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Microscopia de luz polarizada para
evaluacion de ovocitos como factor
prondstico en la evolucion de un
ciclo de reproduccion asistida

Gonzalez-Ortega C,* Cancino-Villarreal P! Alonzo-Torres VE,* Martinez-Robles
I,! Pérez-Pefia E,? Gutiérrez-Gutiérrez AM*

en técnicas de reproduccion asistida la identificacion
de los mejores embriones para transferir es decisiva. En la Gltima década
se han evaluado varios criterios morfolégicos para ovocitos y embriones
en relacién con su potencial para predecir la viabilidad. La introduccién
de la microscopia de luz polarizada permite la visualizacién del huso
meidtico y de las diferentes capas que conforman la zona peltcida
en ovocitos humanos con base en su birrefringencia de una manera
no invasiva. Se reportan resultados contradictorios respecto del valor
predictivo en ciclos de ICSI.

examinar la capacidad predictiva de la visualizacién del
huso meidticoy la birrefringencia de la zona peltcida en relacién con
la calidad ovocitaria y los resultados de ICSI.

estudio prospectivo y observacional efectuado
para evaluar la visualizacion del huso meidtico, la birrefringencia de la
zona pellcida y correlacionar estos elementos con los resultados de ICSI.

se incluyeron 94 ciclos y se analizaron 903 ovocitos que
se compararon mediante visualizacién del huso meidtico y birrefringen-
cia de la zona pelticida en mujeres de diferentes edades: se encontré que
ambos disminuyen conforme mas edad se tiene. La tasa de fertilizacion
fue significativamente mayor en ovocitos con huso meiético visible ver-
sus no visible (81.3 vs 64%; p<0.0001). La calidad embrionaria también
fue significativamente mayor (47.4 vs 39%; p<0.01). Se observé mayor
fertilizacién en ovocitos con birrefringencia positiva vs birrefringencia
negativa (77.5 vs 68.5%; p=0.005) sin diferencias significativas en la
calidad embrionaria. Los ovocitos de ciclos gestantes tuvieron mayores
valores de birrefringencia de la zona pelicida y huso meiético visible
que los ciclos no gestantes (p<0.05).

la microscopia de polarizacién mejora la seleccién
de ovocitos lo que se traduce en desarrollo de embriones con mayor
potencial de implantacién. Su utilidad, aunada a métodos de seleccion
espermdtica, cultivo a blastocisto y transferencias diferidas contribuye
a transferir menos embriones y acercarse a la transferencia de un solo
embrién sin disminuir las tasas de recién nacidos Gnicos.

microscopia de polarizacion, birrefringencia, huso
meidtico, zona peldcida.
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Polarized light microscopy for
evaluation of oocytes as a prognostic
factor in the evolution of a cycle in
assisted reproduction

Gonzélez-Ortega C,* Cancino-Villarreal P,* Alonzo-Torres VE,* Martinez-Robles
1,1 Pérez-Pefia E,> Gutiérrez-Gutiérrez AM*

Identification of the best embryos to transfer is a key
element for success in assisted reproduction. In the last decade, several
morphological criteria of oocytes and embryos were evaluated with
regard to their potential for predicting embryo viability. The introduction
of polarization light microscopy systems has allowed the visualization
of the meiotic spindle and the different layers of the zona pellucida in
human oocytes on the basis of birefringence in a non- destructive way.
Conflicting results have been reported regarding the predictive value
in ICSI cycles.

To assess the predictive ability of meiotic spindle and
zona pellucida of human oocytes to implant by polarized microscopy
in ICSI cycles.

Prospective and observational clinical
study. 903 oocytes from 94 ICSI cycles were analyzed with polar-
ized microscopy. Meiotic spindle visualization and zona pellucida
birefringence values by polarized microscopy were correlated with
ICSI cycles results.

Meiotic spindle visualization and birefringence values of
zona pellucida decreased in a direct basis with increasing age. In
patients aged over the 35 years, the percentage of a visible spindle
and mean zona pellucida birefringence was lower than in younger
patients. Fertilization rate were higher in oocytes with visible meiotic
spindle (81.3 % vs 64%; p< 0.0001), as well as embryo quality (47.4
% vs 39%; p=0.01). Fertilization rate was higher in oocytes with posi-
tive values of birefringence (77.5 % vs 68.5% p=0.005) with similar
embryo quality. Conception cycles showed oocytes with higher mean
value of zona birefringence and visible spindle vs no- conception
cycles (p<0.05).

Polarized light microscopy improves oocyte selec-
tion, which significantly impacts in the development of embryos with
greater implantation potential. The use of polarized light microscopy
with sperm selection methods, blastocyst culture and deferred embryo
transfers will contribute to transfer fewer embryos without diminishing
rates of live birth and single embryo transfer will be more feasible.

Polarization microscopy; birefringence; spindle; zona
pellucida
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La seleccion de embriones con mayor potencial
de implantacién ha sido uno de los mayores
retos en reproduccion asistida, por su reper-
cusion en las tasas de recién nacidos Gnicos
sanos. Al inicio, la transferencia de mdltiples
embriones se utilizé para maximizar las tasas
de embarazo, desafortunadamente también las
de embarazos mdltiples. En la actualidad se
han propuesto varios métodos para identificar
al mejor embrién a transferir y muchos de ellos
se basan en la bisqueda de factores pronésticos
relacionados con las caracteristicas morfoldgicas
y funcionales de los gametos. Por lo que hace
a los espermatozoides se han propuesto: la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoi-
des morfolégicamente seleccionados (IMSI)," la
utilizacién de columnas de anexina (MACS), la
seleccion de espermas con acido hialurénico
(PICSI), entre otras.

Para seleccionar los mejores ovocitos y poder
predecir la calidad ovocitaria, la tasa de ferti-
lizacion y el desarrollo embrionario, la mayor
parte de las evaluaciones toman en cuenta el
tamafio, la forma del cuerpo polar, granularidad
citoplasmatica, dismorfismos ovocitarios extra
e intracelulares, grosor y coloracién de la zona
pelicida y el aspecto del espacio perivitelino.?
Sin embargo, el valor predictivo del criterio
utilizado en estos estudios sigue siendo motivo
de controversia.

La microscopia de polarizacion® es una técnica
no invasiva para evaluar ovocitos humanos. El
andlisis por imagen del huso meiético con la
microscopia de luz polarizada mejora el estudio
no invasivo de la arquitectura de los ovocitos
humanos vivos sin afectar su viabilidad.>* Esta
técnica no requiere preparacion previa, como
fijaciéon o tincion. Permite visualizar y medir
estructuras birrefringentes dindmicamente en
células vivas. Cuando dos rayos de luz polari-

zada pasan a través de estructuras filamentosas
sumamente ordenadas, como el huso meidtico
compuesto por microtibulos, éstas sufren una
desaceleracion y el cambio resultante se mide
y cuantifica.’ Este valor es directamente propor-
cional a la densidad de los microtibulos.®

La capa interna de la zona peldcida es la que
emite la mayor cantidad de birrefringencia.
Esta es una propiedad 6ptica inherente de las
moléculas altamente ordenadas, como los mi-
crotibulos del huso meiético y las glicoproteinas
filamentosas que forman la estructura trilaminar
de la zona peldcida. Cuando estas estructuras se
iluminan con la luz polarizada del microscopio,
se visualizan como estructuras brillantes. El refle-
jo luminoso se mide y cuantifica con un sistema
de computo de analisis de imagen.*

Los estudios publicados de microscopia de pola-
rizacién con ovocitos con huso meiético visible
o con birrefringencia en el mismo o en la capa
interna de la zona pelicida en ciclos de ICS],
son contradictorios respecto del valor predictivo.
Algunos muestran incremento en las tasas de fer-
tilizacion,®’ calidad embrionaria,®®'°formacién
de blastocistos,* y de embarazo,®'®'" mientras
que otros no encuentran diferencias o sélo en
alguno de los parametros analizados.”#1%15

Esta controversia se explica, en parte, por la
naturaleza sumamente dinamica del huso
meidtico durante la maduracion del ovocito. En
un estudio realizado por Montag se examiné la
transicion de metafase | a metafase Il en ovoci-
tos humanos mediante time lapse,'®y se observé
que algunos ovocitos clasificados como metafa-
se ll, basados en la presencia del primer cuerpo
polar por microscopia de luz convencional, al
observarlos con microscopia de polarizacién
estaban en telofase | temprana, con una parte
del huso meiético adn unido al cuerpo polary
al ooplasma. Este estudio también revel6 que,
por un tiempo considerable, el huso meidtico
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desaparece en la telofase | y se vuelve a formar
alrededor de 40-60 minutos mas tarde, lo que
explica los resultados contradictorios asentados
en la bibliografia. Es importante considerar la
susceptibilidad del huso meiético segin las
condiciones externas, como: temperatura, pH
y dafio mecanico debido al pipeteo agresivo
durante la denudacién del ovocito.” En estu-
dios basados en la evaluacion de la estructura
del huso meiédtico es indispensable el estricto
control de tales variables.®

El objetivo de este estudio fue: examinar la capa-
cidad predictiva del huso meiético y los valores
de birrefringencia de la capa interna de la zona
pelcida en relacién con la calidad ovocitaria y
su correlacién con los resultados de ICSI.

Estudio prospectivo y observacional del analisis
de ciclos de ICSI. La estimulacion ovérica se
efectu6 con FSH recombinante (Gonal-F; Serono,
México) y se inici6 el segundo dia de la mens-
truacion con 300 Ul subcutdneas diarias. Todos
los ciclos se realizaron con un protocolo flexible
de antagonistas de la GnRH (Cetrotide; Serono,
México). Cuando dos foliculos alcanzaban 14
mm de didmetro se iniciaba la aplicacién diaria
subcutdnea. La monitorizacién del desarrollo
folicular se efectué con ultrasonidos vaginales.
El disparo de la ovulacion se realizé cuando
se detectd, al menos, 1 foliculo de 20 mm de
diametro con hGC recombinante (Ovidrelle;
Serono, México); 36 h después se efectud la
aspiracion folicular por medio de puncién trans-
vaginal guiada por ultrasonido.

Después de identificar los complejos ovocito-
corona-cimulus se lavaron en HTF con hepes
(Lifeglobal) complementado al 5% de HSA y
conservados en un ambiente de 5% de CO,,
5% O,y 90% N,, a 37 °C. Dos horas después
de la captura ovular se removieron las células
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del camulus con 80 Ul/mL de hialuronidasa
(invitrocare) y pipeteo mecanico; los ovocitos
se evaluaron para su maduracién como: 1)
Vesicula germinal (VG), con una VG intacta; 2)
Metafase | (MI) con ausencia de vesicula germi-
nal o del primer cuerpo polar (CP) y 3) Metafase
I, con el primer cuerpo polar. Los ovocitos se
mantuvieron en medio global (Lifeglobal) com-
plementado con 5% de HSA y se colocaron en
la incubadora durante una hora antes de evaluar
la existencia (Figura 1) o no (Figura 2) del huso
meidtico, medir la birrefringencia de la zona
pelicida y catalogarla como positiva o negativa
(Figuras 3 y 4).

Para evaluar la existencia o no del huso meiético
y medir la birrefringencia de la zona pelicida
se colocaron individualmente solo los ovocitos
en estadio de Mll en gotas de 5 mL de HTF con
hepes (Lifeglobal) en una placa con fondo de
cristal (FluoroDish) cubierta con parafina liquida,
al menos una hora después de decumularse. Las
imagenes se analizaron con un microscopio
invertido (Olympus 1X71, Tokio, Japén) equi-
pado con un programa de imagenes (OCTAX
EyeWare with PolarAide). Para la medicién fue
indispensable mantener un estricto control de la
temperatura de la platina térmica del microsco-
pio invertido a 37°C.

Para valorar la existencia o ausencia del huso
meidtico fue necesario utilizar micropipetas de
holding y de ICSI para rotar el ovocito hasta co-
locarlo con el cuerpo polar a las 6 horas, hasta
corroborar la presencia (Figura 1) o ausencia
del huso meidtico (Figura 2). Inmediatamente
después se midi6 la birrefringencia de la capa
interna de la zona pelicida con la funcién auto-
matica del programa de cémputo, que calcula en
tiempo real la puntuacién de la birrefringencia
de la capa interna de la zona peltcida basada
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en su intensidad y distribucién en 180 puntos
distintos (Figuras 3 y 4).

Para determinar la capacidad predictiva de la
microscopia de polarizacién en los ovocitos
estudiados se consideraron los siguientes pa-
rametros:

1) Presencia o ausencia del huso meiético y
su correlacion con la tasa de fertilizacion y
buena calidad embrionaria de los ovocitos
micro-inyectados (n= 903).

Huso meiético visible.

Huso meidtico no visible.

2)

3)

4)

Visibilidad o no del huso meiético en mujeres
de diferentes grupos de edad (menores de
30, 30-35, 36-40 y mayores de 40 afios) y su
correlacion con los resultados de embarazo
e implantacion.

Valores de birrefringencia de la zona peldci-
da en mujeres de diferentes grupos de edad
(menores de 30, 30-35, 36-40 y mayores de
40 anos) y su correlacion con los resultados
de embarazo e implantacion.

Mediciones de birrefringencia de la zona
peldcida y su correlacién con la tasa de

Birrefringencia positiva de la zona peldcida.

Birrefringencia negativa de la zona peltcida.
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fertilizacion y buena calidad embrionaria de
todos los ovocitos microinyectados (n=903).

5) Comparar la visualizacién del huso mei6ti-
co y los valores de birrefringencia en ciclos
gestantes y no gestantes.

El'ICSI se realiz6 seglin nuestra técnica descrita
previamente'” con el cuerpo polar colocado a
las 6 horas, excepto los 6vulos en los que el
huso meidtico no estaba adyacente al cuerpo
polar. En esos casos se rotaron para evitar el
dafno del huso. Los ovocitos inyectados se cul-
tivaron individualmente en microgotas de 20
mL de global (Lifeglobal) cubiertas con parafina
liquida e incubados en un ambiente de 5% de
CO,, 5% O,y 90% N, a37 °C. La fertilizacion
se evaluo entre 16 y 18 horas después del ICSI
y los ovocitos con 2 prontcleos y extrusion
del segundo cuerpo polar se consideraron con
fertilizacion normal. La calidad embrionaria se
evalu6 en dia 2y 3y se registraron los siguientes
parametros: nimero de blastémeras, porcentaje
de fragmentacion, variacién en la simetria de
las blastomeras y multinucleacién. De acuerdo
con este criterio, los embriones se consideraron
de buena calidad cuando tuvieron cuatro blas-
témeras simétricas en dia2 y de 6 a 8 en dia 3
y menos de 20% de fragmentacién en ambos
dias, asi como ausencia de multinucleacion. En
todos los casos la transferencia embrionaria se
efectud en dia 3.

En caso de embarazo se indicé la administra-
cién de progesterona intramuscular en dosis de
50 mg al dia con inicio a las 24 horas de haber
realizado la aspiracion folicular y manteniendo
el soporte hasta las 9-12 semanas de gestacion.
Se consideré un grosor endometrial de al menos
8 mm para considerarlo adecuado para la trans-
ferencia embrionaria.
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El embarazo clinico se definié como: gonadotro-
pina coriénica humana positiva y la existencia
de, al menos, un saco gestacional con latido
cardiaco fetal por ultrasonido. Se definié como
aborto a la pérdida del embarazo antes de las
24 semanas de gestacion.

La tasa de implantacion se calculé con el nimero
de sacos gestacionales implantados devidido
entre el nimero total de embriones transferidos.

Las variables continuas se presentan como la
media + desviacion estandar (DE) y sus dife-
rencias se analizaron con t de Student pareada.
Las variables categéricas se presentan como
porcentajes y sus diferencias se analizaron
con una tabla de contingencia 2x2 con 2. Un
valor de p<0.05 se consider6 estadisticamen-
te significativo. El analisis se realizé con el
paquete estadistico Graphpad Prism software
versién 6.0.

Se analizaron los ovocitos y los resultados de 94
pacientes aptas para ICSI por diversas indicacio-
nes; solo se incluyeron ciclos con 6vulos propios
y se excluy6 la donacion de 6vulos.

1) Evaluacion de la visibilidad del huso meiético
en mujeres de diferentes grupos de edad (me-
nores 30, 30-35, 36-40 y mayores de 40 anos)
y su correlacién con los resultados de embarazo
e implantacion.

Al comparar la visualizacion del huso meiético
en mujeres de diferentes grupos de edad se en-
contr6 que disminuye a mayor edad; en mujeres
menores de 30 afos se detecté el huso meidtico
en 84% de los ovocitos, en mujeres de 30-35
afos 69%, en el grupo de 36-40 el 57%, mien-
tras que en mujeres mayores de 40 afios solo fue
visible en 42.8%. La incidencia de huso meiético
indetectable se incrementa a mayor edad de la
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mujer y las tasas de embarazo e implantacién
disminuyen (Cuadro 1).

2) Correlacién entre la presencia o ausencia
del huso meidtico con la tasa de fertilizacion y
buena calidad embrionaria de todos los ovocitos
microinyectados.

El huso meidtico se detect6 en 63% de los ovo-
citos MIl microinyectados (n=903). Después
del ICSI, la tasa de fertilizacién fue significati-
vamente mayor en ovocitos con huso meiético
visible (81.3%) comparado con ovocitos sin
huso meidtico detectable 64%; (p<0.0001). La
calidad embrionaria también fue significativa-
mente mayor con huso meidtico visible que con
huso meidtico no visible (47.4 vs 39%), p=0.0T1
(Cuadro 2).

3) Correlacion de los valores de birrefringencia
de la zona pelicida en mujeres de diferentes
grupos de edad (menores de 30, 30-35, 36-40

Visibilidad del huso meidtico en mujeres de dife-
rentes grupos de edad (menos de 30,30-35,36-40 y mayores
de 40 anos) y su correlacion con los resultados de embarazo
e implantacién.

Tasa de
implantacién

Tasa de
embarazo

Grupos  Huso meidtico
de edad visible

<30 32/38 (84%) 8/15(53.3%)  11/38 (29%)
30-35 54/78 (69%)  16/32 (50%) 16/78 (20.5%)
36-40 58/101 (57%) 21/39 (53.8%) 24/101 (23.7%)
>40 9/21 (42.8%) 2/8 (25%) 2/21(9.5%)

y mayores de 40 afos) y su correlacion con los
resultados de embarazo e implantacion.

Al comparar los valores de birrefringencia en
mujeres de diferentes grupos de edad se encontré
que éstos disminuyen conforme avanza la edad,
en mujeres menores de 30 anos la media de bi-
rrefringencia fue de 12.9 £11.49, en mujeres de
30-35 afos 9.6+13.2; en el grupo de 36-40 de
6.39 +11.81 y en mujeres mayores de 40 afios
de 3.01 £ 9.3; los valores disminuyen conforme
avanza la edad asi como también las tasas de
embarazo e implantacién (Cuadro 3).

4) Valores de birrefringencia de la zona pelticida
con la tasa de fertilizacién y buena calidad em-
brionaria de todos los ovocitos microinyectados

Cuando comparamos las tasas de fertilizacion
de los ovocitos con base en su birrefringencia,
encontramos mayores tasas de fertilizacién en
ovocitos con birrefringencia positiva vs birre-

Correlacién de los valores de birrefringencia de
la zona pelicida en mujeres de diferentes grupos de edad
(menores de 30,30-35,36-40 y mayores de 40 afios) y su
correlacion con los resultados de embarazo e implantacion.

Grupos Valor de Tasa de Tasa de

deedad Dbirrefringencia  embarazo implantacién
x)

<30 12.97+£11.49 8/15(53.3%) 11/38 (29%)

30-35 9.57£13.19  16/32 (50%) 16/78 (20.5%)

36-40 6.39+11.81  21/39 (53.8%) 24/101(23.7%)

>40 3.01+9.3 2/8 (25%) 2/21 (9.5%)

Correlacién entre la presencia o ausencia del huso meiético con la tasa de fertilizacién y buena calidad embrionaria

de todos los ovocitos microinyectados.

Huso meidtico % Fertilizacion
(n=903) (%)
Visible 569/903 463/569 (81.3%)
(63%) p<0.0001
No visible 334/903 (36.9%) 215/334
(64%)

Buena calidad embrionaria (x) edad
270/569 (47.4%) 33.8 +4.28
P=0.01
131/334 34.74 +3.97
(39%)
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fringencia negativa (77.5 vs 68.5% p=0.005);
sin encontrar diferencias significativas en los
dos grupos en la calidad embrionaria p=0.77
(Cuadro 4).

5) El analisis comparativo de los ciclos gestantes
y no gestantes

El andlisis cuantitativo de birrefringencia de la
zona peldcida y visualizacién del huso meiético
fue mayor en los ovocitos de ciclos gestantes vs
no gestantes con una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). La edad materna, niime-
ro de 6vulos obtenidos, tasas de fertilizacion,
division embrionaria y el nimero de embriones
transferidos fueron comparables en ambos
grupos. Unicamente se encontré diferencia sig-
nificativa en el nimero de ovocitos en metafase
Il'y el nimero de cigotos por paciente (p<0.05)
en el grupo de pacientes que lograron embara-
zo. Estos resultados arrojaron una correlacién
positiva entre el huso meiético visible, mayores
valores de birrefringencia de la zona pelicida y
tasas de embarazo (Cuadro 5).

Los parametros confiables para evaluar la calidad
de los ovocitos y mejorar el pronéstico del desa-
rrollo embrionario son en la actualidad algunos
de los tépicos mas importantes en reproduccién
asistida. La mayoria de los estudios publicados
en la bibliografia se enfocan a marcadores mor-
folégicos del ovocito: tamafio y forma del cuerpo

2016 abril;84(4)

Comparacioén de los ciclos gestantes y no gestantes

Ciclos con Ciclos sin p
embarazo embarazo
Ndm. de ciclos 47 47
Edad materna (x) 35.2+4.02 34.9+4.74 Ns
Ndm. de ovocitos/ 12.78+6.8 10.846.38 Ns
paciente (x)
Ovocitos Ml 9.53+4.85 7.55+4 <0.05

Ovocitos fertilizados 8.04+4.36 6.38+3.43 <0.05
Tasa de fertilizacion  85.39+15.89  85.83+12.52 Ns

Tasa de divisién 96+8.46 92.4+15.85 Ns
Embriones 2.8+0.39 2.65+0.56 Ns
transferidos (x)

Birrefringencia (x) 11.5£11.95 6.1£10.61<0.05
Huso meidtico 88/125 65/113 <0.05
visible (x) (70.4%) (57.5%)

polar, inclusiones intracitoplasmaticas como
las vacuolas, granularidad, cuerpos refractiles,
espacio perivitelino, apariencia y coloracién
de la zona peltcida,'? etc. Sin embargo, los re-
sultados de estos estudios no son concluyentes.
Desde la década pasada, el huso meidtico ha
sido intensamente investigado como un posible
factor predictivo para seleccién de ovocitos. La
mayoria de los estudios iniciales fueron realiza-
dos con microscopia de fluorescencia,” aunque
esta técnica ofrece informacion detallada acerca
de los cromosomas y huso meidtico, su uso
clinico es limitado por ser una técnica invasiva
incompatible con la viabilidad ovular.

Liu y sus colaboradores® observaron que los
ovocitos con ausencia de huso meidtico con
microscopia de polarizacién presentaban husos

Valores de birrefringencia de la zona peltcida con la tasa de fertilizacién y buena calidad embrionaria de todos

los ovocitos microinyectados.

Birrefringencia Cantidad de 6vulos analizados

(n=903)
Positiva 658/903 (72.8%)
Negativa 245/903 (27.1%)

Tasa de Buena calidad (x) Edad
fertilizacion embrionaria

510/658 294/658 33.8 +4.28

(77.5%) (45%)

p=0.005 ns

168/245 107/245 35.25+3.5

(68.5%) (44 %)
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desensamblados y cromosomas desalineados
cuando se observaban por microscopia confocal,
por lo tanto, el uso de microscopia de polariza-
cién resulta una herramienta Gtil para evaluar la
normalidad del huso meiético,'® lo cual es de
suma importancia ya que éste desempefia un
papel importante en la meiosis por controlar el
movimiento de los cromosomas a través de sus
diferentes estadios. Varios autores sehalan que
la desorganizacién del huso meiético da lugar
a una inadecuada segregacion cromosémica lo
que resulta en aneuploidias."

La morfologia y cinética del huso meidtico varian
por factores como edad materna, temperatura y
la manipulacién del cultivo in vitro. La tempe-
ratura es un importante parametro que afecta la
integridad del huso durante su manejo y cultivo
de ovocitos in vitro. La exposicién prolongada a
bajas temperaturas puede desorganizar la estruc-
tura del huso meidtico. Esto ha sido confirmado
en un reporte realizado por Wang y su grupo.?
Otro estudio reciente de Sun y sus coautores?' re-
porta que el huso meidtico de ovocitos humanos
madurados in vitro es también sensible a tempe-
raturas mayores de 37°C. Estos resultados indican
que cuando los ovocitos son manipulados in
vitro, es indispensable un riguroso control de la
temperatura a 37 °C para mantener la integridad
del huso y futuro desarrollo embrionario. Para
obtener datos confiables, en nuestro estudio se
llevé a cabo un estricto control de la temperatura
durante el andlisis.

La microscopia de luz polarizada para la selec-
cién no invasiva de ovocitos ha demostrado ser
una herramienta altamente predictiva de calidad
en ovocitos humanos, aunque ain hay resultados
contradictorios publicados.?

La birrefringencia del huso meiético se ha sugeri-
do como predictor de calidad embrionaria.?*Sin
embargo, en ningln estudio se ha estandarizado
el momento 6ptimo de la observacién, lo cual re-

sulta de gran importancia debido a que el huso es
una estructura altamente dindmica. Sin embargo,
algunos estudios han revelado que la mayoria de
los husos son visibles a las 39-40 horas después
de la aplicacion de la HCG vy son significativa-
mente menos visibles si la evaluacion se realiza
una hora antes o después del lapso sefialado.?*
Con base en ello en nuestro estudio evaluamos la
presencia o no del huso meidtico a las 39 horas
después de la aplicacion de la HGC.

El porcentaje de visualizacién del huso meiético
en ovocitos madurados in vivo varia entre 63y
91%.">"> Nuestros resultados muestran 63%.
Las diferencias pueden deberse a las variaciones
en la poblacién de pacientes o a los protocolos
de estimulacién ovarica, aunque un aspecto
importante es la forma en que se realiza la
visualizacion del huso meidtico. Rienzi en el
2004" reporté que la rotacion de los ovocitos
mejora la deteccién del huso meiético, incluso
en aquellos ovocitos en los que el huso meiético
no es muy visible, lo que también realizamos en
nuestro estudio.

En la mayor parte de las publicaciones, los
ovocitos MIl con un huso meiético visible du-
rante la ICSI reportan una tasa de fertilizaciéon
significativamente mayor como se muestra
en el metanalisis de Petersen y su grupo® y
se confirma también en nuestro estudio. Hay
observaciones contradictorias con respecto a
la visualizacién del huso meiético en ovoci-
tos y la subsecuente calidad embrionaria. En
unos estudios los ovocitos con huso meiético
visible produjeron significativamente mas em-
briones de buena calidad endia3 0 5 7*'°que
en ovocitos con huso meidtico indetectable,
mientras que otros no encontraron esta corre-
lacién.®'En el presente estudio si observamos
mayor tasa de embriones de buena calidad en
embriones procedentes de ovocitos con huso
meidtico visible, aunque esta correlacién no
se observé en ovocitos con valores positivos
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de birrefringencia en la zona pelicida. Los
resultados contradictorios podrian deberse
a los diferentes sistemas de clasificacién
embrionaria utilizados en los laboratorios de
FIV, que son subjetivos y dependientes del
criterio del embridlogo que realiza el analisis.
Esta nueva tecnologia, por ser mds objetiva y
cuantificable, podria ser de gran utilidad para
mejorar la seleccién de ovocitos en los casos
en los que se obtiene un gran ndmero de ellos
y por cuestiones éticas e inclusive legales no
se fertilizan todos.

La asociacion entre tasas de embarazo y pre-
sencia o no del huso meiético se ha revisado
con resultados igualmente contradictorios. En
un estudio realizado por Chamayou y sus coau-
tores'> no encontraron ninguna correlacion,
mientras que otros mostraron tasas de embarazo
e implantacién significativamente mayores al
transferir dnicamente embriones originados de
ovocitos con huso meidtico visible.” El nimero
de pacientes incluidas en el Gltimo estudio fue
muy bajo y el metanalisis de Petersen confirma
la ausencia de esta correlacién.?

Aungque las bases fisiol6gicas de estas diferencias
observadas en la zona peltcida ain no se logran
explicar completamente, una alta birrefringencia
de la capa interna de la zona pelicida se con-
sidera una indicacion de una 6ptima formacién
de las estructuras ordenadas de las biomolécu-
las que conforman la zona pelicida durante la
maduracién del ovocito. Ademds de la calidad
intrinseca propia de los ovocitos también podria
reflejar las condiciones a las que el ovocito fue
expuesto durante el desarrollo folicular y madu-
racion. Un ovocito con una alta y uniforme zona
birrefringente sugiere haber estado expuesto a
mejores condiciones comparado con un ovocito
con una estructura “desordenada” de la zona
pelicida, o que de acuerdo con la calidad de
cada uno es el grado de tolerancia a las condi-
ciones In vitro.

2016 abril;84(4)

Este estudio comparé los ciclos gestantes y no
gestantes y se encontraron mayores valores
de birrefringencia de la zona peldcida y huso
meidtico visible en el grupo de pacientes que
lograron el embarazo. Otro hallazgo al analizar
por grupos de edad fue que la visibilidad del
huso meidtico fue disminuyendo a mayor edad
de las pacientes, de la misma forma que los
valores de birrefringencia, tasas de embarazo
e implantacion. En este estudio los embriones
que se transfirieron se seleccionaron solo con
base en la morfologia embrionaria sin tomar en
cuenta la visualizacién del huso ni los valores
de birrefringencia de la zona peldcida, por lo
que en la mayoria de los casos se realizaron
transferencias mixtas. Por esto se considera que
un estudio futuro prospectivo, controlado y
aleatorizado serd mds concluyente.

Nuestro estudio apoya el uso de la microscopia
de luz polarizada para mejorar la seleccién de
ovocitos lo que permite desarrollar embriones
con mayor potencial de implantacién; esto re-
presenta una herramienta muy Gtil para transferir
cada vez menos embriones y acercarnos mas a
la transferencia de un solo embrién.
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