y la funcionalidad de éstos suscita
una controversia que se mantiene
vigente a dia de hoy. Varios estudios
realizados sobre esta tematica aportan
conclusiones divergentes y sostienen
posturas enfrentadas (Rienzi et al.,
2011). Algunos autores sostienen
la idea de que las alteraciones
citoplasmaticas y extracitoplasmaticas
del ovocito juegan un  papel
determinante en la fecundaciény en el
posterior desarrollo embrionario (Xia,
1997; Rienzi et al., 2008). En este
sentido, trabajos concretos reflejan
la influencia de las alteraciones
extracitoplasmdticas en detrimento
de la calidad embrionaria después de
la ICSI (Suppinyopong et al., 2000;
Lasiene et al., 2009), contrariamente
a aquellos que asocian un mayor
tamafio del espacio perivitelino a
una mejor calidad embrionaria (Ten
et al., 2007). Otros destacan que el
espacio perivitelino incrementado
reduce la tasa de fecundacion o puede
disminuir el potencial de implantacion
de los embriones obtenidos (Serhal
et al., 1997). En contraposicion a
estos resultados, otros estudios no
demuestran ninguna correlacién entre
la morfologia ovocitaria, las tasas de
fecundaciény el desarrollo embrionario
(Sutter et al., 1996; Balaban et al.,
1998; Chamayou et al., 2006).

El presente estudio tiene como
objetivo analizar especificamente si
las alteraciones extracitoplasmaticas
del ovocito, en concreto el incremento
del espacio perivitelino y la presencia
de exudado, tienen repercusion en la
fecundacién, el posterior desarrollo
embrionario 'y el potencial de
implantacién de los embriones.

MATERIAL Y METODOS

Se han analizado 476 ovocitos
maduros destinados a FIV-ICSI de
65 ciclos de ovodonacidon realizados
en nuestro centro. Los ovocitos
estudiados proceden expresamente
de donantes, para descartar
posibles efectos de los factores
de esterilidad femenina sobre la
morfologia ovocitaria.

Las donantes (edad 18-35 afios) han
sido tratadas siguiendo una pauta
de estimulacion con gonadotropinas
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Figura 1: (A) Ovocito grupo control. (B) Ovocito con anomalias en el espacio perivitelino.

recombinantes y urinarias, vy
antagonistas de la GNRH, establecida
por nuestro centro. Al tercer dia
después de la regla se inici6 la
administracién de FSHr (225,4
+/- 63,1 UI). EL 94,5% recibieron
LH durante la estimulacion. La
administracion del antagonista se
realiz6 en base al tamano folicular
(13-15 mm de didmetro maximo), y
en régimen de administracién diaria.
La sefial de la ovulacién se indicé en
d+10,7 habitualmente con 0,2 mg
de triptolerina, mas una ampolla
de 2500 Ul de hCG, administradas
via subcutanea 36 horas antes de la
puncion folicular.

Sehanincluido en el estudio los ovocitos
destinados a ICSI, independientemente
de que en el mismo ciclo haya otros
ovocitos que se destinen a FIV
convencional.

La decumulacion de los ovocitos se
ha realizado mediante un proceso
combinado, enzimatico (hialuronidasa)
y mecdnico (a través de pipetas de
140 y 170 ym de didmetro; Cook®).

Una vez realizada la decumulacién
y previamente a la ICSI se evalué la
morfologia de los ovocitos en Metafase
II. La valoracion se llevé a cabo con
aumentos de 40x a través de un
microscopio de modulacién de contraste
de Hoffman ( IX51 Olympus®).

Los ovocitos fueron clasificados en
funcién de la presencia (GE, grupo
de estudio) o ausencia (GC, grupo
control) de alteraciones en el espacio
perivitelino. (Figura 1)

Los ovocitos microinyectados y los
embriones obtenidos se mantuvieron

en cultivo en microgotas de 40pl
(G1+, Vitrolife serie 5+®), permitiendo
el sequimiento individualizado de cada
uno de ellos, evaludndose la tasa de
fecundacién y la calidad embrionaria.
En los ciclos en los que se realizéd
un cultivo largo (G2+, Vitrolife serie
5+®) también se analiz6 la tasa
de compactacion a d+4 y la tasa de
formacion de blastocisto a d+5.

La transferencia embrionaria se
realizé en dia +3 o en dia +5, segln
el ndmero de embriones de buena
calidad y cada caso en particular. La
transferencia se llevé a cabo mediante
catéter de transferencia Wallace® con
seguimiento por ecografia, segin el
protocolo de transferencia del centro.

La tasa de implantacion se calculd sélo
teniendo en cuenta aquellos ciclos en
los que se realizo la transferencia en dia
+3, incluyendo aquellos que se habfan
transferido embriones procedentes del
mismo grupo de ovocitos (GE 0 GC) y que
mediante ecografia se pudo confirmar
la implantacién de un 100% o0 0%.

En conjunto, los parametros evaluados
en el estudio fueron: la incidencia
de alteraciones en el espacio
perivitelino, la tasa de fecundacién,
la tasa de embriones de buena calidad
(transferidos y vitrificados), la tasa
de compactacion, la tasa de formacion
de blastocistoy, por Gltimo, la tasa de
implantacion de aquellos ciclos en los
que la transferencia se realiz6 a d+3.

El analisis estadistico utilizado para
establecer las comparaciones entre
los resultados obtenidos respecto
a los dos los grupos (GE, GC) fue la
comparacién de proporciones (Prueba
Z) con un nivel de significacién p=0,05.
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RESULTADOS

En los 65 ciclos realizados se analizaron
un total de 476 ovocitos en Metafase
IT'y un 20,17% (96/476) presentaron
alteraciones en el espacio perivitelino.

La tasa de fecundaciéon en los
ovocitos con un espacio perivitelino
anémalo (GE) fue del 83,33% y en
los ovocitos normales (GC) de un
81,32%. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas
(p>0,05) en las tasas de fecundacién
entre los dos grupos de ovocitos (z =
0,46; p=0,652). (Figura 2).

Se contabilizaron como embriones
de buena calidad aquellos que por su
buena morfologia fueron transferidos
o congelados (vitrificados). No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas  (p>0,05) entre los
embriones de buena calidad obtenidos a
partir de ovocitos con espacio perivitelino
alterado respecto al de los procedentes
de ovocitos normales (55,0% en GE vs
48,2%en GC; z=1,12; p=0,250). (Figura 2).

Se mantuvieron en cultivo largo hasta
dia +5 un total de 86 embriones. No se
observaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre los dos
grupos de embriones en cuanto a tasa de
compactacion a d+4. De los embriones
del grupo de estudio un 62,42%
compactaron correctamente mientras
que del grupo control compactaron
un 68,42% (z = -0,55; p = 0,582).
Tampoco  encontramos  diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05)
entre los dos grupos de embriones que
fueron capaces de formar blastocistos a
d+5. La tasa de formacion de blastocisto
fue de 41,38% en el grupo de estudio y
54,39% en el grupo control (z=-1,14; p
=0,250). (Figura 3).

Los resultados obtenidos en cuanto
a tasas de implantacién tampoco
mostraron diferencias significativas
entre los dos grupos estudiados (50%
en GE vs 37,04% en GC) (z=0,23; p =
0,401). (Figura 4).

DISCUSION
Tal y como queda reflejado en los

Criterios ASEBIR, (Ardoy et al.,
2008) existe disparidad respecto a

90%
80% m Tasa fecundacién GC
70%
60% 7 0O Embriones buena
50% calidad GC
40% ® Tasa fecundacion GE
30%
20% 0O Embriones buena
10% calidad GE

0% :

Grupo Control Grupo de Estudio

Figura 2: Comparativa porcentual de la tasa de fecundacién y del porcentaje de embriones de buena

calidad obtenidos.

80% B Tasa de compactacion GC
70%
DU B Tasa de fi ion de
” asa de formacion
50% Blastocisto GC
40%
30%j B Tasa de compactacion GE
20%
10% Tasa de formacion de
0% Blastocisto GE

Grupo Control

Grupo Estudio

Figura 3: Comparativa porcentual de la tasa de compactacién y de la tasa de formacién de blastocitos.

las caracteristicas de la morfologia
ovocitaria cuya influencia sea relevante
en relacién a los criterios de seleccién
embrionaria. No obstante, la valoracion
previaalaICSIdeparametrosovocitarios
de facil evaluacién y la recopilacion de
los resultados obtenidos en los ciclos
realizados, ofrecen datos deinterés que
podrian ser usados como marcadores
de calidad o viahilidad embrionaria y
capacidad de implantacién. (Balaban
etal., 1998).

El tamafo del espacio perivitelino, asi
como la presencia de exudado, son
caracteristicas facilmente valorables, y en
este trabajo nos propusimos determinar
su relacion con diferentes variables de
calidad embrionaria e implantaciéon.

El estudio se ha realizado
exclusivamente en ovocitos de donante
para minimizar un posible efecto de
la infertilidad femenina sobre los
ovocitos. No obstante, nos sorprende
la incidencia observada de alteraciones
extracitoplasmdticas (20,17%). Este
hecho, podria hacer pensar que estas

alteraciones sean consideradas como
variables de la normalidad y deberse
a factores intrinsecos de los ovocitos
(Balaban etal., 1998). De todas formas,
no hay que olvidar que estos ovocitos
se encuentran in vitro y habria que
considerar si factores extrinsecos como
la estimulacién ovarica, la aspiracion
folicular, el cultivo y manipulacién in
vitro o la decumulacién, pueden afectar
estos parametros (Balaban et al.,
1998). Para profundizar en el posible
efecto de la estimulacion ovarica,
seria interesante poder ampliar estos
estudios relacionando la presencia
de alteraciones extracitoplasmdticas
seglin la media de ovocitos obtenidos
por ciclo y la concentracion de
estradiol el dia de la hCG, pudiendo
asi establecer una relacién entre
la presencia de alteraciones y la
respuesta a la estimulacién ovarica.

Algunos autores, con modelos animales
(Suppinyopong et al., 2000; Talbot
and Dandekar, 2003), postulan que el
tamafio del espacio perivitelino puede
afectar al mecanismo de aproximacion
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Figura 4: Comparativa porcentual entre ovocitos EP afectados y no afectados en cuanto a tasa de

implantacion.

del espermatozoide a la membrana del
ovocito, influyendo en la fusion de las
membranasy en la tasa de fecundacion.
En nuestro estudio, las tasas de
fecundacién obtenidas son similares
para ambos grupos de ovocitos (GE y
GC), aunque por la naturaleza de la
ICSI no podemos valorar la posible
interferencia de las anomalias del
espacio perivitelino sobre el proceso de
fusion de membranas.

De esta forma, debemos ser conscientes
de que la conclusién de este estudio
s6lo es aplicable a los ovocitos que
han sido microinyectados, ya que en el
estudio no se contabilizan los ovocitos
de FIV convencional y por tanto no
podemos asegurar que éstos tengan el
mismo comportamiento.

Asimismo, los resultados indican que
las anomalias observadas en el espacio
perivitelino no afectan negativamente
a la compactacién de los embriones, ni
tampoco a la formacién del blastocisto.
Por tanto, el establecimiento de
los sistemas de adhesion celular y
comunicacion intercelular, necesarios
para la formacién de la mérula, no
parecen verse afectados por el tamafio
del espacio perivitelino. Dicho tamafio

puede  condicionar indirectamente
el establecimiento de contactos
interblastoméricos segin la teoria

clasica de determinaciony diferenciacién
celular. De la misma manera, a partir de
los resultados de nuestro trabajo y de
la tasa de obtencién de blastocistos
en los dos grupos, se evidencia que
la polarizacion y la determinacién
de las estirpes celulares tampoco
se ven influidas por las anomalias
extracitoplasmaticas ovocitarias.

Eldisefio experimental de nuestro estudio
presenta una limitacién respecto a la
valoraciénde lastasasdeimplantacién, ya
que si en una transferencia los embriones
proceden de los dos grupos (GE y GC),
no han podido ser contabilizados por no
saber con certeza qué embrién es el que
ha implantado (a no ser que obtengamos
un 0 o 100% de implantacién). Seria
necesario ampliar la serie de estudio y
realizar transferencias homogéneas para
poder confirmar los resultados obtenidos.
No obstante, los resultados preliminares
derivados del estudio realizado indican
que el proceso de contraccién y dilatacién
del embrién necesario para la eclosion
no se ve alterado por la presencia de
anomalias en el espacio perivitelino.

En conclusion, los resultados derivados
de nuestro estudio coinciden con los
reportados previamente por diferentes
autores (Sutter et al., 1996; Balaban
et al., 1998) y confirman que no se
observa correlacién entre la morfologia
alterada del espacio perivitelino y la
capacidad del ovocito para desarrollar
embriones de buena calidad y con un
buen potencial de implantacién.
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