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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto de la preincubacion de los ovocitos en los resultados de la ICSI. Material
y Método: Trabajo retrospectiv en el que se estudiaron 620 ciclos de ICSI llevados a cabo en la
Unidad de Reproduccion Humana del Hospital de Cruces- Baracaldo desde 2004 hasta Junio 2007 y
que fueron distribuidos en cuat ro grupos segiin el tiempo de incubacion de los ovocitos desde la pun-
cion folicular hasta la decumulacion y posterior microinyeccion de los mismos. El tiempo de incuba-
cion estuvo determinado exclusivamente a la carga de trabajo del laboratorio. En el grupo 1 el inter-
valo de tiempo fue de 2 a 2 horas y media, en el grupo 2, de 2 horas y media a 3 horas, en el grupo 3,
de 3 a 3 horas y media y en el grupo 4, mas de 3 horas y media. Todas las punciones foliculares se re-
alizaromentre 35,30y 37 horas después de la inyeccion de hCG. Los ovocitos se decunularon y cla-
sificaron inmediatamente antes de ser microinyectados (ICSI). Se compararon las variables: edad de
las pacientes, niimero de ovocitos obtenidos, inseminados, fe rtilizados, niimero total de embriones
transferidos/paciente, niimero de embriones transfe ridos de calidad optima, pacientes con transferen-
cia, tasa de embara zo, embriones implantados y tasa de implantacion. Resultados: No observamos di-
ferencias significat s en ninguna de las variables estudiadas, siendo los resultados finales del ciclo
de ICSI similares en los distintos periodos de incubacion. Asi, las tasas de embara zo por transfere n-
cia fueron 47.22%, 47.33%, 39.73% y 37.85% 'y las tasas de implantacion 20.83%, 22.32%, 17.14%
vy 18.55% en los grupos 1, 2, 3 y 4 respectivamente. Conclusiones: En los ciclos estimulados con and-
logos de GnRH./FSH/HMG, cudndo la puncion folicular se realiza entre 35,30 y 37 horas, el tiempo
de incubacion de los ovocitos antes de efectuar la micro i nyeccion de los mismos no afecta a los resul-
tados finales del ciclo, siempre y cudndo sea superior a 2 horas. Estos datos tienen gran relevancia
para los centros en los que hay una importante carga asistencial acompariiada de una jornada laboral
limitada y pocos mdrgenes de demora.
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Summary

Objective: To assess the influence of the time of oocyte preincubation in ICSI results. Material and
Methods: 620 consecutive ICSI cycles perfo rmed at our reproductive Unit ( Hospital from Cruces,
Baracaldo, Spain) between January 2004 to June 2007. Four groups were established according the
interval time between oocyte pick- up and oocyte decumulation and ulterior microinjection.
Incubation time depended only on daily wo rk load of the IVF laboratory. The intervals of the incu-
bation time were: 2 -2.30 h in group I, 2.30-3 h in group II, 3-3.30 h in group IIl, and > 3.30 h in
group IV. Oocyte pick up was perfo rmed between 35,30 and 37 h after hCG administration. The
oocytes were decumulated and dassified immediately before being microinjected. The following para-
meters were analy zed: woman’s age, number of oocytes, of inseminated oocytes, of fertilizal oocytes,
of obtained embryos and of transfe rred embryos as well as of top quality embryos transfe rred and
the pregnancy rate and the implantation rate Results: There were no significant differences in the
aforementioned parameters. Final ICSI results were similar according the different incubation times.
Thus, per transfar pregnancy rates in groups I, I, I1I and 1V were 47.22%, 47.33%, 39.73% and
37.85% and implantation rates 20.83%, 22.32%, 17.14% and 18,55%. Conclusions: In ICSI cycles
where ova rian stinulation is perfo rmed with GnRH analogues./FSH/HMG, and oocyte pick-up is do-
ne between 35,30 and 37 h after hCG, the time of oocyte incubation before oocyte microinjection ( if
> 2 hours) does not influence ICSI results. Our findings are of clinical relevance, especially in centers
with high wo rk loads and with a strict wo rking day schedule.

Key words: oocyte incubation time. Preincubation. Fertilization. Implantation rate.

Pregnancy rate, ICSI.

INTRODUCCION

En las Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA),
y especialmente en la Inyeccién Intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), la completa maduracién
ovocitama, tanto a nivel nuclear como citoplasmatico,
es un proceso fundamental para que pueda tener lugar
la activacién del ovocito para una correcta fertiliza-
cién y posterior desarrollo embrionaro. La madurez
nuclear puede ser ficilmente evaluada microscépica-
mente una vez eliminadas las células del cimulo que
rodean al ovocito, cosa que no ocurre con la madurez
citoplasmadtica. Asi, no somos capaces de evaluar si
un ovocito nucleamente maduro, esto es, en metafase
de la segunda divisién meidtica (M-II) ha alcanzado
el grado de madurez citoplasmdtica que le permitira
activarse, fertilizarse correctamente y permitir el de-
sarrollo temprano del embridn, es decir, no somos ca-
paces de valorar si se trata de un ovocito competente
(1, 2). Parece que, tras la aspiracion folicular, los
ovocitos recuperados podrian necesitar un periodo de
cultivoin vitro para que la maduracién citoplasmética
y nuclear se sincronicen. Existen discrepancias sobre
cudnto tiempo es necesario desde la obtencién de los
ovocitos y su decumulacién. Cuando la ICSI se intro-
dujo, en 1992 (3), muchos procedimientos se copia-
ron de las experiencias previas con la FIV, incluyendo

los tiempos de preincubacidn. Asi, al principio, mu-
chos centros preincubaban los ovocitos durante 3-7
horas (4,5) encontrando algunos autores mejores ta-
sas de fecundacion tras ICSI (6), aunque otros no co-
moboraban estos resultados (7-10).

El objetivo de este estudio fue comparar los resul-
tados de la ICSI tras diferentes periodos de incuba-
cién de los ovocitos antes de su decumulacién y pos-
terior microinyeccion.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron de forma retrospectiva 620 ciclos de
ICSI llevados a cabo en nuestra unidad desde Enero
de 2.004 hasta Junio de 2.007. Los criterbs de selec-
cién de las pacientes fueron baja o nula fertilizacién
en ciclo previo de FIV, factor masculino severo no
apto para FIV convencional y fracaso de insemina-
cidén intrauterina.

Todas las pacientes fueron sometidas a supresion
hipofisaria con andlogos de la GnRH en protocolo
largo (Decapeptyl®, Laboratorios Ipsen Pharma,
Barcelona) (96.60%) (n=598) o con antagonista de la
GnRH (Cetrotide®, Laboratorios Serono, Madrid)
(3,4%)(n=22). La estimulacién ovarica se llevo a ca-
bo con FSH recombinante (Gonal F®, Laboratorios
Serono, Madrid) y HMG ultrapurificada (Menopur,
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Laboratorios Ferring, Espafia). Se administraron 250
microgramos de HCG recombinante (Ovitrelle®,
Laboratorios Serono, Madrid) cuando se observaron
al menos 3 foliculos de 18.5 mm de didmetro. Todas
las punciones foliculares se llevaron a cabo entre
35.30 y 37 horas tras la administracién de HCG, bajo
sedacion y por via transvaginal ecogréfica. Los ovoci-
tos obtenidos se cultivaron en Medio IVF de
MediCult (MediCult, Denmark) hasta el momento de
realizar la ICSI. La ICSI se llevé a cabo siguiendo la
metodologia descrita previamente (11). Tras la ICSI,
los ovocitos se cultivaron en microgotas en medio
ISM1 (MediCult, Denmark) hasta dia +2 y a partir de
ahi en medio ISM2 (MediCult. Denmark). Las trans-
ferencias se llevaron a cabo en medio UTM
(MediCult, Denmark ), bajo control ecografico (12,
13), en dia +2, +3 o +4 dependiendo del dia de la se-
mana en que se realizé la puncién folicular, ya que en
nuestro centro no se realizan transferencias los fines
de semana (14). La fase litea se suplementé con
Progesterona micronizada, 800 mg/dia (Utrogestan®,
Seid, Barcelona).

Los 620 ciclos fueron distri buidos en cuatro gru-
pos segtin el tiempo transcurrido desde la puncién fo-
licular hasta la microinyeccidn de los ovocitos. La
duracion del periodo de incubacién vino determinado
exclusivamente por la carga de trabajo del laborato-
rio. En el Grupo I (n=39), el intervalo de tiempo
transcurrido fue de 2 a 2,30 horas, en el Grupo 11
(n=146), de 2,30 a 3 horas, en el Grupo III (242), de
3 a 3,30 horas y en el Grupo IV (n=193), més de 3,30
horas. Se descarté el intervalo de menos de 2 horas
porque sélo inclufa 3 ciclos. La medias de edad de las
pacientes fue de 35.3 + 2.8 afios en el Grupo I, 34.9 +
2.9 en el Grupo II, 34.7 + 2.9 en el Grupo Il y 34.7
+ 3.2 en el Grupo IV. El nimero medio de ovocitos
obtenidos fue respectivamente, 11.6 = 25.5, 10.7 +
6.0, 10.5 £ 5.4 y 10.9 = 5.5 en los cuatro Grupos de
estudio (Tabla 1). Los ovocitos se decumularon y cla-
sificaron inmediatamente antes de efectuar la ICSI.

Sélo se microinyectaron los ovocitos M-1I. Se compa-
raron entre los cuatro grupos las variables: edad de la
mujer, tipo de esterilidad y duracién de la misma, nu-
mero de ovocitos obtenidos, ndmero de ovocitos inse-
minados, nimero de ovocitos fertilizados, total de
embriones transferidos, embriones transferidos de ti-
po I (considerados de calidad 6ptima), ndmero de pa-
cientes con transferencia, embriones implantados, ta-
sa de implantacién, tasa de embarazo por puncién y
tasa de embarazo por transferencia.

A los 14-16 dias de la transferencia embrionaria
se realizé andlisis de B-hCG en sangre para determi-
nacién de embarazo y se confi rmé el mismo por eco-
grafia vaginal en la 5*-6* semana.

Los resultados se expresan como porcentaje y me-
dia ( desviacion estandar. Para el analisis estadistico
se utilizaron la X* para las variables cuantitativas y la
t- Student para las vari ables cualitativas. Se consider
diferencia estadisticamente significativa p<0,05.

RESULTADOS

Para estudiar el efecto del tiempo de incubacién
de los ovocitos antes de la microinyeccion, dividimos
los 620 ciclos estudiados en cuatro grupos: Grupo I,
el tiempo de incubacién fue de 2 horas a 2 horas y
media; en el Grupo I, de 2 horas y media a 3 horas;
en el Grupo III de 3 horas a 3 horas y media y en el
Grupo 1V el periodo de incubacién fue mayor de 3
horas y media. Las caracteristicas de las pacientes de
los cuatro grupos fueron comparables para las varia-
bles: edad de las pacientes: (35,3 = 2,8 en el Grupo I,
349 + 2.9 en el Grupo I, 34,7 £ 2,9 en el Grupo Il y
34,7 £ 3,2 en el Grupo IV); duracién de la esterilidad
(4.2 £ 2.1 afos, 4.9 £ 2.6 afios, 4.6 £ 2.9 afios y 4.5
2.0); nimero de ovocitos obtenidos (11,6 £ 5,5; 10,7
+ 6,0; 10,5 = 5,4; 10,9 = 5,5) y nimero de ovocitos
inseminados ( 9,4 £5,3; 8,3 +£5,2; 8,2 +4,5;8,7+
4,8), no encontrandose diferencias estadisticamente

Tabla 1
Datos descriptivos de los cuat ro grupos estudiados expresados como media + desviacion estdndar

Tiempo de incubacion 2-2,30h 2,30-3h
n=39 n=146
Edad paciente 35,3+2,8 34,929
Esterlidad 1 66,7%* 77.4%
Duracion (afios) 4,2+2.1 4,9+2.6
O vocitos obtenidos 11,6%5,5 10,7+6,0
O vocitos inseminados 9,4+5,3 8,3+5,2

3-3,30h >3,30h p
n=242 n=193

34,729 34,732 ns
80.0% 85.71%** p<0.01
4,629 4,5+2,0

10,5+5.,4 10,9+5,5 ns
8,2+4.5 8,7+4,8 ns
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significativas entre los cuatro grupos. Sin embargo
existen diferencias significativas en el porcentaje de
pacientes con esterilidad primaria entre los Grupos I
(66,7%) y IV (85,7%)(p<0.01), no encontrandose di-
ferencias entre los demds Grupos (77,4% Grupo II y
80% Grupo III)(Tabla 1).

El nimero de ovocitos fertilizados (5,4 + 3,6
Grupo [; 4,4 = 3,5 Grupo 1II; 3,9 £ 2,5 Grupo Il y 4,4
+ 2,7 Grupo IV), el nimero de embriones transferidos
(2,6 £ 0,7 Grupo I; 2,4 = 0,8 Grupo II; 2,5 = 0,7
Grupo Il 'y 2,6 + 0,6 Grupo 1V), el niimero de em-
briones transferidos de “calidad 6ptima” (1,8 + 0,8
Grupo [; 1,6 = 0,8 Grupo II; 1,7 £ 0,8 Grupo lll y 1,6
+ 0,7 Grupo IV) asi como el porcentaje de pacientes
que tuvieron transferencia (92,30% Grupo I; 89,72%
Grupo II; 92,56% Grupo I y 91,87% Grupo IV) fue-
ron también similares en los cuatro grupos, no encon-
trdndose diferencias estadisticamente significativas .
(Tabla 2).

Los resultados globales conseguidos en los ciclos
de ICSI estudiados fueron similares en los diferentes
periodos de incubacién de los ovocitos, no observan-
dose diferencias estadisticamente significativas ni en
las tasas de embarazo por puncién (17/39 (43,6%)
Grupo I; 62/146 (42,5%) Grupo 1I; 89/242 (36,8%)
Grupo III y 67/193 (34,7%), ni en las tasas de emba-
razo por transferencia (17/36 (47,2 %) Grupo I;
62/131 (47,3%) Grupo II; 89/224 (39,7%) Grupo Il y
67/178 (37,8%) Grupo 1V), ni tampoco en el nimero
de embriones implantados (1,3 + 0,5 Grupo I; 1,3 +
0,6 Grupo II; 1,5 = 0,7 Grupo Il y 1,4 £+ 0,7 Grupo
IV) ni en la tasa de implantacién (20,83% Grupo I;

22,32% Grupo 1II; 17,14% Grupo Il y 18,45% Grupo
IV). (Tabla 2)

DISCUSION

Desde que se introdujo la ICSI como técnica de
reproduccidn asistida en1992 (3), la madurez nuclear
de los ovocitos es evaluada rutinariamente antes de
efectuar la microinyeccién, ya que solo se inyectan
los ovocitos en metafase II (M-II). Muchos centros
preincuban los ovocitos de ICSI antes de la microin-
yeccién espermadtica por dos motivos. Primero, por-
que la madurez nuclear y citoplasmdtica parece que
no siempre estdn sincronizadas en los ciclos estimula-
dos (15), de forma que la presencia de un ovocito MII
no garantiza su competencia y como consecuencia
tampoco la activacién del mismo por el espermato-
zoide tras la microinyeccién. Segundo, porque los
ovocitos recuperados en MI pueden completar su ma-
duracion in vitro y alcanzar el estadio de MII, aumen-
tando de ese modo el niimero de ovocitos inyectables.
El tiempo 6ptimo de preincubacién de los ovocitos
antes de realizar 1la ICSI es controvertido, como lo es
también si los ovocitos deben permanecer o no rodea-
dos de las células del cimulo hasta su inyeccién o si
deben ser decumulados inmediatamente después de
su obtencién. Existen estudios como los realizados
por Van de Verde et al (4) y Yanagida et al (5) que de-
muestran que tanto la tasa de fertilizacién como la ca-
lidad de los embriones no se ven influenciadas ni por
el tiempo de incubacién de los ovocitos previo a la
ICSI, ni por la presencia de las células del cimulo

Tabla 2
Resultados del ciclo segiin los tiempos de incubacion previos a la ICSI
Tiempo de incubaciéon 2-2,30h 2,30-3h 3-3,30h >3,30h p
n=39 n=146 n=242 n=193
O vocitos inseminados 9,4+5,3 8,3+ 5,2 8,2+4.5 8,7+4.8 ns
O vocitos fertilizados 5,4+3,6 4,4+ 3,5 3,9+2.5 4,4+27 ns
Embriones transferidos (ET) 2,6+0,7 2,4+0,8 2,5+0,7 2,6+0,6 ns
Embriones Tipo I transferidos 1,8+ 0,8 1,6+ 0,8 1,7+0,8 1,6+0,7 ns
Pacientes con transferencia 92,30% 89,72% 92,56% 91,87% ns
Tasa Embarazo/Puncién 17/39(43.6 %) 62/146(42.5%) 89/242(36.8%) 67/178(34,7%) ns
Tasa Embarazo/ET 17/36(47.2%) 62/131(47.3%) 89/224(39.7%) 67/178(37.8%)
Embriones implantados 1,3+0,5 1,3+ 0,6 1,5+0,7 1,4+0,7 ns
Tasa Implantacion 20,83% 22,32% 17,14% 18,45% ns
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hasta la microinyeccién. Esto puede suponer que con
los protocolos de estimulacién basados en la utiliza-
cién de GnRHa/FSH/HMG la maduracién nuclear y
citoplasmética estdn sincronizadas, o bien, que la IC-
SI puede obviar algiin proceso relacionado con la ma-
duracion citoplasmética. Estos autores concluyen que
no es necesaria la preincubacion de los ovocitos por-
que no encontraron diferencias en el porcentaje de
ovocitos MII entre los grupos con diferentes periodos
de incubacién cuando los ovocitos se recuperaban 35
0 36 horas post HCG.

Por el contrario, Veek (6) evaluando la relacién
entre madurez nuclear y periodo de incubacién de-
mostrd que el porcentaje de ovocitos MII aumentaba
del 63,4% al 85% cuando los ovocitos se incubaban
durante 4 horas tras su obtencién. Manssur et al (7)
encontré un ndmero significativamente mas alto de
ovocitos MII cudndo el tiempo de maduracién in vivo
tras la HCG fue de 36 horas frente a 35 horas. Ho y
colaboradortes concluyen en su estudio que es necesa-
rio preincubar los ovocitos al menos dos horas y me-
dia para conseguir un nimero de ovocitos MII signifi-
cativamente mas alto que cudndo el periodo de
incubacion es menor de dos horas y media en los ca-
sos en los que la recuperacidn ovocitaria se realiza a
las 34 horas de la administracién de HCG. Sin embar-
go, en este mismo estudio, las tasas de fertilizacién y
la calidad de los embriones obtenidos no se ven afe c-
tadas por los distintos periodos de incubacion.

En nuestra experiencia, con las pautas de estimu-
lacién utilizadas y recuperando los ovocitos entre 35
horas y media y 37 horas tras la administracién de
hCG, el tiempo de incubacién de los ovocitos desde
la obtencién de los mismos hasta su decumulacién y
posterior microinyeccidn carecié de influencia sobre
los diferentes marcadores de éxito reproductivo con-
siderados. Partiendo de un mismo nimero de ovocitos
obtenidos, el nimero de ovocitos inyectados, el nu-
mero de ovocitos fertilizados, embriones transferidos
y el de los embriones de alta calidad transferidos fue-
ron muy semejantes en los cuatro grupos considera-
dos. De la misma manera las tasas de embarazo por
puncidén y por transferencia fueron similares en los
cuatro grupos: 43.6% y 47,2% en el de 2 horas a 2
horas y media; 42.5% y 47.3% en el de 2,30 a 3 ho-
ras; 36.7% y 39.7% en el de 3 a 3 horas y media y
34.7% 37.8% en el de mas de 3 horas y media.
También son similares el nimero de embriones im-
plantados (1.3, 1.3, 1.5, y 1.4 respectivamente) y las
tasas de implantacion (20.83, 22.32, 17.14, y 18.55
respectivamente).

En todo caso debe sefialarse que los resultados

fueron incluso ligeramente superiores (aunque sin
significacién estadistica) en los grupos con menos
tiempo de incubacidn.

Probablemente parte de las discrepancias con los
trabajos previos radiquen en la diferente metodologia
seguida tanto en la estimulacién ovdrica como en el
manejo del laboratorio, habida cuenta de los grandes
avances que se producen en las Técnicas de
Reproduccién Asistida en periodos de tiempo peque-
fos, de manera que los trabajos de hace algunos afios
tal vez pudieran no ser aplicables. También ha de te-
nerse en cuenta que nuestro trabajo es retrospectivo,
por lo que la solidez de nuestras conclusiones es rela-
tiva. A pesar de todo creemos que los resultados que
presentamos son de gran interés para los Laboratorios
de Reproduccién Asistida en los que existe una im-
portante carga de trabajo y la jornada laboral estd li-
mitada ya que demuestran que no es necesario espe-
rar mds de 2 horas para decumular y microinyector
los ovocitos.
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