4
pacientes (7,0%), de 9 mm en 16 pacientes (28,1)
y de 10 mm en 13 pacientes (22,8%). Asimismo, 4
pacientes presentaron 11 mm (24,6%); 7 pacientes,
12 mm (12,3%) y una paciente, 13 mm.

La tabla 1 representa las frecuencias de los
diagnésticos de las 57 pacientes ovoreceptoras. El
diagnéstico que presentd mayor frecuencia es el factor
edad, seguido de los factores falla ovérica y pacientes
subrogadas o gestacionales, los cuales presentan una
tasa de embarazo de 55,5%, 15,3% y 50%, respec-
tivamente.

De otra parte, las caracteristicas basales de las
pacientes ovoreceptoras se presentan en la tabla 2.

Los dos grupos no presentan diferencias clinica ni

Tabla 1. Frecuencia de diagnésticos en las pacientes

ovoreceptoras transferidas en FECUNDAR desde abril
2004 a diciembre 2007.

Dingnostico Frecz;e)ncia Porc;)ntaje
Factor edad 27 47,5
Falla ovérica 13 22,8
Baja respondedora 7 12,1
Subrogada o gestacional 10 17,6
TOTAL 57 100,0

Fuente: base de datos FECUNDAR.

estadisticamente significativas. Ademds, la tasa de
embarazo de embriones clivados en comparaciéon
con embriones no clivados a las 25 a 27 horas po-
sinseminacion fue de 44,49 vs. 41,7% (p=0,863).

Por otra parte la tasa de embarazo de embriones
clivados en comparacién con embriones no clivados
a las 25 a 27 horas posinseminacién no presenté
una diferencia estadisticamente significativa
p=0,863, (44,4% vs. 41,7%). Tabla 2. Tampoco
se encontraron diferencias significativas en el
promedio de edad, promedio de embriones
transferidos y promedio de grosor endometrial
en las pacientes ovoreceptoras transferidas con
embriones provenientes de CT y S comparado
con las pacientes ovoreceptoras transferidas con

embriones provenientes de PN. Tabla 2.

DISCUSION

La seleccién de las pacientes ovoreceptoras segin
las caracteristicas que presentaron a las 25 a 27
horas posinseminaciéon mostré que el origen de
los gametos (6vulos y espermatozoides) son una
base importante en la obtencién de embriones que
cumplieron con los parémetros propuestos para este
estudio: no obstante, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la ob-
tencién de embarazo entre los grupos estudiados
(de las 57 pacientes ovoreceptoras seleccionadas,
449% de las pacientes logré un embarazé bajo estos

criterios).
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Los resultados no son consistentes con los estu-
dios que reportan que hay diferencias significativas
entre los grupos con Clivaje temprano con respecto
a los de estadio pronuclear como una herramienta
de pronéstico del embarazo para pacientes que
acuden a técnicas de reproduccion asistida."*""
Ademis, el estudio pudo evidenciar que aumentando
el nimero de embriones provenientes de CT en la
transferencia del grupo I, éste tiene una tendencia a
incrementar la tasa de gestaciones multiples. Esto se
apoya en estudios previos que muestran un marcado
incremento de las tasas de embarazo’ y embarazo
muiltiple’ cuando el grupo de transferencias incluye
tres embriones de buena calidad en lugar de uno
o dos. Con respecto al porcentaje de aborto, tam-
poco se observaron diferencias significativas entre
los dos grupos de estudio (CT - S vs. estadio PN),
lo cual estd de acuerdo con en el estudio realizado
por Aafke y colaboradores," quienes encontraron
un incremento de aborto en el grupo de pacientes
transferidas con embriones que no hicieron clivaje
temprano, comparado con el grupo de los que
clivaron tempranamente. Ahora bien, aunque la
diferencia no es estadisticamente significativa, ésto

es similar a lo que encontraron Lundin y su equipo
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de trabajo* cuando se dedicaron a analizar un gran
nimero de ciclos.

Con el presente estudio se esperaba obtener una
diferencia en la proporcién de embarazo de 55%
entre los grupos a comparar; sin embargo, los resul-
tados indican que no hay evidencia de una diferencia
en obtencién de embarazo en ambos grupos de
estudio con respecto al desarrollo embrionario a las
25 horas posinseminacién. La ausencia de diferencia
puede ser el resultado de una subestimacién del
tamafio muestral por lo que se recomienda realizar
un estudio con un tamafio de muestra mayor para
verificar asi los hallazgos del estudio.

Ademds, se recomienda, como estudio comple-
mentario, evaluar la tasa de embarazo en los grupos
de clivaje temprano - singamia o estadio pronuclear
categorizados. Aun asi, esta investigacién es el re-
sultado de procedimientos técnicos estandarizados
lo cual garantiza la validez de los datos.

En conclusion, el presente estudio mostré que
independientemente de que los cigotos hayan clivado
0 no a las 25 a 27 horas posinseminacién, no hay
diferencia significativa en cuanto a la obtencién del
embarazo en pacientes ovoreceptoras que recibieron

embriones provenientes de estos estadios (clivaje

Tabla 2. Caracteristicas de transferencia de embriones en pacientes con CT y S en comparacién con embriones que

no tuvieron clivaje temprano para pacientes ovoreceptoras abril de 2004 a diciembre de 2007 — FECUNDAR.

Clivaje temprano

Caracteristicas Y/ SITEELTTITEL
Grupo I
n=45
Edad (promedio) 38 (DS==* 6,64)

Nuamero de embriones transferidos
(Promedio)

Desarrollo endometrial
(Promedio-mm)

Tasa de aborto (%) 0
Tasa de embarazo (%) 44 4
Tasa de embarazo muiltiple (%) 36

Fuente: base de datos FECUNDAR.

3,2 (DS== 0,72)

9,9 (DS== 1,49)

Prontcleos Grupo 11

n=12 Valor p

38 (DS== 4,76) 0,6783

3,2 (DS== 0,45) 0,8219

10,3 (DS= = 1,21) 0,4716
4,44 0,457

41,7 0,863

0 0,090
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temprano-singamia y pronuclear), lo cual indica

que el resultado es exitoso para los dos grupos de

estudio.
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