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Resumen

El objetivo de este estudio es evaluar de manera retrospectiva las consecuencias de la rotura, de tipo Sin Salto
(SS), de la membrana citoplasmatica del ovocito durante la microinyeccion citoplasmatica de espermatozoide
(ICSI). Se han incluido 226 ciclos de ICSI realizados desde octubre de 2004 hasta diciembre de 2006 en el IVI-
Barcelona. Se han dividido en dos grupos: grupo A (n = 111 ciclos, 1291 ovocitos, 225 ovocitos con rotura SS),
en el que hay al menos un ovocito dentro de la cohorte con rotura SS, y grupo B (n = 155 ciclos, 1348 ovocitos),
en el que no ha habido ningiin ovocito con rotura SS en la cohorte. De los dos grupos se han calculado y compa-
rado la tasa de degeneracion ovocitaria y la tasa de fecundacion. Una vez comprobada la fecundacion se ha eva-
luado la evolucion de los embriones en dia 2 y dia 3, siendo en este dia cuando se realiza la transferencia embrio-
naria. En caso de tener embriones sobrantes de suficiente calidad, se ha procedido a su congelacion. Se ha
observado un aumento significativo (p < 0,05) en la degeneracion de ovocitos del grupo A. Un 10 % de los ovo-
citos con rotura tipo SS degeneran vs. un 4 % de los ovocitos que degeneran sin haber sufrido este tipo de rotura.
Del mismo modo, se observa una diferencia significativa (p < 0,05) en la tasa de fecundacion. Se encuentra una
fecundacion del 69 % en los ovocitos que han tenido rotura SS vs. un 75 % de fecundacion en los ovocitos del
grupo B. Los resultados muestran que, una vez conseguida la fecundacion, la probabilidad de que un embridn
sea transferido es independiente del tipo de rotura de la membrana ovocitaria, (28,2 % en grupo A vs. 33,6 % en
grupo B). En conclusion, segun este estudio, la rotura del oolema de tipo SS no compromete al desarrollo ni a la
calidad embrionaria, una vez superada la fecundacion.

Abstract

The aim of this study was to asses the consequences of a sudden breakage (SS) of oocyte membrane while per-
forming an intracytoplasmic sperm injection (ICSI). A retrospective analysis was performed on 226 cycles of IC-
SI in a 2 year period in our clinic. We categorized them in 2 groups: group A in which at least one oocyte
presents SS breakage (n = 111 cycles, 1291 oocytes, 225 SS membrane breakage oocytes) and group B in which
no oocytes present SS breakage (n = 1555 cycles, 1348 oocytes). We evaluate degeneration and fertility rate of
each group. Once fertilization was assessed, embryo quality was evaluated in Day2 and D3. In this day, we per-
formed the embryo transfer and in case of having a surplus of good quality embryos we proceed to freeze them.
Degeneration rate was significantly higher (p < 0.05) in group A compared with group B (10% vs. 4% respec-
tively). Fertility rate followed an exactly inverse pattern, being significantly lower (p < 0.05) in group A com-
pared with group B (69% vs. 75% respectively). Our data showed that, once fertilization was achieved, the prob-
ability of one specific embryo to reach the transfer do no depend of the kind of oocyte membrane breakage
(28.2% Group A vs. 33.6% in Group B). Thus, these data indicate that SS type of breakage do not jeopardize
neither embryo development nor quality once fertilization is reached.

INTRODUCCION

En técnicas de reproduccion asistida, la microinyec-
cion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI) es
una técnica de fecundacion asistida muy utilizada
desde que se probd como la mas eficaz en casos de
esterilidad masculina (Palermo ef al., 1992).

Para una adecuada realizacion de la técnica, pri-
mero se deben elegir y preparar correctamente los
gametos. El ovocito a microinyectar debe ser un
ovocito maduro (MII), es decir, que haya extruido el
primer corpusculo polar. Para poder observarlo, se le
deben retirar las células del cumulo que rodean la
zona peltcida. Este procedimiento recibe el nombre
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de decumulacion. Por otra parte, el espermatozoide
debe ser activado mecanicamente, rompiendo el fla-
gelo con ayuda de la micropipeta. Asi se estimulara
la reaccion entre los diferentes componentes cito-
plasmaticos de ambos gametos.

Con el ICSI se consigue microinyectar un unico
espermatozoide con buena morfologia y movilidad
en la mejor zona del citoplasma. De esta manera se
superan los pasos preliminares de la fecundacion in
vivo, como la reaccion acrosomica y la fusion de
membranas de los gametos.

La microinyeccién espermatica esta indicada en
aquellos casos donde hay un factor masculino rela-
cionado con baja concentracion espermatica, movili-
dad y/o morfologia alterada, que impide una buena
fecundacién mediante la inseminacién convencional
(FIV). Del mismo modo el ICSI se utiliza en casos
de fallo de fecundacion por FIV, de no gestacion en
diferentes intentos de inseminacion artificial homo-
loga o heterologa (IAH) y en casos de diagnodstico
genético pre-implantacional por PCR. En estos ca-
sos, ni las células del cimulo, ni los espermatozoi-
des adheridos a la zona pelicida deben interferir en
el resultado.

Esta técnica se lleva a cabo con la ayuda de un
micromanipulador que dirige el movimiento de las
dos micropipetas responsables del ICSI. Una de ellas
(conocida como /olding), mediante succion, sujeta
el ovocito en la posicién deseada para realizar el
ICSI. Asi, el ovocito se posiciona de manera que la
zona del citoplasma adyacente al primer corpusculo
polar, donde tedéricamente se encuentra el huso
meiodtico, queda alejada de la zona de microinyec-
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Figura1 Caracterizacion de las roturas. [VI-Barcelona.
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cion, evitando la desestructuracion de la placa meta-
fasica. La segunda micropipeta (la de inyeccidn)
perfora sin problemas la zona pelucida y la membra-
na citoplasmatica u oolema, para depositar el esper-
matozoide en el ooplasma.

El oolema suele presentar una elasticidad y resis-
tencia determinada frente a la pipeta de inyeccion, y
aunque se deben reducir al maximo los dafios oca-
sionados al ovocito durante la rotura, ésto no siem-
pre es posible. Dependiendo de la calidad ovocitaria
y del grado de maduracion de la membrana citoplas-
matica, la rotura de ésta se realizara de manera mas
0 menos agresiva. En general, una cierta elasticidad
en la membrana citoplasmatica esta relacionada con
una buena calidad ovocitaria.

La categorizacion de los diferentes tipos de rotura
de la membrana difiere entre los diferentes laborato-
rios de FIV. En 1995 Nagy et al. describieron cinco
tipos de rotura diferentes: tipo A: el oolema se rom-
pe durante el proceso de introduccion de la pipeta
sin aplicar ningln tipo de aspiracion del citoplasma;
tipo B: el oolema se rompe como consecuencia de
una leve aspiracion; tipo C: el oolema se rompe aspi-
rando muy fuerte, sobrepasando la zona pelucida; ti-
po D: el oolema se rompe después de la reintroduc-
cion de la pipeta en otra area, aspirando poco
citoplasma; tipo E: el oolema se rompe debido a una
fuerte aspiracion después de la reintroduccion de la
pipeta en otra area. Palermo et al. en 1996 describie-
ron tres tipos de rotura diferentes: normal, rapida y
dificil. La rotura normal se define como aquella en la
que el oolema presenta cierta resistencia y se rompe
al aplicar un poco de presion; una rotura rapida es
aquella en la que el oolema se rompe durante el pro-
ceso de introduccion de la pipeta sin presentar resis-
tencia alguna y, finalmente, una rotura dificil, aque-
lla en la que se debe reintroducir la pipeta en otra
area y en ocasiones aspirar citoplasma.

En la actualidad, en el laboratorio de FIV de IVI
Barcelona para describir los diferentes tipos de rotu-
ra no se excluye ninguna de las anteriores, y de esta
manera se identifican siete tipos de rotura diferentes:
SS, Al, A2, A3, STA1, STA2, STA3. Rotura SS o
Sin Salto: el oolema se rompe durante la introduc-
cion de la pipeta sin ningun tipo de resistencia; rotu-
ra Al: el oolema se rompe al introducir la pipeta ob-
servandose previamente una invaginacion en la
membrana siendo esto sintoma de una cierta elastici-
dad; rotura A2: aquella en la que no es posible una
rotura Al, y el oolema se rompe como consecuencia
de una leve aspiracion del citoplasma; rotura A3: el
oolema se rompe después de una aspiracion citoplas-
matica importante al presentar una mayor resistencia
a la rotura; rotura STA1 o Stirring: el oolema se
rompe al reintroducir la pipeta en otra area aplicando
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Taula 1 Caracteristicas de los dos grupos incluidos.

115

EDAD Ovocitos MII SS
GRUPO A 34,04 £3,74 1291 1078 225 (20.87 %)
GRUPO B 34,83 £ 3,66 1368 1058 0 (0 %)

Taula 2 Efecto de la rotura SS, comparandolo con la rotura no SS.

T. degenerados T. fecundacion

T. fecundacion T. transferencia  T. Congelados

(%) (%) andémala (%) (%) (%)
GRUPO A 10° 69" 9.8° 28.2¢ 25.0°
GRUPO B 4 75 4 33,6 14,1

*+* de Pearson: p = 0,001. Diferencia de degeneracion entre Grupo A y Grupo B.

® »* de Pearson: p = 0,01. Diferencia de fecundacion entre Grupo A y Grupo B.

¢ +* de Pearson: p = 0,002. Diferencia de fecundacion anémala entre Grupo A y Grupo B.
4+ de Pearson: p > 0,5. Diferencia de transferencia entre Grupo A y Grupo B.

'+ de Pearson: p = 0,02. Diferencia de fecundacién andémala entre Grupo A y Grupo B.

una cierta presion; rotura STA2: el oolema se rompe
después de la reintroduccion de la pipeta y una leve
aspiracion; rotura STA3: el oolema se rompe des-
pués de la reintroduccion de la pipeta y una impor-
tante aspiracion.

Cada tipo de rotura tiene una repercusion sobre el
ovocito y su posterior desarrollo. En los estudios re-
alizados por Nagy et al. en 1995 y Palermo et al. en
1996, se encuentra una mayor tasa de degenerados y
una menor tasa de fecundacion cuando la rotura es
de tipo A o rapida (segun la categorizacion del VI
Barcelona, una rotura de tipo SS) debido a una in-
madurez del ooplasma y del oolema.

A las 17-20 horas posteriores a la microinyeccion,
se comprueba la fecundacion de los zigotos. Un zi-
goto correctamente fecundado debe tener 2 pronu-
cleos (el masculino y el femenino) y dos corptsculos
polares extruidos (el primario y el secundario). Se
considera que la fecundacion es anémala cuando en
lugar de 2 pronucleos, el zigoto presenta 1, 3 o mas
pronticleos.

El desarrollo y la calidad de los embriones es va-
lorado en dia 2 y en dia 3. El dia de la transferencia
se seleccionara los embriones (1 o 2) de mejor mor-
fologia entre todos los de la cohorte embrionaria.

OBJETIVO

El objetivo de este estudio es averiguar si, diez afios
mas tarde, con el perfeccionamiento de la técnica y
con la experiencia de los bidlogos, una rotura sin
salto (SS) sigue teniendo las mismas repercusiones.

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un estudio retrospectivo en el que se
han incluido 266 ciclos de fecundacion in vitro reali-
zados en nuestro centro desde octubre de 2004 hasta
diciembre de 2006. Se trata de ciclos realizado con
ovocitos propios en los cuales la técnica indicada pa-
ra la inseminacion es el ICSI. Se han dividido los ci-
clos en dos grupos: grupo A (n = 111 ciclos, 1291
ovocitos), en el que hay al menos un ovocito dentro
de la cohorte con rotura SS )y grupo B (n = 155 ci-
clos, 1348 ovocitos), en los que no ha habido ningiin
ovocito con rotura SS en la cohorte. De cada grupo
se ha valorado las tasas de degeneracion, correcta fe-
cundacion y fecundacion anémala. Por otro lado, se
ha comparado el porcentaje de embriones transferi-
dos o congelados segun el tipo de rotura que se ha
dado en el momento de la microinyeccion espermati-
ca.

RESULTADOS

Este estudio consta de dos grupos de pacientes: A y
B, correspondientes a pacientes que han tenido algiun
ovocito con rotura SS durante la microinyeccion en
su cohorte, y a pacientes que no han tenido ningin
ovocito con rotura SS en su cohorte ovocitaria res-
pectivamente.

Ambos grupos son comparables en tratamiento,
edad media, nimero de ovocitos totales y niimero de
ovocitos maduros.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio retrospecti-
vo revelan que el tipo de rotura SS aumenta la pro-
babilidad de degeneracion y disminuye la tasa de fe-
cundacion de manera significativa, del mismo modo
que reflejaban los estudios de Nagy et al. y de Paler-
mo et al. una década atras.

El aumento significativo de la tasa de fecundacion
anomala, como afirman Palermo et al. (1996), es de-
bido a la fragilidad o inmadurez de la membrana
plasmatica, que dificulta la extrusiéon del segundo
corpusculo polar (CP), el cual descondensa en el ci-
toplasma, formandose un tercer prontcleo

La comparacion del numero medio de embriones
transferidos y el porcentaje de embriones congelados
en los grupos A y B, no muestra ninguna diferencia
significativa. Se puede concluir que una rotura SS no
compromete el desarrollo ni la calidad embrionaria
de los ovocitos correctamente fecundados.

Una rotura SS provoca la disminucion del niimero
de embriones que forman la cohorte embrionaria de
una paciente. Por lo tanto, para que existan mas po-
sibilidades de seleccion en el momento de escoger el
mejor o los mejores embriones para la transferencia
embrionaria, se debe intentar evitar al maximo una
rotura SS.
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