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Resumen

Introduccién

El objetivo de este trabajo fue evaluar los re-
sultados reproductivos de la transferencia de embriones
“lentos” y compararlos con transferencias que incluian
embriones de clivaje “normal”; a su vez, comparar los
resultados de la transferencia embrionaria en dia 2 0 3 de
desarrollo y los obtenidos para la transferencia tubaria
en dia 2 de embriones con clivaje “lento”.

Materiales y métodos

Incluimos los ciclos de alta complejidad reali-
zados entre 2001 y 2007. El Grupo Embriones Lentos
(GEL, n=541) incluy6 transferencias en las que sélo se
transfirieron embriones “lentos”, mientras que el Grupo
Embriones Normales (GEN, n=1106) incluy6 aquellas
en las que se transfirié al menos un embridn con clivaje
“normal”. Se analizaron las tasas de fecundacién, emba-
razo clinico, aborto y de nacidos vivos, y se agregaron
los mismos andlisis para tres grupos de transferencia de
s6lo embriones lentos:

a) Tubdrica en dia 2 (Grupo TET, n=112).

b) Uterina en dia 2 (Grupo ET D2, n=70).

¢) Uterina en dia 3 (Grupo ET D3, n=359).

Los analisis estadisticos utilizados: test de la
Chi?, test de Student o ANOVA de una via, segin fuese
necesario.

Resultados

La edad promedio de las pacientes, el nimero
de oocitos MII, la tasa de fecundacion y el nimero de
embriones transferidos no mostraron diferencias signi-
ficativas para los grupos GEL y GEN, respectivamente.

Las tasas de embarazo clinico, aborto y nacidos
obtenidas fueron del 26,6%; 20,8%; 21,1%; y del 55,4%
(p<0,0001), 13,5% (p<0,01), 47,9% (p<0,0001) para el
grupo GEL y GEN, respectivamente.

Los resultados reproductivos para los Grupos

TET, ET D2 y ET D3, respectivamente, fueron: tasa de
embarazo clinico del 62,5%; 29,6%; y 20,0% (p<0,0001
vs. ET D2 y ET D3); tasa de aborto del 17,1%; 18,7%;
y 20,8% (NS); tasa de nacimiento del 51,7%; 24,1%; y
15,9% (p<0,0001 vs. ET D2 y ET D3).

Conclusiones

La tasa de embarazo clinico mostré ser signifi-
cativamente menor y la tasa de aborto significativamente
mayor que en los ciclos que presentaron al menos algin
embrién con clivaje “lento”. La transferencia tubdrica en
dia 2 mostrd tasas de embarazo clinico y nacimiento sig-
nificativamente mayores comparadas con las obtenidas
por la transferencia uterina en dia 2 o 3 en pacientes con
embriones de clivaje “lento”.
Palabras clave: desarrollo embrionario, reproduccién
asistida, tasa de clivaje.

Abstract

Introduction

The aim of this study was evaluate the repro-
ductive outcome of “slow” embryos and compare with
transfers that included “normal” cleaving embryos.

We also compared the results of embryo trans-
fer into the uterus performed on day 2 or day 3 vs. tubal
embryo transfer on day 2 in a selected population with
“slow” cleaving embryos.

Material and methods

This retrospective study included cycles bet-
ween the years 2001 and 2007, where maternal age was
<40 years old with > 3 MII and male factor > I x 106
spz/mL, in which only “slow” embryos were transfe-
rred (Slow Embryo Group, SEG, n=541) or at least one
“normal” cleaving embryo were transferred (Normal
Embryo Group, NEG, n=1106). We also compared the
reproductive outcome in three groups of transfers:

a) tubal transfer on day 2 (TET Group, n=112).

b) uterus transfer on day 2 (ET D2 Group,

n=70).
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c) uterus transfer on day 3 (ET D3 Group,
n=359).

Statistical analyses included Chi?, t-Student or
one-way ANOVA.

Results

The patients’ age, MII retrieved, fertilization
rate and total embryos transferred were not statically
different for SEG and NEG respectively.

The overall clinical pregnancy rate, abortion
and birth rate were 26.6%, 20.8%, 21.1% and 55.4%,
13.5%, 47.9% for SEG and NEG respectively.

For TET Group, ET D2 Group and ET D3
Group the results were: Clinical pregnancy rate 62.5%
(70/112), 29.6% (16/54) and 20.0% (72/359) (p<0.0001
vs ET D2 and ET D3); abortion rate 17.1% (12/70),
18.7% (3/16) and 20.8% (15/72) (NS vs ET D2 and
ET D3); birth rate 51.7% (58/112), 24.1% (13/54) and
15.9% (57/359) (p<0.0001 vs ET D2 and ET D3).

Conclusions: Although clinical pregnancy rate
is low and abortion rate is augmented in slow embryos,
birth rate is acceptable. Our results showed that day 2 tu-
bal embryo transfer of “slow” cleaving embryos is bene-
ficial when compared with day 2 or day 3 embryo transfer
into the uterus.

Introduccién

Uno de los factores que mads influyen en los re-
sultados de los tratamientos de fertilizacién in vitro es la
eleccion del embrion que sera transferido!.

Para seleccionar los embriones que serdn trans-
feridos en un procedimiento de reproduccion asistida,
los pardmetros habitualmente considerados incluyen el
grado de clivaje, la morfologia de las blastémeras y el
nivel de fragmentacién embrionaria®*.

La identificacién del embrién con mejor capa-
cidad implantatoria permitiria la transferencia de un ni-
mero menor de embriones, con una buena tasa de emba-
razo, lo que evita el riesgo de embarazo multiple’.

La velocidad del primer clivaje embrionario pa-
receria estar asociada a tasas de embarazo superiores si
se trata de embriones con velocidad del primer clivaje
que oscilan entre las 25-27 horas posteriores a la inse-
minacién®’.

En nuestro caso, quisimos evaluar el efecto del
nimero de blastémeras de los embriones por transferir
para dos tiempos fijos (48 y 72 horas de desarrollo), lo
que es una manera indirecta de evaluar el clivaje em-
brionario.

En funcion de este criterio, definimos como
embrion con clivaje “normal” a aquel que poseia 4 cé-
lulas a las 48 horas de desarrollo 6 7 u 8 células a las 72
horas de desarrollo. Del mismo modo, definimos como
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embridn con clivaje “lento” a aquel con menos de 4 cé-
lulas a las 48 horas de desarrollo o menos de 7 células a
las 72 horas de desarrollo.

Debido a que los embriones “lentos” consti-
tuyen una fraccion considerable de los transferidos, el
objetivo de este trabajo fue evaluar los resultados re-
productivos de la transferencia de embriones “lentos” y
compararlos con transferencias que incluian embriones
de clivaje “normal”.

La trompa de Falopio es un sitio altamente es-
pecializado que participa activamente en el desarrollo
embrionario®. La mayor parte de los trabajos publicados
muestran que cuando se transfieren embriones de buena
calidad, su transferencia a las trompas de Falopio (TET)
presenta resultados de embarazo semejantes a cuando se
los transfiere al dtero (ET)°. Sin embargo, trabajos como
los de Chalermchockcharoenkit y Tinneberg!® sugieren
que la transferencia de embriones a las trompas es su-
perior en términos de tasa de embarazo y tasa de abor-
to. Por tal razén, se agregd un segundo objetivo que fue
comparar los resultados de la transferencia embrionaria
en dia 2 o 3 de desarrollo y los obtenidos para la trans-
ferencia tubaria en dia 2 en una poblacion seleccionada
que produjo s6lo embriones con clivaje “lento”.

Materiales y métodos

Incluimos en este estudio los ciclos de Alta
Complejidad realizados entre los afios 2001 y 2007 del
Instituto de Ginecologia y Fertilidad de Buenos Aires
(IFER).

El criterio de inclusién fue edad materna infe-
rior a 40 afos, al menos 3 oocitos MII captados y conteo
espermatico superior a 1 millén por mililitro.

El Grupo Embriones Lentos (GEL, n=541) in-
cluyé sélo transferencias de embriones “lentos”, mien-
tras que el Grupo Embriones Normales (GEN, n=1106)
incluy6 transferencias de al menos 1 (un) embrién con
clivaje “normal”.

Se analizaron las tasas de fecundacion, emba-
razo clinico, tasa de aborto y tasa de nacidos vivos para
ambos grupos. Luego se realizaron los mismos anélisis
para tres grupos de transferencia correspondientes al
grupo que produjo s6lo embriones lentos:

a) Con transferencia tubdrica en dia 2 (Grupo
TET, n=112).

b) Con transferencia uterina realizada en dia 2
(Grupo ET D2, n=70).

¢) Con transferencia uterina realizada en dia 3
(Grupo ET D3, n=359).



Los analisis estadisticos se realizaron utilizando
test de la Chi? test de Student y ANOVA, segtin fuese
necesario.

Estimulacién ovarica

Los oocitos frescos se obtuvieron siguiendo una
hiperestimulacién ovdrica controlada usando un proto-
colo largo con andlogos de GnRH (Lupron 2,8 ml, Labo-
ratorio Abbott, Buenos Aires, Argentina) 0,1 ml/dia s.c.
hasta la menstruacién y 0,05 ml/dia s.c. hasta la apli-
cacién del hCH-r (Ovidrel, Laboratorio Merck Serono,
Buenos Aires, Argentina) o un protocolo basado en an-
tagonistas de GnRH (Cetrotide, Laboratorio Merck Se-
rono, Buenos Aires, Argentina) iniciado a razén de una
dosis diaria de 0,25 mg s.c. con un foliculo dominante
de 16 mm. En ambos casos, la hiperestimulacién ovdrica
se realizé con FSH recombinante (Gonal-F, Laboratorio
Merck Serono, Buenos Aires, Argentina) a razén de 225
Ul/dia y ajustando las dosis segun respuesta. El desa-
rrollo folicular fue monitoreado por via ultrasonogréfica
ovdrica y evaluacién de estradiol sérico. Cuando al me-
nos 2 foliculos tuvieron un didmetro mayor a 18 mm, los
pacientes recibieron 10.000 IU de hCG-r.

La aspiracidn folicular transvaginal para la cap-
tacion oocitaria se realizé 36 h después de la inyeccién
de hCG.

Manejo de los oocitos

Una vez que se identificaron los complejos
oocito-cumulus oophorus fueron separados inmedia-
tamente del fluido folicular, lavados y transferidos a
un medio sintético (Human Tubal Fluid modified, Ir-
vine Scientific, Santa Ana, CA, EE. UU.) suplementa-
do al 3% con albimina sérica humana (Human Serum
Albumin, Irvine Scientific, Santa Ana, CA, EE. UU.)
(HTFm+HSA). Una vez concluida la captacién oocita-
ria, los complejos oocito-cumulus fueron transferidos a
una cdpsula de 4 pozos que contenia 0,5 ml de medio
G-IVF PLUS (Vitrolife, Kungsbacka, Suecia) y fueron
cultivados en estufa al 6% CO, y 37 °C durante 4 horas.
La remocién completa de las células del cumulus y la
corona se realizé por exposicion a hialuronidasa (80 Ul/
ml) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EE. UU.) y poste-
rior manipulaciéon mecdanica con pipetas de vidrio finas.

Procesamiento de la muestra de semen
e inseminacion

La muestra de semen se procesé a través de un
gradiente de densidad discontinuo 90-50% (SpermGrad,
Vitrolife, Kungsbacka, Suecia) seguido por dos lavados
en HTFm+HSA. La suspensién final de espermatozoi-
des fue dejada a temperatura ambiente hasta el momento
de la inseminacion.
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El procedimiento de inyeccidn intracitoplas-
madtica de espermatozoides se realizé segin protocolo
estandarizado''.

Evaluacion de fecundacion y desarrollo embrionario

Diez y siete horas pasado el momento de la in-
seminacion, los oocitos fueron cuidadosamente inspec-
cionados para observar la presencia de dos prontcleos
(indicador de fecundacién normal) en un microscopio
invertido (Nikon Inverted Microscope Diaphot 300,
Nikon Corporation, Tokio, Japén). Las cigotas produci-
das fueron cultivadas en estufa al 6% CO, y 37 °C en
grupos de hasta 4 en el interior de cdpsulas de 4 pozos
que contenian G1.5 PLUS (Vitrolife, Kungsbacka, Sue-
cia) hasta el dia 2 o 3 de desarrollo.

Preparacion endometrial

La preparacion endometrial se realizé con vale-
rato de estradiol 4-8 mg/dia hasta alcanzar un endome-
trio de 8 mm trilaminar (el dosaje de la medicacién se
reguld segiin el grosor endometrial) y luego, sumado a
progesterona micronizada 600-800 mg/dia. El dia de co-
mienzo de la progesterona se desvitrificaron los oocitos
y luego fueron microinyectados. Se realizé transferencia
embrionaria intrauterina bajo guia ecogréfica en dia 3 o
2, salvo en ocasiones en las cuales se realizé transferen-
cia a las trompas uterinas translaparoscdpica en dia 2. El
soporte de la fase litea se llevé a cabo con progesterona
micronizada 600-800 mg/dia.

Transferencia embrionaria y tasa de embarazo

Las transferencias embrionarias intrauterinas
se realizaron utilizando un catéter Frydman (Frydman
classic cateter 4,5, Laboratoire C.C.D., Paris, Francia)
mientras que para la transferencia intratubaria se utili-
76 un catéter de GIFT (Marrs laparoscopic Gift cateter,
Cook IVF, Indiana, EE. UU.).

Se transfirieron entre 1 y 4 embriones en dia 2
0 3. Se consideré embarazo bioquimico cuando el resul-
tado de la subunidad PhCG fue >10 Ul/ml; embarazo
clinico cuando se observd uno o mds sacos gestacionales
intrautero con actividad cardiaca positiva. La tasa de em-
barazo se determiné como el nimero de pacientes con al
menos dos subunidades  hCG positivas crecientes/ni-
mero de pacientes transferidas. La tasa de implantacién
se consideré como el nimero de sacos gestacionales im-
plantados intradtero/nimero de embriones transferidos.

Resultados

Las edades de las pacientes y el niimero de
oocitos MII captados correspondientes a los dos grupos
estudiados (los que produjeron embriones lentos y em-
briones normales), asi como las tasas de fecundacién y
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el nimero de embriones transferidos, se presentan en la
Tabla I. Las transferencias en las que s6lo se transfirie-
ron embriones “lentos” (EL) fueron 8,7% (541/6251) del
total de tratamientos realizados en el periodo estudiado.

Las tasas de embarazo clinico, aborto y nacidos
para los grupos considerados se presentan en la Tabla II.

Las edad de las pacientes y el nimero de ooci-
tos MII captados correspondientes a los tres grupos de
transferencias analizados (a trompas de Falopio (TET),
utero en dia 2 (ET D2) y ttero en dia 3 (ET D3)) corres-
pondientes al grupo que produjo s6lo embriones lentos,
asi como las tasas de fecundacion y el nimero de em-
briones transferidos se presentan en la Tabla III.

Las tasas de embarazo clinico, aborto y nacidos
para los tres grupos de transferencias analizados (TET,
ET D2 y ET D3) correspondientes a pacientes que s6lo
produjeron embriones lentos se presentan en la Tabla IV.

Discusion

En general, en la literatura se hace referencia a
embriones con clivaje rapido o clivaje lento segin estos
hayan realizado su primera divisién celular en un perio-
do de tiempo que fluctiia entre las 25-27 horas posterio-
res a la inseminaciéon®”!%1®, Es importante destacar que
éste no es el criterio utilizado por nosotros para definir
los embriones “lentos” o “normales”, sino que nuestra
definicién hace referencia al niimero de blastémeras del
embrién para un determinado dia de desarrollo.

En funcion de este criterio, definimos como
embrién con clivaje “normal” a aquel que poseia 4 cé-
lulas a las 48 horas de desarrollo o 7 u 8 células a las 72
horas de desarrollo. Del mismo modo, definimos como
embridn con clivaje “lento” a aquel con menos de 4 cé-
lulas a las 48 horas de desarrollo o menos de 7 células a
las 72 horas de desarrollo.

Embriones Lentos Embriones Normales Significacién Estadistica
Edad 34,9 +/-3,4 34,4 +/-3,5 NS
Qocitos MII 7 +/-3,6 7,6 +/-3,2 NS
Tasa de Fecundacion 79,7 +/-18,5 82,3 +/-16,2 p<0,001
Nomero de Embriones Transferidos 3,3+/-0,6 3,4+/-0,4 NS

Tabla 1. Edad de las pacientes, nimero de oocitos MIl captados, tasa de fecundacién y nimero de embriones transferidos corres-

pondientes a los grupos estudiados.

Embriones Lentos

Embriones Normales Significacién Estadistica

Embarazo Clinico 26,6% (144/541) 55,4% (613/1106) p<0,0001
Tasa de Aborto 20,8% (30/144) 13,5% (83/613) p<0,01
Tasa de Nacidos 21,1% (31/144) 47,9% (530/1106) p<0,0001

Tabla Il. Resultados reproductivos para los grupos que produjeron sélo embriones lentos y embriones normales.

Grupo TET Grupo ET D2 Grupo ET D3 | Significacion Estadistica
Edad 35,0+/-2,7 359 +/-2,3 34,8 +/-3,5 NS
Qocitos MII 6,5+/-3,5 5,7 +/-3,7 6,1 +/-3,6 NS
Tasa de Fecundacion 81,4+/-18,8 88,6 +/-17,2 79,3 +/-18,5 p<0,01
Nomero de Embriones Transferidos 3,5+/-0,6 3,2+/-1,0 3,3+/-0,8 NS

Tabla IlI. Edad de las pacientes, nimero de oocitos MIl captados, tasa de fecundacién y nimero de embriones transferidos corres-
pondientes a los tres grupos de transferencias analizadas (a frompas de Falopio (TET), dtero en dia 2 (ET D2) y Gtero en dia 3 (ET
D3)) correspondientes a pacientes que sélo produjeron embriones lentos.
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Grupo TET Grupo ET D2 Grupo ET D3 Significacion Estadistica
Embarazo Clinico 78/215] 2 ]263'564 7227:’3%9 p<0,0001
Tasa de Aborto ]]27/’710 :;/8]’1 ]?5(}’782 NS
Tasa de Nacidos 53/]]'7] ) ]23‘}'5] . 5;%‘29 0<0,0001

Tabla IV. Resultados reproductivos correspondientes a los tres grupos de transferencias analizadas (a trompas de Falopio (TET),
dtero en dia 2 (ET D2) y dtero en dia 3 (ET D3)) correspondientes a pacientes que sélo produjeron embriones lentos.

En nuestro caso, hemos realizado un estudio
comparativo, retrospectivo con el fin de analizar los re-
sultados reproductivos de la transferencia de embriones
“lentos” y compararlos con transferencias de embriones
de clivaje “normal” (aquellas que incluian al menos un
embrién con el nimero de blastémeras correspondientes
al dia de desarrollo). Asimismo, quisimos comparar los
resultados de la transferencia de estos embriones “len-
tos” al utero y los obtenidos de la transferencia tubaria
de estos en dia 2.

Nuestros resultados mostraron que los ciclos
con s6lo “embriones lentos” son una baja proporcién del
total de procedimientos de alta complejidad (8,7%).

Del mismo modo, nuestros resultados mostra-
ron una tasa de embarazo clinico y de nacidos significa-
tivamente menor (26,6% vs. 55,4%, p<0,001; 21,1% vs.
47,9% p<0,001) y una tasa de aborto significativamente
mayor (20,8% vs. 13,5%, p<0,01) en los ciclos que pre-
sentaron transferencias de embriones con clivaje “lento”
exclusivamente. Estos resultados coinciden con los pu-
blicados por Lewin y cols.’, quienes compararon las ta-
sas de embarazo y de nacimiento al transferir embriones
“lentos” (<4 células) y normales (=4 células) de 48 horas
de desarrollo al utero. Sus resultados mostraron tasas de
embarazo del 7,1% y 24%, respectivamente, y tasas de
nacidos del 4,1% y 16,2%, respectivamente.

En nuestro analisis, los casos con embriones
“lentos” exclusivamente presentaron tasas de nacidos
aceptables (21,1%). Estos resultados ponen de manifies-
to la importancia de la evaluacién del grado de clivaje de
los embriones por transferir.

Este estudio incluye la determinacién de la me-
jor técnica para transferirlos. La transferencia tubaria en
dia 2 mostro tasas de embarazo clinico y nacimiento sig-
nificativamente mayores (p<0,01) comparadas con las
obtenidas por la transferencia uterina en dia 2 o 3 en pa-
cientes con embriones de clivaje “lento” (62,5%, 29,6%
y 20,0% para embarazo clinico respectivamente; 51,7%,

24,1% y 15,9% para nacidos respectivamente). El incre-
mento estadisticamente significativo de la tasa de emba-
razo de estos embriones transferidos a las trompas con-
trarrestaria las menores probabilidades que presentan de
por si estos “embriones lentos”, lleviandolos a tasas de
embarazos equivalentes a los de los embriones “norma-
les” transferidos a titero en nuestro estudio (55,4%). Este
aumento en las tasas de embarazo por transferencia a
las trompas de Falopio, pero para el caso de embriones
con primer clivaje lento, habfa sido descripto por Windt
y cols.'2,

Nuestros resultados respaldan el conocido cri-
terio de que el nimero de blastémeras es un parimetro
muy importante en el momento de elegir el/los embrio-
nes por transferir y que, ante la presencia de s6lo em-
briones con clivaje “lento”, una correcta eleccion del
tipo de transferencia que se realizard aporta un beneficio
importante en la obtencién de embarazo.
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