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DR LUIS GUZMAN :

SIMPOSIO: TECNOLOGIA DE LABORATORIO EN REPRODUCCION ASISTIDA
SYMPOSIUM: LABORATORY TECHNOLOGY IN ASSISTED REPRODUCTION

MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS:
UNA ALTERNATIVA EN TECNICAS DE
REPRODUCCION ASISTIDA

Resumen

La maduracion in vitro (MIV) de ovocitos es una técnica reproductiva que genera ovocitos
capaces de soportar el desarrollo preimplantacional del embrién y su desarrollo completo a
término, que ha venido siendo usada por mucho tiempo en animales, pero en humanos es
aln una tecnologia emergente. En la Gltima década se han realizado estudios con el objetivo
de mejorar la eficiencia de la tecnologia; el avance alcanzado en los medios comercialmente
disponibles muestran aun resultados inferiores al compararlos con técnicas reproductivas
tales como fecundacion in vitro (FIV). Sin embargo, la colecta de ovocitos maduros en ciclos de
hiperestimulacion con gonadotropinas aumenta el riesgo del sindrome de hiperestimulacion
ovarica (SHEO) y ninguna de las estrategias usadas para predecirlo ha eliminado por completo
este riesgo. Es por ello, que la aplicacion de procedimientos de MIV muestra perspectivas muy
interesantes en pacientes con ovario poliquistico (OPQ) y sindrome de ovarios poliquisticos
(SOPQ), diagndstico de cancer y problemas de falla de maduracion de ovocitos. Por tanto, son
necesarios los estudios para la optimizacion de esta tecnologia, de manera de llegar a ser una
técnica rutinaria en los laboratorios de reproduccion asistida.

Palabras clave: Maduracion in vitro, ovocito, células del cimulo, fertilizacion in vitro, inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides.

Invasive procedures in pre natal diagnosis

ABSTRACT

Oocyte in vitro maturation (IVM) is a repro-
ductive technique that generates oocytes
capable of supporting preimplantation
embryo development and its complete de-
velopment, which has been used fora long
time in animals but in humans is still an
emerging technology. In the last decade,
studies have been conducted in order to
improve the efficacy of that technology; re-
sults obtained by using commercially avail-
able media are still inferior to reproductive
techniques as in vitro fertilization (IVF).
However, collection of mature oocytes in
gonadotropins’ hyperstimulated cycles
increases the risk of ovarian hyperstimu-

lation syndrome (OHSS) and none of the
strategies used to predict its occurrence
has completely eliminated the risk. For
that reason, implementation of IVM pro-
cedures shows interesting perspectives
in patients with polycystic ovary (PCO) and
polycystic ovary syndrome (PCOS), cancer
diagnosis and oocyte maturation failure.
Therefore, research is needed in order to
optimize this technology which could be-
come a routine technique in assisted re-
production laboratories.

Keywords: In vitro maturation, oocyte, cu-
mulus cell, in vitro fertilization, intracyto-
plamatic sperm injection.
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INTRODUCCION

La maduracién in vitro de ovoci-
tos (MIV) es aplicada con éxito en
animales, como los bovinos ), Las
primeras expetiencias en humanos
no mostraron resultados exitosos @;
no obstante, recientes investigacio-
nes han mostrado una mejora en los
resultados, los cuales son compara-
bles a los logrados en ciclos de fer-
tilizacion in vitro (FIV) ¢9. La MIV
tiene el potencial de ser una técnica
que podtia ser usada ampliamente
en los laboratorios de reproduccién
asistida humana, debido a que para
el crecimiento de los foliculos y ma-
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duracién de los ovocitos in vitro no
se requiere grandes cantidades de
gonadotropinas, y asi se evita los
molestias e inconvenientes clinicos,
climina virtualmente el riesgo del
sindrome de hiperestimulacién ova-
rica (SHEO), disminuye el costo del
tratamiento y minimiza todo riesgo
potencial por el uso de concentra-
ciones suprafisiologicas de hormo-
nas en los tejidos (ovarios, endome-
trio y tejido mamario) ©.

MIV - ASPECTOS CLINICOS
¢Queé tipo de pacientes?

Toda paciente puede ser sometida
a este tipo de tratamiento, habién-
dose reportado procedimientos de
MIV en mujeres con ciclos regula-
res ) ovatio poliquistico (OPQ)
19y sindrome de ovatios poliquis-
tico (SOPQ) 12, Sin embargo, las
pacientes preferentemente elegidas
para MIV son aquellas diagnostica-
das como OPQ y SOPQ, quienes
poseen un gran numero de foliculos
antrales disponibles por ovario; por
tanto, tienen mayor tiesgo de sufrir
una hiperestimulacion ovarica. La
MIV también ha sido descrita en
mujeres con respuesta baja ante el
estimulo hormonal ¥ con tasas de
embatazo de 37,5% en una setie de
ocho ciclos de MIV y con edad pro-
medio de 30 afios.

El cancer es uno de los mayores
problemas de salud a nivel mun-
dial y la preservacién de la fertili-
dad en estos pacientes a través de
la criopreservacién de ovocitos y
embriones es un area que estd sien-
do explorada por distintos grupos
de investigacion. En la actualidad
existen diferentes métodos de pre-
servacion de la fertilidad y la MIV
presenta ventajas respecto a otras
técnicas aun en desarrollo, debido a
que se puede recolectar ovocitos de
ovarios no estimulados, madurarlos
in vitro y posteriormente vitrificar
ovocitos y/o embtiones Y. En una
serie de 18 pacientes con cancer
de mama se recolecté 267 ovoci-
tos; luego de 48 horas de MIV en
medio de cultivo, el porcentaje de

maduracién fue 72,5%, logrando-
se vitrificar 191 ovocitos, con una
mediana de 7 y un rango de 1 a 22.
Para el caso de embriones, en una
serie de 20 pacientes, se inyect6 144
ovocitos; el porcentaje de fecunda-
cién fue 78,8% (F21,1) y se logrd
congelar 104 embriones, con una
mediana de 4 y un rango de 1 a 13
embriones por paciente. Para estos
casos en particular, las pacientes
no son estimuladas y por tanto la
concentracion de gonadotropinas y
estrogenos se mantienen en niveles
fisiologicos (condicién importante
para enfermedades oncoldgicas). El
promedio de dias requerido para la
colecta de ovocitos fue de 13 dias;
esto ultimo puede ser considerado
una desventaja, por el tiempo que
una paciente tendrfa que esperar
para iniciar con el tratamiento on-
coldgico .

ESTIMULACION

La MIV no requiere de la hiperes-
timulacion del ovario, mejorando la
comodidad de la paciente y disminu-
yendo los costos de los tratamientos
de infertilidad. De esta manera, en
un tratamiento de MIV no es ne-
cesario el uso de grandes dosis de
gonadotropinas, pero s{ una ligera
estimulacién mejora la eficiencia de
MIV en algunos tipos de pacientes
(ciclos regulares, OPQ y SOPQ) ©.

En un pequefio estudio aleatorio
se investigo si la ligera estimulacién
con FSH mejora el éxito de MIV en
mujeres con ciclos regulares compa-
rado con pacientes sin estimulacion
(no uso de FSH — ciclos naturales).
En esta serie, una dosis de FSH (150
1U) fue administrada diariamente de
3 a 6 dfas, empezando el dia 3 del
ciclo, seguida de la colecta de ovo-
citos el dfa 9 a 10 del ciclo (24 a 72
horas después de que el foliculo
dominante alcanzara los 10 mm de
diametro); sin embargo, este estudio
no pudo demostrar diferencias en el
éxito de MIV (9.

El primer reporte del uso de la
hormona gonadotropina coribnica

(hCG) fue el publicado por Chian y
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col ™, donde con una inyeccién de
10 000 TU de hCG 36 horas antes de
la colecta de ovocitos comunica los
primeros embarazos en 2 pacientes.
Posteriormente, en un estudio alea-
torio se determin el efecto de hCG
en pacientes con OPQ y SOPQ,
comparando 13 pacientes que reci-
bieron la inyeccién de hCG con 11
pacientes que no la recibieron; ob-
servaron un incremento significati-
vo en el porcentaje de maduracion
de los ovocitos en el grupo tratado
con hCG. Sin embargo, el éxito de
embarazos fue similar en ambos
grupos (38,5% en el grupo de hCG
y 27,5% en el grupo sin hCG).

El mayor estudio aleatorio publica-
do, con 400 pacientes, esta relacio-
nado al uso de diferentes protocolos
de estimulacién con gonadotropi-
nas en mujeres con ciclos regula-
res, divididas en 4 grupos con igual
numero de voluntarias; grupo A sin
estimulacién (ciclo natural); grupo
B, ciclo natural + hCG 10 000 1U;
grupo C, FSH 150 IU por 3 dias;
grupo D, FSH 150 IU por 3 dias y
hCG 10 000 IU. EI grosor del en-
dometrio el dia de la aspiracién fue
7,9 mm, 8,3 mm, 8,6 mm y 9,1 mm,
respectivamente, para cada uno de
los grupos. El porcentaje de madu-
racion de los ovocitos fue 82,1% en
el grupo D comparado con 48,8%
en el grupo A, 60,4% en el grupo
By 50,8% para el grupo C. El pot-
centaje de embarazos por embrién
transferido también demostrd ser
significativamente supetior en el
grupo D, con 29,9% comparado
con 15,3%, 7,6% y 17,3% en los
grupos A, B y C, respectivamente.
Concluyeron que el uso de una li-
gera estimulacién gonadotrépica
en ciclos de MIV es una eficiente
alternativa que permite resultados
favorables, sin incrementar el costo
y los tiesgos en la paciente 9. Sin
embargo, otros estudios similares
con menor nimero de pacientes y
con diagnéstico de OPQ y SOPQ
61922 muestran resultados no com-
parables; por tanto, es ain necesatio
estudiar y definir un protocolo de
estimulaciéon apropiado para cada
tipo de paciente.



COLECTA DE OVOCITOS

El fluido folicular es aspirado en tu-
bos de coleccién conteniendo me-
dio de cultivo con 2 IU de hepari-
na, la cual previene la formacion de
coagulos de sangre durante la colec-
ta; se requiere multiples punciones
debido a la presidén baja usada .
Para aislar los complejos ciimulo-
ovocito (CCO) se usa un filtro de
70 um @, El fluido folicular co-
lectado es filtrado y el filtro lavado
con medio de cultivo que contiene
suero-albumina humana (SAH) y 4
(2-hidroxietil) - acido 1-piperazine-
tanosulfénico (HEPES); los CCO
son identificados en un microsco-
pio estereoscopico. Las diferencias
morfologicas existentes entre los
ovocitos colectados pueden variar
dependiendo del protocolo de es-
timulacién de la paciente; los CCO
colectados de pacientes con ciclos
naturales o estimulados con FSH
tienen similar morfologia. Los ovo-
citos colectados pueden ser clasifi-
cados como dispersos, compactos
0 escasos; esta clasificacion se basa
en la morfologia de las células del
camulo (CC). Los ovocitos con CC
disperso solo se les encuentra en ci-
clos de MIV donde se ha adminis-
trado hCG; asi tenemos que, des-
pués de 36 horas de administrada se
puede encontrar 42,6% de ovocitos
con CC disperso ®.

En protocolos de estimulacion que
no usan hCG, los ovocitos inmadu-
ros con multiples capas de CC han
mostrado un mayor potencial de
desarrollo embrionario que aque-
llos con escasos CC; sin embargo,
no existe diferencia en los indices de
MIV y fecundacién 7.

En pacientes con SOPQ, los ovo-
citos estimulados con hCG madu-
ran in vitro en menor tiempo en
comparacién con los no estimula-
dos (8529 ademds, muestran una
tasa de formacién de blastocistos
de 40% comparados con 23,3% y
23,1% en ovocitos con CC com-
pactos y escasos, respectivamente
@), Por tanto, en las publicaciones
sobre ciclos de MIV se demuestra
que los ovocitos que maduran mas
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rapido muestran un mejot potencial
de desarrollo embrionario que los
no estimulados; esto puede ser de-
bido a que la estimulacion in vivo de
los ovocitos con dosis altas de hCG
(10 000 IU) permite el desarrollo e
inicio de la maduracién in vivo de
los ovocitos @

¢Qué dia del ciclo se debe reali-
zar la colecta de los complejos
cimulo-ovocito (CC0)?

El dia 6ptimo de la colecta de ovo-
citos en MIV estd basado en la
presencia y didmetro del foliculo
dominante (FD). Se ha encontrado
en mujeres no estimuladas con hCG
en ciclos regulates, el grupo de foli-
culos pequefios puede producir em-
briones viables en los ciclos donde
el FD es 12 mm (31), <13 mm © o
<14 mm ©9; sin embargo, otros in-
vestigadores sugieren la cancelacién
del ciclo si el FD es mayor a 10 mm
@132 Por tanto, en este tipo de pa-
cientes es dificil de concluir si el FD
afecta los resultados en MIV.

En pacientes estimuladas con hCG,
se ha descrito que no existen dife-
rencias en la calidad embrionaria de
los ovocitos colectados; pero, una
disminucién en las tasas de emba-
razos clinicos e implantacién es de-
pendiente del tamafio del FD. Asi,
en el grupo cuyo FD fue mayor a 14
mm, la tasa de embarazo fue 5,9%
(1/17) y en el grupo donde el FD
iba desde 10 a 14 mm en el momen-
to de la colecta, la tasa de embarazo
fue 38,7% (12/31) ©. Estos resulta-
dos sugieren que se puede lograr un
incremento en la tasa de embarazo
si el procedimiento de MIV es reali-
zado posterior a la estimulacién con
hCG y el FD alcanza un didmetro
de 10 2 14 mm @, Otro factor im-
portante para elegir el dia adecuado
de la colecta de ovocitos es el espe-
sor del endometrio, que se sugiere
que sea mayor a =6 mm ©.

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA
Y PREPARACION DEL ENDOME-
TRIO

La mayor parte de centros de repro-
duccién asistida realiza la transfe-
rencia embrionaria el dia 2 o 3, en

ciclos de MIV, con el objetivo de
disminuir la probabilidad de que
no desarrollen los embriones hasta
el estadio de blastocisto. Ademas,
como las tasas de implantacién son
relativamente bajas en MIV, una
mayor cantidad de embriones es
transferida en ciclos de MIV con
el objetivo de obtener tasas razona-
bles de embarazo; sin embargo, se
podtia obtener embarazos multiples
89, Asi, Son y col @ describen que,
en pacientes con mas de 7 zigotos y
3 o0 mis de ellos eran embriones de
buena calidad el dia 3, obtuvieron
41,5% de formacion de blastocistos
y una tasa alta de embatazos clini-
cos ¢ implantacién (51,9%, 26,8%,
respectivamente) luego de la trans-
ferencia de uno o tres blastocistos.
Por tanto, se proponen determinar
el dia de la transferencia basado en
la calidad y numero de embriones
disponibles en el dia 3 luego de la
colecta de ovocitos. La preparacion
adecuada del endomettio es esencial
para cualquier procedimiento de re-
produccién asistida; asi, la adminis-
tracién de estrégeno y progesterona
es de uso comun en diferentes estu-
dios ©, con protocolo estindar de 6
mg diarios de estrégeno oral, segui-
do de progesterona (600 mg/d) via
vaginal, administrando la primera
dosis de estrégeno en la vagina una
vez terminado el procedimiento de
colecta de ovocitos.

CONCLUSIONES

Las recientes publicaciones mues-
tran que MIV ha tenido un rapido
auge en su uso a nivel mundial,
como una técnica alternativa en téc-
nicas de reproduccion asistida. Sin
embargo, los resultados mostrados
entre los distintos grupos con res-
pecto a las tasas de implantacion,
embarazos y abortos espontineos
no son consistentes y reproduci-
bles. Esto probablemente se deba
a las diferentes practicas clinicas, la
poblacién de pacientes, eleccion del
dia de la colecta de ovocitos, con-
diciones de los medios de cultivo
y técnicas de preparacion del en-
dometrio. Por estas razones es aun
prematuro ofrecer MIV a todas las
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pacientes, pero es una opciéon que
debe ser tomada en cuenta para pa-
cientes con tiesgo alto de SHEO.

Debido a las variaciones en los re-
sultados comunicados, se hace ne-
cesario investigar nuevas alternati-
vas que mejoren los actuales medios
de cultivo para MIV disponibles y
se establezca protocolos de estimu-
lacién y de preparacion del endome-
trio para cada tipo de paciente, todo
ello con el objetivo de que la MIV
sea una técnica que pueda ser usada
de manera rutinaria como procedi-
miento de reproduccion asistida.
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