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RESUMEN

Antecedentes: existen controversias en cuanto a los beneficios de la transferencia en dia 5 cuando se dispone de embriones de
buena calidad en dia 3.

Objetivo: comparar los resultados reproductivos de los embriones transferidos en dia 3 vs en dia 5 en pacientes menores de 35
afos de edad.

Pacientes y método: estudio prospectivo, sin asignacion al azar, efectuado en 242 ciclos consecutivos de embriones transferidos
en fresco a pacientes menores de 35 afios. A 132 pacientes se les realizaron transferencias en dia 3 y a 110 en dia 5. En el caso
de las transferencias en dia 3, todas las pacientes cumplieron los criterios de por lo menos ocho células en la mafiana del dia 3, y
menos de 10% de fragmentacion (clase | embrionaria).

Resultados: las caracteristicas demograficas entre los grupos (dia 3 vs dia 5) no fueron estadisticamente significativas al evaluar:
edad (30.4 vs 29.1), tiempo de infertilidad (4.94 vs 4.61 afios); FSH en dia 3: (6.78 vs 7.12UI/L), dosis total de FSHr (2422.5 vs
2220.0 Ul). No se encontraron diferencias significativas en los resultados del tratamiento de reproduccion en las pacientes a quienes
se realiz6 la transferencia embrionaria en dia 3 vs dia 5 en cuanto a porcentaje de embarazo (47 vs 46%) y nacido vivo (32 vs 29%)
Conclusion: transferir en dia 5 no muestra diferencias estadisticas en la tasa de embarazo y recién nacidos vivos que en las que se
transfieren en dia 3 en pacientes menores de 35 afios de edad.
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ABSTRACT

Background: Whether blastocyst-stage transfer offers any real benefit to infertile couples remains controversial .

Objective: To compare de pregnancy rates of day 3 cleavage versus day 5 blastocyst fresh non donor embryo transfers in patients
under 35 years old.

Material and methods: A prospective non-ramdomized study. A total of 242 consecutive treatment cycles with fresh non donor em-
bryos in patients younger than 35 years old were reviewed. In 132 patients the transfer occurred on day 3 and in 110 patients on day
5. Day 3 transfers fulfilled embryo quality criteria at least 8 cells on the morning of day 3, less than 10% of anucleate fragments).
Results: Demographics and stimulation features between the two groups (day 3 vs day 5) were not significantly different when
evaluated: Age (30.4 vs 29.1) ; time of infertility (4.94 vs 4.61 years) or type of infertility; total doses of FSHr (2422.5 vs 2220.0 1U).
There were no significance difference between clinical pregnancy rate (47% vs 46%) and live birth rate (32% vs 29%) between day
3 group and in blastocyst day 5 embryo transfers .

Conclusion: In the group of patients under 35 years old, blastocyst stage do not offer better chance of achieving a live delivery than
with cleavage-stage.
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El momento de la transferencia embrionaria es
decisivo en el prondstico de cualquier tratamiento
de reproduccion. Al respecto se han generado una
serie de criterios técnicos. Uno de estos ha sido por
mucho tiempo la definicién del mejor dia para la
transferencia.

Quienes argumentan que la transferencia debe
realizarse en un dia 5 argumentan que ésta permite
seleccionar embriones en un estadio de desarrollo
tardio en donde se favorece la activacion del genoma
embrionario.' Asi, pueden transferirse los embriones
de una cohorte con un criterio mas objetivo de se-
leccion natural. Esta posicion es reforzada por las
amplias limitaciones encontradas al utilizar criterios
morfoldgicos para seleccionar embriones en estadios
de division celular y el porcentaje elevado de em-
briones en estadio de division celular en dia 3, en los
que a pesar de tener apariencia morfoldgica normal
hay alteraciones cromosomicas.’

En contraposicion estd el argumento que sustenta
que debe realizarse la transferencia en dia 3, parte de
la premisa de que existen carencias en los requeri-
mientos y necesidades nutricionales y bioquimicas de
los embriones. Estas necesidades se incrementan en
los estadios iniciales de desarrollo embrionario y han
conducido a la creacién de medios secuenciales de
cultivo. A pesar de esto siguen existiendo pacientes en
las que sus embriones no llegan a estadio de blastocito
y que tienen informacidén cromosoémica normal. Estos
embriones son desprovistos de la oportunidad de lle-
gar a una transferencia o aun embarazo;y quiza
con las condiciones in vitro no se cumplieron sus
requerimientos energético-bioquimicos.’ Se sugiere que
en las condiciones in vitro no se genera el ambiente
ideal para todos los embriones y que, ciertamente, no
son mejores que las condiciones intrauterinas.* Estos
argumentos han motivado en los centros disyuntivas
en cuanto al camino correcto que debe tomarse en los
casos en los que se tienen mas de cuatro embriones
en estadio de division embrionaria Grado I en dia 3.

Otro de los aspectos a considerar es que al someter
a los embriones a mas dias de desarrollo embrionario
se incrementa significativamente el costo de manejo
de laboratorio de FIV, por la cantidad de medios y
recursos destinados para el consumo.

El objetivo de este estudio es determinar, en los
casos en que se obtienen mas de cuatro embriones en
estadio de 8 células Grado Ial tercer dia de desarrollo
si existen diferencias en los resultados reproductivos
al llevar los mismos al estadio de blastocisto dia 5 vs
realizar la transferencia en estadio de division celular
en dia 3.

MATERIAL Y METODO

Estudio prospectivo, sin asignacion al azar, efectuado
en 242 ciclos consecutivos de embriones transferidos
en fresco a pacientes menores de 35 afios. El estudio se
efectud entre enero de 2008 y septiembre del 2010.
Se evaluaron las pacientes admitidas para tratamiento
de reproduccion de alta complejidad FIV-ICSI en el
Instituto para el Estudio la Concepcion Humana
(IECH- Monterrey) y que cumplieran con los siguientes
criterios de inclusion: edad menor de 35 afios, menos
de tres intentos de reproduccion asistida, FSH en dia 3
<10 UI/mL, espermas obtenidos de eyaculados, FIV-
ICSI y mas de cuatro embriones grado 1 en dia 3 (<10%
de fragmentacion con un minimo de 8 blastomeras en
dia en la mafiana del dia 3 de desarrollo embrionario).
Se excluyeron las pacientes de ciclos de donacion,
eyaculado no espermatico y tratamientos con gametos
o embriones vitrificados.

Las pacientes se incluyeron al estudio s6lo una vez
y luego de establecer los criterios en dia 3 se realizd
una asignacidn prospectiva no aleatorizada de los dos
grupos. En el primero se transfirieron en el dia 3 y en el
segundo se dejaron evolucionar para transferir en dia
5. Posteriormente se analizaron las principales variables
de estudio: numero de ovocitos en metafase I (MII);
numero de embriones fertilizados; numero células en
division celular; porcentaje de embarazo, numero de
sacos gestacionales, porcentaje de implantacion y
nacidos vivos.

La asignacion en cada uno de los grupos se realizd
segun criterio personal del médico tratante. (Figura 1)

Estimulacién ovarica controlada

Las pacientes que recibieron tratamientos de repro-
duccién fueron objeto de diferentes protocolos de
estimulacion segun las caracteristicas clinicas del caso.
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n =598

Pacientes admitidas al programa de FIV-ICISI (2008-2010)

:

n =350

Pacientes con >4 embriones
en Grado | en dia 3:

Se excluyeron por:

+ Edad >35n =36
« Eyaculado no espermaticon = 17

:

« >3 intentos de FIV-ICSI n =55

estudio:
n = 242 ciclos.

Pacientes admitidas al

Transferencia Grado | en dia 3. n = 132

Figura 1. Asignacion de los grupos.

Los esquemas utilizados fueron:

Agonista de la GnRH en fase lutea tardia: se ad-
ministré acetato de leuprolide (Lucrin®kit, Abbott de
Meéxico) a la dosis de 10 Ul al dia por via subcutanea
a partir del dia 21 del ciclo previo hasta el inicio de la
menstruacion, posteriormente a partir del primer dia de
menstruacion se administraron diariamente solo 5 Ul
por via subcutdnea hasta la fecha en que se administrd
la gonadotropina coridnica humana (hCG) (Choriomon®,
Corne de México).

Se aplicaron las dosis de FSH-rec (Gonal-F®, Serono
de México) a partir del segundo dia del ciclo. Poste-
riormente se determind el estradiol sérico y se hizo un
ultrasonido en el dia 7 del ciclo y, a partir de esa fecha,
se individualizé la dosis administrada de gonadotropi-
na recombinante y se agregaron, 0 no, menotropinas
urinarias (Merional®, Corne de México) a la dosis de
75-150 UI por via intramuscular al dia, hasta alcanzar
el criterio de aplicacion de la hCG a dosis de 10,000
UI dosis tnica por via intramuscular que se considerd
al alcanzar dos o mas foliculos de 18 mm didmetro. La
aspiracion folicular transvaginal se efectu6 con una guia
ultrasonografica y se realizo a las 34-36 h posteriores a
la aplicacién de la hCG.

Protocolo antagonista
Se aplicaron dosis de FSH recombinante (Gonal-F®,
Serono de México) a partir del dia 2 del ciclo y, poste-

4——1——p | Transferencia en blastocisto dia 5. n = 110

riormente, de acuerdo con la evaluacion ecografica y el
desarrollo folicular (més de dos foliculos mayores de
14 mm) se aplicaron 0.25 mg de Cetrotide®, Serono de
Meéxico. Se utilizaron los criterios de desarrollo folicular
antes expuestos y se programo la aspiracion folicular
consecuente.

Cultivo embrionario y seleccién para la transferencia
Los embriones se cultivaron en medios Vitrolife Sweden
AB, Kungsbacka, Sweden, (GII or GIII series). En la
mafiana del dia 3 se transfirieron de medio de clivajey,
posteriormente, a medio de blastocisto. La fertilizacion
se confirm¢ a las 19 horas posteriores a la inyeccion o
inseminacidn y se confirmd con la existencia de dos
pronucleos (2 pn) y dos cuerpos polares distintos o
fragmentados.

La calidad embrionaria se evalu6 segun el nu-
mero de blastdmeras, porcentaje de fragmentacidn,
multinucleacidn de las blastomeras y compactacion.
Se consideraron embriones Grado I cuando tenian,
por lo menos, ocho células en dia 3 con menos de
10% de fragmentos, tamafio regular y ausencia de
multinucleacidn.

Soporte de fase lutea

Todas las pacientes recibieron suplementacion de fase
lutea de acuerdo con el protocolo a base de 6vulos de
progesterona de 400 mg diarios por 14 dias.
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Analisis estadistico

Las diferencias entre los grupos de estudio se estable-
cieron mediante analisis de varianza (ANOVA) y la
significacidn estadistica con la p <0.05, y para la eje-
cucion del mismo se utilizaron los programa Windows
SPSS, software version 14.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL)
y Windows Excel.

RESULTADOS

Se analizaron 242 ciclos homélogos frescos de pa-
cientes en protocolos de reproduccidn asistida de alta
complejidad, a quienes se realizd estimulacion ovarica
controlada con protocolos de agonista y antagonista. En
132 pacientes la transferencia se realizo en dia 3 y en
110 en estadio de blastocisto el dia 5.

Al evaluar las caracteristicas demograficas de la
poblacion no se encontraron diferencias significativas
en el grupo de dia 3 versus dia 5 en relacion con la edad
de las pacientes (30.4 vs 29.1 afios), tipo de infertilidad
primaria o secundaria, tiempo de infertilidad 4.94 vs
4.61 afios, perfil hormonal en dia 3: FSH dia 3 : 6.78
vs 7.12UI, protocolo de estimulacion y dosis promedio
de FSH recombinante y HMG. (Cuadro 1)

No se encontraron diferencias en los grupos evalua-
dos en cuanto a grosor endometrial (9.95 vs 10.01 mm)
y dia de la aspiracion folicular (12.69y 12.9 ) en la que
se realizd el procedimiento; sin embargo, al comparar
ambos grupos en cuanto a las caracteristicas de la esti-
mulacidén se encontrd que el grupo de transferencia en
el dia 3 tuvo menor cantidad de foliculos con mas de
15 mmen dia 10 (9.55 vs 12.11), nimero de ovocitos
aspirados (13.83 vs 17.63) y, consecuentemente, ovo-
citos en MII (11.08 vs 14.73).

Al evaluar los resultados reproductivos de la transfe-
rencia en dia 3 vs blastocisto dia 5, no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a tasa de embarazo,
tasa de implantacion y de nacido vivo (Cuadro 2 y
Figura 2)

DISCUSION

Los resultados son discrepantes con los estudios reporta-
dos previamente en los que después de realizar ensayos
clinicos prospectivos y evaluar si existen diferencias en
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Figura 2. Resultados reproductivos de transferencia dia 3 vs
dia 5.

el resultados reproductivo al transferir embriones grado |
en dia 3 vs dia 5 se encontraron diferencias en las tasas
de embarazo (27 vs 51%) y tasa de nacido vivo (25
vs 47%), respectivamente.” Una de las explicaciones
mas probables a este hecho es la que esta alrededor de
los hallazgos reportados por Santiago Munne, quien al
realizar la técnica de PGD (diagnostico genético preim-
plantatorio) de evaluacidon embrionaria pudo determinar
que 59% de los embriones en estadio embrionario de
dia 3 tienen alguna alteracion cromosdmica vs 35% en
estadio de blastocisto.>®

Sin embargo, no somos los unicos que hemos repor-
tado esos hallazgos porque aunque con el estadio de
blastocisto se han generado altas tasas de implantacion
y de embarazo, al compararlo con estadio de division
embrionaria grado I en dia 3, diversos autores han
encontrado resultados discrepantes al estratificarlos
por edad. Si se asume que existe mayor predisposicion
a ancuploidias en la medida que se incrementan los
grupos etarios, consecuentemente se ha visto que la
transferencia en estadio de blastocisto incrementa la tasa
de embarazo en pacientes mayores de 37 afios de edad,
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Cuadro 1. Caracteristicas demograficas y de estimulacién

D3 grupo D5 grupo Significacion estadistica
n=132 n=110
Edad (afios) 30.4 29.1 0.271
Tipo de infertilidad 0.538
% primaria 89/132 67% 69/110 63%
% secundaria 43/132 32% 41110 37%
Tiempo de infertilidad (afios) 4.94 4.61 0.508
FSH dia 3 (1U/l) 6.78 712 0.486
LH dia 3 (1U/l) 4.84 5.72 0.172
E2 dia 3 ( pg/ml) 50.23 58.65 0.435
Protocolo de estimulacion 0.135
% Agonista 67%(90) 60% (66)
% Antagonista 33%(42) 40%(44)
Total rFSH U administrada 2422.5 2220.0 0.185
Total hMG IU administrada 603.75 555.0 0.643
Cuadro 2. Resultados de tratamientos de reproduccion
D3 grupo D5 grupo Significacion estadistica
n=132 n=110
Foliculos>15 D10 9.55 12.11 0.001
Estradiol D10 (pg/ml) 2553.41 3360.38 0.003
Grosor endometrial D10 (mm) 9.95 10.1 0.823
Dia de aspiracion 12.69 12.19 0.456
Ovocitos aspirados 13.83 17.63 0.001
Ovocitos en MIl aspirados 11.08 14.73 0.001
Embriones fertilizados (medias) 6.78 9.32 0.001
Divisiéon celular a las 48 h 6.50 9.05 0.0001
Division celular alas 72 h 5.79 8.52 0.0001
Numero de embriones transferidos 2.44 213 0.234
Embarazos 63/132  47% 50.6/110 46% 0.753
Sacos gestacionales 62/132  46% 44/110 40% 0.251
Embarazos multiples 16/132  12% 11110  10% 0.067
Tasa de implantacién 24.87 26.68 0.674
Nacimiento % 43/132 32% 18/62 29% 0.109

pero no en grupos etarios menores.’ Se han reportado
tasas de embarazo de dia 3 vs dia 5 (45 vs 32%) y de
implantacion (31 vs 29%). De hecho, un metanalisis al
respecto que incluye 11 estudios y 555 pacientes, no re-
porta resultados contundentes en relacion con este tema.®

Otro aspecto importante es el porcentaje de implan-
tacidn y tasa de embarazo multiple. En este sentido, a
pesar de no encontrar diferencias estadisticas, se ve
una tendencia a mayor porcentaje en dia 3 vs dia 5 en

nuestra poblacién. Por esto consideramos que es muy
probable que el nimero de embriones transferidos influ-
ye en esta tendencia porque se transfirid mayor nimero
de embriones en dia 3.

Es importante enunciar el hecho de las multiples
limitaciones existentes alrededor de la tnica utilizacion
de criterios morfoldgicos para escoger los embriones
apropiados. Por fortuna, se estan desarrollando nuevas
alternativas de evaluacion no invasora de los embriones,
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como el Comparative Cromosome Screening (CCS)!!!
y la evaluacién de desarrollo embrionario mediante el
EmbryoScpope,®>!* que en el futuro permitiran escoger
los embriones adecuados para el dia de la transferencia
y hacer cambios en el nimero de embriones transferi-
dos sin que haya repercusion en las respectivas tasas de
embarazo y de nacidos vivos.

CONCLUSION

Todo parece indicar que invertir en llevar los embriones
en estadio de division embrionaria a estadio de blasto-
cisto no debe ser siempre una regla. Debe considerarse
la edad delas pacientes como un factor preponderante
en la toma de la decision.
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