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Resumen

Presentamos €l primer nacimiento en Espafia de una gestacion obtenida con embriones procedentes
de ovocitos madurados in Vitro tras una leve estimulacion a una paciente con sindrome de ovario po-
liquistico.
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Summary

We here present the first delivery of a healthy child in Spain after transfer of embryos obtained from
in vitro matured oocytes. The patient, with polycystic ovarian syndrome, received a slight stimulation.
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INTRODUCCION

En las mujeres con sindrome de ovario poliquisti-
co (SOP) y/o con patrén ecogréfico de ovario poli-
quistico, la alternativa de tratamiento cuando falla la
induccién de la ovulacion es la Fecundacion in Vitro
(FIV). Sin embargo, estas mujeres son extremada-
mente sensibles a la estimulacion ovéarica con gona-
dotropinas y tienen un mayor riesgo de desarrollar
una hiperestimulacion ovarica (HSO) (hasta un 8% en
este grupo de pacientes).

Se ha demostrado que la puncién-aspiracién de
ovocitos inmaduros (sin previa estimulacion ovarica)
y su posterior maduracion in vitro (MIV), puede ser
una aternativa ala FIV convencional, especialmente
en este grupo de mujeres (1). Esta nueva técnica per-
mitiria eliminar el riesgo de HSO y reducir €l coste y
la duracion del tratamiento (2), y se podria aplicar
también a mujeres con antecedentes de HSO (3), o
gue no desean o0 en las cuales esta contraindicado el
tratamiento de estimulacion ovérica.

Se presenta el caso de una paciente con SOP ala
gue se lerealizé un ciclo de MIV, y tras la transferen-
cia de 2 embriones qued6 gestante, dando lugar al
primer nacimiento de un nifio en Espafia fruto de esta
técnica.

CASO CLIiNICO

Paciente de 31 afios diagnosticada de SOP de
acuerdo alos criterios de Rotterdam (4).

El varén presentaba oligozoospermia con una co-
rrecta recuperacion después de la capacitacion esper-
matica.

En 2005 se realizaron cuatro ciclos de induccion
de la ovulacién con gonadotropinas (Gonal F(®),
Laboratorios Serono, Espafia) en un protocolo de
pauta lenta e inseminacion artificial, obteniendo una
respuesta adecuada pero sin conseguir embarazo.

Tras discutir |as opciones terapéuticas disponibles,
se decidi6, dadas las caracteristicas de la paciente y
sus antecedentes realizar un ciclo de FIV con madu-
racion in Vitro de los ovocitos. Se realizdé una minima
estimulacion con FSH recombinante, (Puregon (®),
con una dosis total de 225Ul y se administraron
10.000 Ul HCG (HCG Lepori (®) €l dia 8° del ciclo.
Los datos de los controles realizados y las dosis de
gonadotropinas administradas se pueden ver en la
Tabla 1.

Se procedi6 a la extraccién de los ovocitos inma-
duros bajo sedacién con propofol, con una aguja de
aspiracién especial con un bisel mas corto, de 17 G y
30 cm (Cook K-OSN-1730-A-60) y una presion de

Tablal
Monitorizacion de ciclo de FIV-MIV: Datos de las ecografias, estradiol plasmatico y dosis diaria de FSHr
Diadel ecografia, didmetrosfolicularesy Niveles Dosis
ciclo grosor endometrial en mm Plasméticos FSHr
3P OD:8,7,7y 5 LH: 4.5 mUl/ml
0l:8,7,7,y3 FSH: 7.4 mUI/ml 50 UI
Endometrio: 4 mm Estradiol: 31
pg/ml
Prog: 0.4 ng/ml
40 25 Ul
5° 50 Ul
6° 0D: 10,9, 7,7y 5 Estradiol: 51
0l:12,7,7,7,6,6y 6 pg/ml 50 Ul
Endometrio : 5 mm
7° 50 UI
8° OD: 11, 9,9,9,8,8,8 y7
Ol:14,9,9987y7 Estradiol: 58 HCG
Endometrio : 7 mm pa/ml
100 Puncion

OD: ovario derecho; Ol: ovario izquierdo
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aspiracién de 75-80 mm Hg, que es inferior ala utili-
zada en FIV convencional. Se recuperaron 8 ovoci-
tos. Teniendo en cuenta las caracteristicas morfol 6gi-
cas del cumulo odéforo se clasificaron en 3 ovocitos
en metafase | (M) y 4 ovocitos en profase | (vesicu-
las germinales (VG)) (Figura 1). Los ovocitos recupe-
rados fueron cultivados durante 4 h en medio de ma-
duracién (LAG (®), Medicult). Consiste en una
solucién salina suplementada con suero sintético
(SSR (®), USA: ART Supplement), albumina sérica
humana (HSA), piruvato sédico, glucosa, bicarbonato
sadico, estreptomicina, penicilinay rojo fenol.
Posteriormente, se cultivaron los ovocitos en medio
de maduracién IVM (IVM(®), Medicult) (compuesto
por glucosa y metabolitos derivados, sales fisioldgi-
cas, aminoacidos esenciales y no esenciales, vitami-
nas, nucledtidos, bases de DNA, piruvato sadico, bi-
carbonato sédico, estreptomicina, penicilinay rojo
fenol) suplementado con FSHr (Puregon(®),
Organon), HCG (HCG-Lepori(®), Lepori) y 10% de
suero humano obtenido a partir de sangre de la pa-
ciente.
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Figural
Ovaocito clasificado como MI con climulo abundante y cé-
lulas de |la corona radiata compactas y dispuestas radial -
mente.

A las 26h post puncion, se denudaron todos los
ovocitos con hialuronidasa (Hyase (®), Vitrolife). De
los 8 ovocitos, 5 maduraron hasta metafase 11 (Ml1),
y 3 MI permanecieron en cultivo para proseguir con
su proceso de maduracién.

A las 26 h post-puncion se realizé la microinyec-
cion espermatica (ICSI) segun el protocolo habitual
en nuestro centro.

A las 18h post-inseminacion se observé la presen-
cia de 2 pronucleos (PN) y 2 corpusculos polares
(CP) en 2 de los cigotos, mientras que 2 de ellos pre-
sentaban 1 solo nacleo (N) y 2CP. El resto de los ha-
Ilazgos en las observaciones se detalla en la Tabla 2.
Se transfirieron dos embriones en dia +3 post pun-
cion, con la metodologia habitual (5). En el momento
de la transferencia un embrién presentaba 2 células
de tamafio similar y un 10% de fragmentos citopl as-
maticos, y otro 5 células de distinto tamafio y un 15%
de fragmentos. No se pudo criopreservar ningin em-
brién por presentar multinucleacion o blogueo en di-
vision celular. No se observé maduracion posterior de
los ovocitos en MI. Se suplementé la fase [Utea con
valerianato de estradiol 2 mg/8 horas desde €l dia de
la aspiracion de los ovocitos, y progesterona vaginal
micronizada, 200 mg/8 horas, desde el diadelalCSl,
hasta |a determinacién de beta-HCG 12 dias después
de latransferencia.

Los niveles de BHCG fueron de 150 pg/ml. Lapri-
mera ecografia a 62 semana de amenorrea mostré un
nico saco gestacional con un embrion con latido car-
diaco positivo. Tras la confirmacion del embarazo, se
prosiguié con el tratamiento hasta la 112 semana de
gestacion.

El embarazo transcurrié sin incidencias destaca-
blesy tras un parto eutdcico se produjo € nacimiento
de un varén sano a la 392 semana de gestacion, con
un peso de 4330 kilosy 54 cm.

DISCUSION

La MIV es una técnica alternativa a la FIV con-
vencional con estimulacion ovarica, que ha permitido
yael nacimiento de mas de 400 nifios.

Se han descrito distintos protocolos para la obten-
cién y posterior maduracion de ovocitos inmaduros.
La administracién de bajas dosis de FSHr al inicio de
de lafase folicular no aumenta el nimero de ovocitos
recuperados, su madurez, capacidad de fecundacion
ni desarrollo de los embriones resultantes (6, 7) en
mujeres con ciclos regulares. Parece ser que una esti-
mulacion minima es mas adecuada en casos de PCO
con ciclos irregulares (8), mejorando las tasas de em-
barazo. Se aconseja la administracion de dosis bajas
de gonadotropinas cuando se trata de pacientes SOP o
con ovarios multifoliculares. Se han realizado con
éxito ciclos de MIV en ciclo espontaneo (9), sin esti-
mulacién, y en ciclos con estimulacion minima.
Como ya se ha comentado, cuando los ciclos son re-
gulares, la administracion de FSH no aumenta la efi-
cienciade laMIV (10).
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Tabla 2
Seguimiento de los embriones procedentes de |os ovocitos madurados In Vitro

D+1 Division Temprana D+2 Estado
1.NF1CP - 2 cels.(multinucl)10% F No apto
2.2PN2CP 2PN 2CP 2 celssimilares 10% F Transferido
3.1N2CP 2 celsasimétricas 4 cels asimétricas (multinucl) No apto
4.1N2CP = No dividido No apto
5.2PN2CP no PN 5 cels asimétricas 15% F Transferido

NF: no fecundado; CP: corpusculo polar; PN: pronicleos; cels: blastdmeros; N: nlcleo; F: Fragmentos; multinucl: blastomeros
multinucleados

Se conoce bien como la LH permite que el ovocito
en VG prosiga su maduracion y alcance la metafase
I1, con la extrusion del CP. A pesar de €ello, no existe
consenso sobre la ventaja de administrar HCG en los
ciclos de MIV. Algunos autores no administran HCG
de forma rutinaria (8, 11-12), observando una menor
tasa de fragmentacion embrionaria (13) y obtienen re-
sultados satisfactorios (10). Otros autores muestran
gue la maduracion de los ovocitos y la tasa de emba-
razo mejoran con la administracion de HCG 36h pre-
viaalapuncién ovérica, sefacilitalarecuperacion de
los ovocitos, aumenta el nimero de ovocitos que al-
canzan MIl alas 48 h 'y se acelera el proceso de ma
duracién (14).

Es importante resaltar que la madurez del ovocito
debe implicar tanto la madurez nuclear como la cito-
plasmatica. La maduracion nuclear se consigue a tra-
vés del progreso de la meiosis | hacia la meiosis II.
La valoracién de la madurez citoplasmatica es mas
dificil y se realiza mediante la observacion del grado
de expansion de las células de cumulo, la extrusion
del segundo corpusculo polar, y el aumento del espa-
cio perivitelino (15).

Lamadurez del ovocito viene regulada por comple-
jas interacciones entre distintos factores intracelulares,
paracrinos y estructurales (que incluyen esteroles, este-
roides, factores de crecimiento y adenosina monofosfa-
to ciclica (16)). Para conseguir una adecuada madura-
cion de los ovocitos es preciso disponer de medios de
cultivo especificos que induzcan la progresion de la
meiosis hasta € estadio de metafase Il y que induzcan
también la maduracion citoplasmética. La variacion
del tiempo de maduracién de los ovocitos se ha rela-
cionado con el posterior desarrollo del embrion (17).
Los ovocitos que maduran el mismo dia de su recupe-
racién dan lugar a embriones de mejor calidad que los
gue provienen de los madurados a las 24 horas 'y 48
horas. La mala calidad de los embriones derivados de

ovocitos madurados lentamente puede ser debida a una
pérdida de la actividad del factor promotor de la fase
M (muy variable en funcion del tiempo de madura-
cion), de la produccién de ciclinas y/o de otras protei-
nas implicadas en el control del ciclo celular. (18)

La elevada tasa de embriones procedentes de M1V
con blastdbmeros multinucleados y su relacion con
mayor tasa de aneuploidias ha sido descrita en distin-
tos trabajos. Se ha atribuido a que los ovocitos de
MIV pueden presentar un blogueo de la division celu-
lar y un aumento de la multinucleacién en relacién
con las gonadotropinas administradas (13). Se ha des-
crito también que los ovocitos derivados de la MIV
presentan mas alteraciones del huso meidtico y de la
alineacién de los cromosomas que |os ovocitos madu-
radosin vivo (19).

Diversas publicaciones han descrito |os resultados
obtenidos con esta técnica, con tasas de embarazo al-
rededor del 20-25% (20-22) que, aunque inferiores a
las tasas de embarazo obtenidas tras FIV, ponen de
manifiesto que puede representar una alternativa vali-
da para mujeres en las que se desee evitar |os posi-
bles riesgos de la estimulacién ovérica.

Labaja o nula estimulacion necesaria en los ciclos
de MIV ha sido propuesta como alternativa a la FIV
con estimulacién convencional, sobretodo en paises
como Italia en que la legislacion vigente no permite
inseminar méas de tres ovocitos. Los resultados de un
15.2% de embarazo por transferenciay una implanta-
cion de 8.8% (10) justifican plenamente la utilizacion
de esta técnica en el &mbito legal descrito.

Recientemente se ha publicado los datos de un es-
tudio multicéntrico basado en mas de 1000 ciclos,
con tasas de embarazo y de implantacion en ciclos de
MIV que llegan al 30-35% y al 10-15% respectiva-
mente, en mujeres infértiles con PCO y anovulatorias
PCOS (23) frente al 25.5% referido por Le Duy cola-
boradores (24).
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En el Institut Universitari Dexeus se han realizado
desde junio de 2005 hasta agosto de 2006, 23 transfe-
rencias a 18 pacientes, con una media de 2.0 = 0.7
embriones transferidos, dando lugar a 4 embarazos
(14.6% por puncién, 17,4% por transferencia), con
una tasa de implantacion del 8,3%). Estos resultados,
aunqgue claramente inferiores a los obtenidos tras
FIV, son equiparables alos que aparecen en la biblio-
grafia

Todas las publicaciones refieren unas tasas de im-
plantacién de los embriones procedentes de MIV in-
feriores a las observadas tras FIV. Como ya se ha
mencionado, ello podria ser debido a una mayor tasa
de aneuploidia en los embriones procedentes de los
ovocitos de M1V (13, 19). A pesar de €ello, el segui-
miento obstétrico y perinatal de los nifios nacidos tras
MIV (21, 25) muestra resultados comparables a los
obtenidos tras FIV.

Se han obtenido embarazos tras MIV tanto con
embriones en fresco como tras congelacion en estadio
de pronucleos (23), e incluso con blastocistos vitrifi-
cados (26). También se ha descrito el embarazo tras
la transferencia de un embrién de MIV sometido a
diagndstico genético preimplantacional (27).

LaMIV de ovocitos representa una alternativa va-
lida ala FIV con estimulacion convencional para de-
terminados grupos de pacientes con riesgo de HSO,
obteniéndose tasas de embarazo aceptables, con una
adecuada relacion riesgo-beneficio. La mejora en el
manejo clinico y de las técnicas de cultivo para MIV
debera permitir optimizar los resultados.
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