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Resumen

Objetivo: valorar la influencia en las tasas de gestacion e implantacion embrionaria de la utilizacion
de aceite mineral como protector de las microgotas de cultivo embrionario y comparacién de dos ti-
pos de aceites.

Ambito: Centro privado de diagndstico y tratamiento de la esterilidad.

Sujetos del estudio: han sido estudiadas 32 pacientes que se sometieron a un ciclo de fecundacion in
vitro con transferencia embrionaria. No se tuvo en cuenta el factor de infertilidad de las pacientes.

Resultados: del total de las 32 punciones, €l grupo que obtuvo mejores tasas de gestacion e implanta-
cion embrionaria fue el de la parafina de Medicult, 58,33% y 29,03%, respectivamente. En ningln ca-
SO se apreciaron diferencias significativas.

Conclusion: la eleccién de un determinado aceite mineral para recubrir las microgotas de cultivo em-
brionario no afecta a los resultados de un programa de Fecundacion in Vitro / Transferencia
Embrionaria (FIV/ITE).

Palabras claves: cultivo secuencial. Aceite mineral. Tasa gestacion e implantacion embrionaria.

Summary

Objetive: to determine the influence on pregnancy and embryo implantation rates using paraffin oil
as protector of embryo microdrops, and comparison of two types of mineral oil.

Group: 32 patients who underwent to a cycle of in vitro fertilization with embryo transfer were studied.
Results: from of the 32 cycles, paraffin oil of Medicult got the best results on pregnancy and embryo
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implantation rates with 58,33% and 29, 03%, respectively. None of the cases there were significant

differences.

Conclusion: the choice of a different types of paraffin oil to cover microdrops of embryo culture do-

es not affect to the IVF program results.

Key words: Media culture. Mineral oil. Pregnancy and implantation rates.

INTRODUCCION

El objetivo de las técnicas de fecundacioén in vitro
y €l cultivo embrionario es conseguir embriones via-
bles (de buena calidad) que sean capaces de desarro-
Ilarse hasta blastocisto (in vivo o in vitro), implantar
y dar lugar a nifios nacidos sanos.

Uno de los aspectos que mas tenemos en cuenta
en el laboratorio de fecundacién in vitro son los culti-
vos embrionarios (1) y todo lo relacionado con ellos.
El embrién requiere diferentes componentes nutricio-
nales a medida que avanza a lo largo de las trompas
falopio hacia el Utero (2, 3). Los medios de cultivo
intentan asemejar su composicion ala que se encuen-
tran los embriones durante este vigje, y es por esto
gue normalmente se utilicen diferentes medios de
cultivo dependiendo del dia de desarrollo embriona-
rio donde se encuentre el embrion.

S6lo nos hemos centrado en los cultivos secuen-
ciales (1, 4) ya que son éstos los que utilizamos a me-
nudo en laclinicadiaria, y no hemos tenido en cuenta
los co-cultivos (5) en este estudio.

Dos de los métodos de cultivo secuencial mas usa-
dos en los distintos laboratorios son:

* En placas de cuatro pocillos (Nunc, Dinamarca),
donde se trabaja sin recubrir el medio de cultivo
con aceite minera
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200 1 medio de cultivo

* En microgotas de cultivo recubiertas de aceite
mineral

50_1 medio de cultivo

Nos vamos a limitar a comentar ésta Ultima, y so-
bretodo vamos a hacer hincapié en el aceite mineral
que recubre las microgotas de cultivo. La funcion prin-
cipal del aceite mineral es proteger a los ovocitos o
embriones frente a posibles contaminaciones (6); tam-
bién es un medio protector frente a cambios de pH y
temperatura (6). Por el contrario, existen autores que
consideran perjudicial la utilizacion del aceite mineral
en los cultivos embrionarios ya que |as tasas de desa
rrollo embrionario hasta blastocisto son mejores en
cultivos embrionarios sin aceite mineral (7-10).

En este estudio nos planteamos como objetivo sa-
ber si la utilizacion de aceite mineral, y en concreto
de un determinado aceite, como protector de las mi-
cro gotas de cultivo podia 0 no influir en las tasas de
gestacién e implantacion embrionaria.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo consiste en un estudio prospectivo en el
gue no se tuvo en cuenta ni el factor de infertilidad ni
tampoco la edad de las pacientes a la hora de elegir
aquellas que entraban a formar parte del estudio, aun-
gue si que se hizo un estudio estadistico de la variable
cuantitativa edad. Un total de 32 punciones componen
el estudio, las cudles se dividieron en dos grupos:

* Grupo A. Se utiliz6 como aceite mineral el

Ovail (Vitrolife, Goteborg, Suecia)
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* Grupo B. El aceite utilizado fue la parafina li-
quida de Medicult (Medicult, Dinamarca)

En el estudio se incluyeron todas las pacientes, in-
dependientemente del nimero de embriones transferi-
dos o de la calidad de los mismos. La técnica que se
empled para la fecundacion fue la microinyeccion in-
tracitoplasmatica (ICSl). Todas las transferencias que
se realizaron fueron intrauterinas, bajo control eco-
grafico y en dia+3 (72 horas post puncién ovérica).

Preparacion delos medios

Tanto los medios de cultivo como el aceite mineral
se prepararon €l dia anterior ala puncion ovéricay se
colocaron en un incubador a 37 °C y un 5% de CO2.

Preparamos IVF (Vitrolife, Goteborg, Suecia) co-
mo medio de cultivo y Flushing Medium (Medicult,
Dinamarca) como medio tamponado donde col ocaba-
mos los ovocitos que ihamos recuperando del liquido
folicular. El aceite mineral no hizo falta suplementar-
lo con nutrientes puesto que ya viene suplementado;
en un tubo de 50 mL (Falcon, Estados Unidos) colo-
camos 40 mL de aceite por puncién. En los dos casos,
una vez preparados se incubaron hasta el dia de la
puncion (24 horas después, aproximadamente).

El mismo dia de la puncion, volvimos a preparar
aceite mineral de la misma forma, pero ahora como
medio de cultivo preparamos G1.2 (Vitrolife,
Goteborg, Suecia) (1). Al dia siguiente se sigui6 la
misma rutina que el dia anterior.

El dia +2, 48 post puncién ovarica, preparamos
como medio de cultivo G2.2 (Vitrolife, Goteborg,
Suecia) (1), al igual que también preparamos G2.2
para utilizarlo como medio de transferencia al dia si-
guiente.

Cultivo embrionario

Una vez que los ovocitos metafases |1 fueron mi-
croinyectados, se colocaron en una placa de cultivo
(Falcon, Estados Unidos) compuesta por cinco micro
gotas periféricas de medio de cultivo (I1VF-20,
Vitrolife, Goteborg, Suecia) y una micro gota central
también de IVF. De las cinco micro gotas periféricas,
cuatro de 40 ul donde se colocan los ovocitos mi-
croinyectados, y una quinta gota de 50 pl que se utili-
za como lavado. El niUmero de ovocitos que se colo-
caron por micro gota fue de tres como maximo; en €l
caso de tener mas de doce ovocitos microinyectados
se utilizo una segunda caja de cultivo.

Pasadas 16-20 horas post microinyeccion se pro-
cedi6 a observar cuantos ovocitos habian fecundados.

Aquellos que presentaban dos pronucleos fueron co-
locados en una nueva cagja de cultivo, similar ala an-
terior, pero con la diferencia que el medio de cultivo
erael G1.2 (Vitrolife, Goteborg, Suecia). EI niUmero
de zigotos por micro gota no fue nunca superior a
tres.

El dia +2, 48 horas post puncion ovarica, los em-
briones fueron valorados morfol dgicamente y cam-
biados a una nueva caja de cultivo cuyas micro gotas
también eran de G1.2.

Todas las transferencias embrionarias se realiza-
ron 72 horas después de la puncion ovérica, dia +3.
El nimero de embriones a transferir dependi6 de, pri-
mero y principal de la opinion de la pareja, y poste-
riormente se tuvieron en cuenta otros factores como
la informacion de posibles ciclos anteriores, la edad
de la paciente y la calidad embrionaria.

Los embriones elegidos para ser transferidos fue-
ron colocados en una caja de pocillo central (Falcon,
Estados Unidos) con medio G2.2 (Vitrolife,
Goteborg, Suecia). Aquellos embriones que no se
transfirieron fueron colocados en cgjas de cultivo se-
cuencial, también con medio de cultivo G2.2, pero ya
sin aceite mineral que recubriera el medio de cultivo.
L os embriones que alcanzaron el estadio de blastocis-
tos fueron criopreservados (Freeze-kit 2, Vitrolife,
Goteborg, Suecia).

ANALISISESTADISTICO

Para las variables paramétricas se utilizo la prueba
independiente de lat de Student, considerandose dife-
rencias significativas aquellas cuya p<0,05. Las va-
riables no paramétricas fueron comparadas con la
prueba de la Chi Cuadrado, considerandose también
diferencias significativas agquellas con una p<0,05. se
utilizo el programa informéatico SPSS v.10 paralare-
alizacion de todos los cél cul os estadisticos.

RESULTADOS

El estudio se compone de 32 punciones ovaricas,
20 a grupo A (Ovoil) y 12 a aceite de Medicult, gru-
po B.

En cuanto alas caracteristicas de las pacientes (ta-
bla 1) no hubo diferencias significativas en ninguna
de las variables cuantitativas estudiadas. La edad de
los dos grupos fue muy pareja; 32,6 + 4,54 del grupo
A frente a 33,42 + 4,19 para el grupo B.

En el diagrama de cgja (figura 1) tampoco se ob-
servan diferencias importantes y vemos como en los
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Tablal Tabla?2

Variables paramétricas Estudio estadistico de |as variables parametricas
p-valor
_ Grupo A Grupo B ovoil vs medicult

nciclos 20 12 Edad 0,616

Edad 32,6+4,54 3342+4,19 it 0134

n ovocitos 12,15+ 4,93 9,08 + 6,24 novocrios '

n zigotos 6,70+ 2,75 5,75+ 3,65 n zigotos 0,410

n embrionestransferidos 3,05+ 0,39 2,58+ 0,99 n embriones transferidos 0,070

Embriones transferidos Embriones transferidos grado 1 y 11 0,056

grado |l y Il 2,35+1,04 1,58+ 1,08

i 3 : Ds (diferencia significativa) p<0.05
Valores expresados como media + error estandar de lamedia

cian diferencias que estan muy préximas de ser signi-
dos grupos la mayoria de los datos (edades) pertene- ficativas (p=0,070 y p=0,056, respectivamente) aun

cen a mismo rango de val ores. cuando el aceite Medicult es el que presenta valores
Del resto de variables paramétricas que se han te- mas bajos para la variable niUmero de embriones trans-
nido en cuenta tampoco se observan diferencias im- feridos, 2,58 + 0,99 frente a 3,05 + 0,39 del grupo A.
portantes. El grupo B, aceite Medicult, es el que pre- La calidad de los embriones también favorecié a gru-
senta valores mas bajos tanto en el nimero de po A frente a del aceite Medicult: 2,35 + 1,04 para el
ovocitos obtenidos tras la puncién ovérica, 9,08 + grupo Ay 1,58 + 1,08 para el grupo B, (tabla 2).
6,24, como en el nimero de zigotos obtenidos, 5,75 + L as tasas de gestacion que a continuacion se van a
3,65 (tabla 1). Pese a haber diferencias, cuando se re- mostrar corresponden a tasas por transferencia em-
alizo el estudio estadistico no se observaron que estas brionaria. La tasa de gestacion general de las 32 pun-
fueran significativas entre los dos grupos del estudio ciones fue de 56,25% y la de implantacion embriona-
(tabla 2). ria de 29,35%. Tanto la tasa de gestacion como la de
En cuanto a ndmero de embriones transferidos y implantacion embrionaria fueron similares en los gru-
la calidad de los mismos (grado | y I1) si que se apre- pos A y B; alin asi, en ninguno de los casos hubo di-

ferencias significativas (tabla 3). De todas formas ha-
bria que hacer hincapié en el hecho que so6lo hicimos

50 12 transferencias con embriones cultivados bajo acei-
te Medicult y que este grupo era el que presentaba va-
lores mas bajos en el nimero de ovocitos, zigotos,

- — embriones transferidos y calidad de los mismos.
40+
Tabla3
Tasas de gestacion e implantacién embrionaria
|
—
30+ Grupo A Grupo B p-valores
Ovail Medicult

B

2 nciclos 20 12 —

20 50 5 Tasa gestacion 11/20 7112

ovoil medicult (55%) (58.33%) NS
. . . Tasaimplantacion 18/61 9/31
Tipos de aceites minerales (29.51%) (29.03%) NS
Figural . _ o
Diagrama de caja de la variable edad NS. Diferenciano significativa
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DISCUSION

Segun Shimada et al (8) la utilizacidn de aceite
mineral como protector de las microgotas de cultivo
disminuye la tasa de desarrollo embrionario hasta
blastocisto de los ovocitos de cerdos madurados con
aceite frente a los ovocitos madurados en un medio
sin aceite mineral. Nosotros no podemos ni estar de
acuerdo ni en desacuerdo, ya que todos los cultivos
embrionarios, a partir del tercer dia post-puncion
ovérica, los realizamos en cajas de doble pocillo sin
aceite mineral, y ademas son embriones humanos.

Para Erbach et a. (9) el zinc es un posible agente
toxico contaminante en los cultivos embrionarios re-
cubiertos por aceite mineral. En este mismo sentido,
Miller et a (10, 11) también postulan que cubrir las
microgotas de cultivo con aceite mineral provoca la
liberacién de sustancias embriotoxicas.

A nosotros nos parece imprescindible la utiliza-
cion del aceite mineral durante la denudacion y fe-
cundacion de los ovocitos, porque es e momento de
maxima manipulacion de los mismos. Es en este mo-
mento cuando se producen las maximas variaciones
de pH y de temperatura. En cambio, a partir del dia
+1 (24 horas pot-puncion ovérica) la utilizacion del
aceite mineral no es tan importante, ya que los tiem-
pos de trabajo fuera del incubador son minimos, a no
ser que tengamos que realizar el diagndstico genético
preimplantacional de los embriones.

En cuanto a la comparacién de los dos tipos de
aceites, ovoil y medicult, no se han observado dife-
rencias significativas en ninguna de las variables es-
tudiadas, ni en las paramétricas ni en las no paramé-
tricas. Habria que comentar que el grupo B (aceite
medicult) fue el que obtuvo mejores tasas de gesta-
cion y de implantacion embrionaria; en cambio, fue
el grupo donde el nimero y la calidad de los em-
briones transferidos fue menor y mas baja, respecti-
vamente, en comparacion con el otro grupo en estu-
dio. También fue el grupo en que la media de los
ovocitos y el nimero de zigotos fue més bajo (tabla
1). Esto nos hace sospechar que cuando tengamos
series més amplias de datos las diferencias seran
mas importantes aunque dudamos que lleguen a ser
significativas.
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