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RESUMEN

En lafertilizacion in vitro (FIV) convencional, la exposicién de ovo-
citos a espermatozoides tiene un promedio de 16 a 20 horas. La ex-
posicién por largo tiempo puede limitar |as tasas de implantacion y
embarazo. La coincubacion corta de gametos ha demostrado tener
mejores resultados en cuanto a tasas de implantacion y embarazo.
Objetivos: Evaluar latasa de fertilizacion, implantacién y embara-
zo. Material y métodos: Fueron analizadas 284 pacientes atendidas
entre enero del 2000 y diciembre del 2006. Las pacientes fueron dis-
tribuidas en dos grupos de acuerdo al tiempo de incubacién de los
gametos. Grupo A (n = 225): 3,212 ovocitos coincubados por dos
horas. Grupo B (n = 59): 654 ovocitos coincubados por 16 a 20 ho-
ras. Resultados: Se observé mayor calidad embrionaria en el grupo
de coincubacion cortaen el dia 3 (p = 0.023). El porcentaje de sacos
gestacionales mostré diferencia significativa, lo mismo que latasa
de implantacion (p < 0.0001). La fraccion beta de la hormona corié-
nica gonadotrdéfica presenta val ores significativamente mayores en el
grupo A (p = 0.001y p < 0.001), respectivamente). La tasa de em-
barazo entre el grupo A (110/225 = 48.9%) y el grupo B (12/59 =
20.3%) resulto ser altamente significativa (p < 0.0001). Conclusio-
nes. Laexposicion corta de gametos incrementa | as tasas de implan-
tacion y embarazo. La calidad embrionaria en la coincubacion corta
es significativamente mejor.

Palabras clave: Fertilizacion in vitro, coincubacién, embarazo,
gametos, ovocitos.

INTRODUCCION

Lainfertilidad es una condicion comuan con impli-
caciones psicoldgicas, econdmicas, demograficas
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ABSTRACT

In conventional in vitro fertilization, the oocyte exposure to sperm
is 16 to 20 hoursin average. Long time exposure could limit the
implantation and pregnancy rate. The short gamete coincubation
has demonstrated better results on implantation and pregnancy
rates. Objectives. To evaluate fertilization, implantation and
pregnancy rates. Material and methods: 284 patients between
January 2000 and December 2006 were studied. Group A (n =
225), 3212 coincubated oocytes for 2 hours. Group B (n = 59),
654 coincubated oocytes for 16 to 20 hours. Results: The study
showed better embryo quality in the short coincubation group on
day 3 (p = 0.023). Implantation rate and gestational sac ratio
demonstrate a significant difference between groups (p < 0.0001).
/-hCG levels were significantly higher in group A (p = 0.001 and
p < 0.001 respectively). Pregnancy rate between group A (110/
225 = 48.9%) and group B (12/59 = 20.3%) result highly signifi-
cant (p < 0.0001). Conclusions: The short exposure of gametes
increases implantation and pregnancy rates. The embryo quality
using short coincubation is significantly higher.

Key words: In vitro fertilization, coincubation, pregnancy, ga-
metes, oocytes.

y médicas importantes. Es definida como la inca-
pacidad de concebir después de un afio de practi-
car relaciones sexuales con promedio de dos a tres
veces por semana sin el uso de algin método anti-
conceptivo. En general, la pareja normalmente fér-
til, posee solo un 20% de probabilidad de lograr
un embarazo por mes,! obteniendo un porcentaje
anual de probabilidad de embarazo de 93%.

Se han investigado diversos factores etiol6gicos
gue incrementan el riesgo de infertilidad. Los méas
frecuentes son edad, la tasa reproductiva disminu-
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ye mientras la edad aumenta,? y enfermedad pélvi-
ca inflamatoria, porque existe riesgo de dafio u
oclusion tubaria secundaria al proceso infeccioso.
También existen factores relacionados con el estilo
de vida como tabaquismo, que presenta un riesgo
relativo de infertilidad de 1.36;3 alcoholismo, el
cual afecta principalmente la fertilidad en hom-
bres; asi como dietay ejercicio extremo, porgue la
obesidad y |a pérdida excesiva de tejido graso li-
mitan la funcion hormonal normal. Los factores
ocupacionales y ambientales no han demostrado
un peso significativo en el érea de la infertilidad,
pero aumentan de manera significativa la tasa de
abortos espontaneos en caso de exposicion a ra-
diacion expedida por equipos de video* y a la te-
ratospermia presentada por individuos expuestos a
ciertos pesticidas, plomo y otros metales pesados.®

Desde el primer reporte de un embarazo huma-
no exitoso posterior a una fertilizacion in vitro
(FIV) en 1978, laFIV vy las técnicas de reproduc-
cion asistida han alcanzado un puesto importante
en el manegjo clinico de lainfertilidad.

Lafertilizacién in vitro (FIV) es el proceso me-
diante el cual los gametos (6vulo y espermatozoi-
de) se combinan en un plato de Petri, bajo un me-
dio ambiente estéril, con temperaturay pH contro-
lados, con el fin de obtener las caracteristicas idea-
les y el medio propicio para la fecundacion vy,
posteriormente, el desarrollo del embrién.

Por el contrario de la percepcion popular, lainci-
dencia genera de lainfertilidad se ha mantenido re-
lativamente sin cambio en las Ultimas tres décadas,
alcanzando 10.2% en mujeres de 15 a 44 anos,’
aungue la evaluacién y el tratamiento de la infertili-
dad haya cambiado draméticamente en este mismo
lapso de tiempo. Tres puntos han afectado en forma
directa este incremento. El primero fue la introduc-
cion de lafertilizacion in vitro (FIV), lo cual hain-
crementado la posibilidad de embarazo para un nu-
mero importante de paregjas infértiles; especialmente
en los casos de mujeres con factor tubario, en quie-
nes las salpinges se encuentran con dafio importan-
te o con previa esterilizacion, o de hombres en los
cuales los niveles de espermatozoides sanos para
lograr una fertilizacion normal no son éptimos. Se-
gundo, las mujeres buscan un embarazo a edades
mas tardias cuando son biol 6gicamente menos férti-
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les. Tercero, las pargjas infértiles se encuentran més
interesadas en su fertilidad y su relacion con su
edad, por lo que buscan técnicas de reproduccion
asistida (TRA) més pronto.”

Las técnicas de reproduccion asistida son todas
aguellas que involucran la directa manipulacion de
los ovocitos fuera del organismo, siendo la méas
comun la FIV. Estas nuevas técnicas han revolu-
cionado tanto la evaluacién como el tratamiento de
la infertilidad. La FIV consiste en una secuencia
de pasos altamente coordinados que se inician con
hiperestimulacion ovarica controlada (HOC) me-
diante gonadotropinas exdgenas, seguida de cap-
tura ovular guiada por ultrasonido transvaginal,
fertilizacion de los gametos en laboratorio y la
consecuente transferencia de embriones dentro de
la cavidad uterina a través del cérvix.

La tecnologia de reproduccién asistida es utiliza-
da ampliamente, siendo responsable de aproxima-
damente tres millones de nacimientos al afio.2 Con
el empleo de estas técnicas, |a tasa de embarazos
en la actualidad oscila entre 20 a 25% por ciclo de
tratamiento, cifra que lleva a una tasa acumulativa
posterior a cuatro intentos de 50 a 60%.°

Los métodos comunes de FIV suelen emplear
una incubacion prolongada de 6vulos y esperma-
tozoides (16-20 horas). Durante los ultimos 20
anos, se ha intentado mejorar la tasa de fertiliza-
cion, implantacion y embarazo. En 1996, Gianaro-
li describié la incubacion corta de gametos, los
cuales se coincubaban por sélo dos a cuatro horas.
Los resultados presentados tuvieron un aumento
significativo en las tasas de fertilizacion e implan-
tacion.10

A partir de la década de los 80, se postul6 la po-
sibilidad de exponer a los ovocitos y los esperma-
tozoides a un tiempo reducido debido a la teoria de
gue los radicales libres de oxigeno liberados por €l
exceso de espermatozoides en periodo de apopto-
sis en el mismo medio de cultivo en el que se en-
contraba el cigoto podria ser nocivo para la vida
del mismo.

Aunque existen autores que demuestran que la
coincubacion prolongada de gametos incrementa
las tasas de implantacion y embarazo,!! la gran ma-
yoria de expertos en el &rea exponen resultados en
donde la coincubacién corta de gametos (dos ho-
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ras), realmente incrementan significativamente las
tasas de fertilizacion, implantacién y embarazo.

A diferencia de la teoria de los radicales libres de
oxigeno, la de Dirnfeld sefiala que la coincubacion
prolongada produce engrosamiento de la zona pelU-
cida, lo cual afecta principalmente el proceso de im-
plantacion, ya que debe de existir ruptura de la zona
pellcida para libera asi a blastocisto a momento de
la implantacion. Una zona pellcida engrosada no
permite la liberacion del blastocisto lo que resulta en
falla en el mecanismo de implantacion.*?

Con base en lo expuesto, se realizo este estudio
cuyos objetivos fueron evaluar |la tasa de fertiliza-
cion, implantacion y embarazo en un centro de re-
produccién humana después de coincubacion cor-
tay coincubacion larga de gametos humanos.

MATERIAL Y METODOS

Estudio cuasiexperimental, de corte transversal, re-
trolectivo y analitico en el que fueron analizados
284 ciclos de fertilizacion in vitro (FIV).

Los criterios de inclusion fueron: mujeres con
diagnostico de infertilidad primaria o secundaria
sometidas a fertilizacion in vitro convencional.

Fueron seleccionadas un total de 284 mujeres
gue seguian tratamiento para FIV entre enero del
2000 y diciembre del 2006. Las pacientes fueron
distribuidas en dos grupos de acuerdo a tiempo
de incubacion de los gametos. En el grupo A (n =
225), los gametos fueron coincubados por un lap-
so de dos horas; posteriormente, el cumulus fue re-
movido y los 6vulos fueron colocados en un plato
de cultivo con medio de cultivo fresco. En el gru-
po B (n = 59), los gametos fueron incubados de
manera tradicional durante la noche por un tiempo
de 16 a 20 horas.

Los ovocitos fueron calificados conforme a su
madurez en la captura, y se incubaron durante las
cuatro horas previas a la fertilizacion en medio P1
con 10% de sustituto de suero sintético (SSS; Irvine
Scientific, Santa Ana, CA, USA). Los espermatozoi-
des fueron preparados por centrifugacion en gra-
diente de densidad Isolate (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA, USA). Lafertilizacion se realizo utilizan-
do 150 x 10° espermatozoides maviles por plato en
un volumen de 200 uL, recubiertos por aceite mine-
ral. En el grupo | (exposicion corta), 3,212 ovocitos
fueron retirados del medio de inseminacion tras una
exposicion de dos horas. Estos ovocitos fueron en-

Cuadro I. Caracteristicas generales y causas principales de infertilidad de las pacientes incluidas en los grupos de estudio.

Grupo A Grupo B
(incubacién corta) (incubacion larga)
Caracteristicas (n = 225) (n=59)
Edad (afios) 315+6.7 34.6+4.6
Causas principales de infertilidad (%)
Masculino 28.4 27.1
Endometriosis 13.3 18.6
Miomatosis uterina 31 8.5
Factor tuboperitoneal 26.2 339
Inmunolégico 4.4 —
Falla ovérica prematura 16 —
Sindrome de ovario poliquistico 3.6 —
Esterilidad tubaria previa 2.7 10.2
Idiopatica 2.2 1.7
NUmero total de ovocitos capturados 3,298 692
Promedio de ovocitos capturados
por ciclo de estimulacion 147478 117475
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Cuadro II. Tasas de fertilizacion, calidad embrionaria (dia 3), implantacion y embarazo y significancia entre grupos de estudio.
Grupo A Grupo B p

Ovocitos capturados (total) 3298 692 No valorable
Ovocitos inseminados (total) 3212 654 No valorable
Ovocitos fertilizados (total) 2338 429 No valorable
Tasa de fertilizacion 735 72.0 0.220
Calificacion de embriones (dia 3) 4.0 3.6 0.023
Sacos observados mediante ultrasonido (% ciclo) 0.68 + 0.87 0.29+0.72 <0.0001
Tasa de implantacion (%) 24.4 6.6 <0.0001
B-hCG dia 10 postransferencia de embriones (mU/mL) 112.8 24.7 0.001
B-hCG dia 12 postransferencia de embriones (mU/mL) 650.2 59.3 <0.001
Tasa de embarazo 110 (48.9%) 12 (20.3%) <0.0001

B-hCG = Fraccion beta de hormona coriénica gonadotréfica.

juagados cuidadosamente y posteriormente cultiva-
dos en medio P1-SSS fresco. En el grupo Il (exposi-
cion estandar) se coincubaron 654 gametos durante
el tiempo convencional de 18 horas. La observacion
de dos pronucleos se realiz6 en ambos grupos 18
horas posteriores a la exposicion de los ovocitos
con |os espermatozoides.

Después de realizar la calificacion de los cigo-
tos, se procedié al cultivo embrionario en micro-
gotas de 40 uL con medio P1-SSS, colocando no
mas de tres embriones por microgota.

La transferencia de los embriones fue realizada
a las 72 horas de la captura con un catéter de
transferencia de Marrs (Cook Ob/Gyn, USA).

Andlisis estadistico. Se utilizd6 el programa
SPSS version 10 para Windows. Se utilizaron va-
riables numéricas de tipo nominales y escalares.

Se empled la prueba de Kolmogorov-Smirnof
para determinar la normalidad de la muestra. Las
variables numéricas escalares se resumen con me-
diana e intervalo intercuartilar [Md (25°-75°)]. Se
define la mediana como el valor que deja a cada
lado la mitad de los valores de la muestra, €l inter-
valo intercuartilar son los valores que se incluyen
entre |las percentilas especificadas. Las variables no-
minales se resumen en frecuencias y porcentgjes.

Se usO la prueba de U de Mann-Whitney para
comparar las variables numéricas escalares. Se uti-
liz6 la prueba de X2 de Pearson o exacta de Fisher
para las variables nominales.

Se considerd nivel de significancia estadistica
con un valor de p < 0.05

RESULTADOS

Se revisaron 284 ciclos de fertilizacién in vitro
realizados entre enero de 2000 y diciembre de
2006.

El cuadro | muestra las caracteristicas generales
y causas principales de infertilidad de las pacientes
incluidas en los grupos de estudio. Se observa que
no hubo diferencia entre las edades, ni en el nime-
ro total de ovocitos capturados en ambos grupos.

En el cuadro Il se observa que latasa de fertili-
zacion resulté comparable (p = 0.22). La calidad
embrionaria entre ambos grupos resulta ser signifi-
cativa, encontrando mayor calidad en el dia 3 en
el grupo de coincubacién corta (p = 0.023). El por-
centaje de sacos gestacionales por ciclo observa-
dos por ultrasonido resultaron tener diferencia alta-
mente significativa entre ambos grupos, asi como
la tasa de implantacion, obteniendo un valor de p
< 0.0001 en ambos casos. Se midieron los niveles
de fraccion beta de hormona corionica gonadotroé-
fica (b-hCG) en suero materno en los dias 10 y 12
posterior a la transferencia embrionaria, encon-
trando valores significativamente mayores en el
grupo A, con p = 0.001 y p < 0.001, respectiva-
mente. La tasa de embarazo entre el grupo A (110/
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225 = 48.9%) y grupo B (12/59 = 20.3%) resultd
ser altamente significativa (p < 0.0001).

DISCUSION

Dentro de lafertilizacion in vitro convencional, los
gametos humanos son coincubados por 16-18 ho-
ras para dar el tiempo suficiente para obtener una
tasa de fertilizacion optima. Aunque existe un es-
tudio que describe mejores resultados en cuanto a
tasa de embarazo a favor de la coincubacion lar-
ga,! el proceso de fertilizacion generalmente es
completado dentro de las primeras dos horas y la
exposicion prolongada de ovocitos a espermato-
zoides no es necesaria.’® De hecho, esta corta ex-
posicion es suficiente para lograr tasas de implan-
tacion y embarazo ain mejores que la exposicion
larga (Cuadro 11). Estos resultados concuerdan
con observaciones realizadas por otros auto-
res.1%13 | os efectos benéficos de la coincubacion
corta pueden ser debidos a la ausencia del exceso
de espermatozoides muertos, 1o que disminuye la
exposicion del cigoto a grandes concentraciones
de radicales libres de oxigeno en el medio de culti-
vo. Estos radicales libres producen endurecimiento
de la zona pellcida, 1o cua reduce la expulsiéon
del embrion a través de éstay, a su vez, ocasiona
disminucién en su viabilidad y en su implantacion.

CONCLUSIONES
El presente estudio demuestra que la exposicion

corta de gametos humanos incrementa significati-
vamente las tasas de implantacion y embarazo en

comparacion con la exposicion larga. Aungue no
existe diferencia en la tasa de fertilizacion, la cali-
dad embrionaria en la coincubacion corta es signi-
ficativamente mejor.
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