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CAPITULOII

RESUMEN

Introduccioén:

Uno de los factores mas importantes que determina el éxito de las técnicas de
reproduccion asistida (TRA) es la calidad de los embriones generados in vitro. La
fragmentacion o generacién de pequefos fragmentos citoplasmicos anucleares es una
caracteristica comun de los embriones humanos en desarrollo. No se conoce el
mecanismo de su generacion, pero acarrean efectos adversos en las TRA como menor

tasa de implantacion y embarazo.

Varios investigadores han eliminado dichos fragmentos con el fin de mejorar los

resultados reproductivos, pero los hallazgos han sido controversiales y nada definitivos.

Objetivos:
Determinar si la eliminacién de fragmentos en embriones en etapa de escisién mejora

las tasas de embarazo en los ciclos de FIV e ICSI.

Materiales y métodos:

Se realizo un estudio prospectivo, observacional, transversal de casos y controles en las
pacientes sometidas a FIV/ICSI en el Centro de medicina reproductiva del Hospital
Universitario de la UANL. Los casos fueron pacientes con embriones calidad 2 o 3, a
quienes se les realizo micromanipulacion cosmética previa a la transferencia. Los
controles fueron pacientes con embriones calidad 1, a quienes no se les realizo
micromanipulacion cosmética. Las variables cuantitativas se expresan en medidas de
tendencia central y analisis de varianza. Para la busqueda de relacion estadistica de las
variables cualitativas se utilizo el método de chi cuadrado. Considerando un error alfa

de 5%, se considero como hallazgo estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

Aspectos éticos:

Fue aprobado por el comité de ética en investigacion de la Universidad Autonoma de

Nuevo Leon, aceptado con la clave de registro GI19-00004.



Resultados:

Se analizaron 26 pacientes, 13 en cada grupo. La dosis de FSH recibida por el grupo
control fue significativamente mayor (2896 + 718 mg vs 2325 + 626 mg) a la dosis
recibida por los controles (p = 0.04). No se encontré una relacién estadisticamente
significativa entre la realizacién de micromanipulacion cosmética y la tasa de embarazo;
sin embargo, hubo una tendencia de mayor proporcién de embarazos bioquimicos y
clinicos entre las pacientes cuyos embriones fueron sometidos a eliminacion de
fragmentos (38.5% vs 30.8%, p= 0.7).

Conclusiones:

La eliminacion de fragmentos en embriones en etapa de escisién con grado de
fragmentacion moderada (<50%) equipara los resultados reproductivos de los
embriones sin fragmentacion. Estos hallazgos deben corroborarse con estudios

multicéntricos y aleatorizados que permitan una mayor muestra.

Palabras claves: Eliminaciéon de fragmentos, Fertilizacion In vitro, tasa de embarazo,

aborto, calidad embrionaria, micromanipulacién cosmética.



CAPITULO I

INTRODUCCION

La fragmentacion o generacion de pequenos fragmentos citoplasmicos
anucleares es una caracteristica comun de los embriones humanos en
desarrollo. En varios sistemas de clasificacion de embriones, el grado de
fragmentacion y su etapa de desarrollo se definen como los criterios mas
comunmente utilizados para seleccionar un embrion de alta calidad para la
transferencia después de fertilizacion in vitro (1). A pesar de que el mecanismo
subyacente en la generacion de fragmentos no es del todo conocido, se han
propuesto diferentes teorias. Una de ellas es su relacion con la apoptosis. Al
estudiar su ultraestructura, han encontrado que se conforman principalmente por
tejido mitocondrial (2) (3). Los efectos adversos en la TRA han sido ampliamente
estudiados, como menor tasa de implantacién atribuible a la reduccion del
espacio citoplasmatico disponible para la division celular normal o la reduccion

de las intercomunicaciones celulares obstruyendo las uniones gap (3) (4).

El desarrollo posterior de embriones fragmentados se ve afectado, a menudo
seguido de detencion de la division y degeneracion. Ademas, la transferencia de
estos embriones mostro un potencial de desarrollo limitado y rara vez dio como
resultado un embarazo exitoso, lo que ha llevado al descarte de estos embriones.
Se ha propuesto que la fragmentacion citoplasmatica induce la apoptosis y limita

la tasa de escision de los blastomeros (16) (2).



Multiples estudios han tratado de relacionar la fragmentacion con la aneuplodia
embrionaria. Shawn L, et al (2012), estudiaron el comportamiento dinamico de
los blastomeros y su relacion con aneuplodia. Los tres parametros que tomaron
como predictivos fueron la duracién de la primera citocinesis, el tiempo desde el
estadio de dos a tres células y la sincronicidad en la apariencia de los
blastomeros tres y cuarto. Al tratar de correlacionar el grado de fragmentacion
con la aneuplodia encontraron que la fragmentacién por si sola sin presencia de
otros criterios morfolégicos y dinamicos como los descritos previamente tenia un
efecto minimo, no significativo sobre la probabilidad de la euploidia embrionaria

(17).

La fragmentacion de embriones esta asociada con una variedad de factores, que
incluyen condiciones de cultivo inadecuadas, mala calidad del o6vulo y
espermatozoide, aumento de la edad materna, ciclo celular anormal, apoptosis y
estrés oxidativo en embriones. La presencia de fragmentacion limita el desarrollo
posterior de embriones debido a la pérdida de mitocondrias citoplasmaticas,
ARNmM y proteinas reguladoras, que son esenciales para la division celular, asi
como a la interrupcion fisica de las uniones de brecha en los blastdmeros, que
interfiere con las interacciones célula-célula requeridas para la escision y la
compactacion. La fragmentacién celular puede inducir la muerte celular

programada o apoptosis en blastbmeros (22).



Los embriones humanos fragmentados muestran una distribucién erratica de la
proteina de adhesién celular E-cadherina, y esta distribucidon anormal puede
estar asociada con la distribucion mitocondrial y de microtubulos anormales.
Debido a que E-cadherina es de vital importancia para la compactacion y la
blastulacion, su distribucién alterada puede explicar en parte la asociacion entre

fragmentacion extensa y reduccion en la formacion de blastocisto (15) .

El aumento de la fragmentacion no solo reduce la formacion del blastocisto, la
fragmentacién aparentemente puede influir en la asignacion de células durante
la diferenciacion. El numero de células se redujo y la reduccion se limito al
trofoectodermo (en caso de fragmentaciéon minima) o también incluy6 la masa
celular interna en caso de fragmentacion que exceda el 25% (15). Después de
la blastulacion, los fragmentos colocados entre el trofoblasto y la zona pelucida
pueden interferir con el proceso de eclosion normal. Esto puede proporcionar otra
explicacion para la viabilidad reducida de embriones fragmentados (10). Check y
colaboradores trataron de darle un factor predictivo al numero de blastomeros,
grado de fragmentacion y simetria de los embriones para predecir un embarazo
exitoso. Los resultados demostraron que los niveles mas bajos de estas
caracteristicas representan menores tasas de embarazo, como el tener menos
de 4 blastomeros para el dia 3 (11.8 %VS 32%), > 25% de fragmentacion (10%
VS 22.2%), o asimetria marcada (10% VS 22.2%). Aun asi, los peores
parametros morfologicos resultaron en embarazos exitosos con una tasa

respectiva de 11.8%, 12.5% y 10% (25).



El embridn por transferir se selecciona segun sus caracteristicas morfologicas.
Se ha planteado la interrogante de la posibilidad de obtener mejores resultados
en las TRA mediante la optimizacion del aspecto embrionario a través de
microcirugia cosmética (14). Recientemente Halvaei et al. demostraron que la
eliminacién de fragmentos y granulos gruesos (micromanipulacién cosmeética) de
embriones de bajo grado mejoraban las tasas de embarazo en pacientes con

falla de implantacion en ciclos frescos (16).

El impacto de fragmentacion moderada sobre los resultados de técnicas de
reproduccion asistida es controversial. Sin embargo, los estudios recientes
debaten entre si la eliminacion de estos fragmentos iguala la tasa de embarazo
por ciclo o la mejora en comparacion de embriones originalmente de mejor

calidad (14).

Desde la introduccion de la fertilizacion in vitro (FIV) en 1978, se han tratado de
implementar nuevas técnicas para mejorar las probabilidades de embarazo en
aquellas parejas en donde las técnicas estandares no dan resultado. Las técnicas
de micromanipulacion se introdujeron en los afios 90 e incluyen: Inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI; Palermo et al 1992), eclosién

asistida, eliminacion de fragmentos (Alkani et al; 1990) y biopsia de embriones

(5).



La remocion de fragmentos se ha propuesto como una técnica que puede
mejorar la division celular y subsecuentemente la implantacion. Alkani vy
colaboradores encontraron que la defragmentacion de embriones con > 35% de
fragmentos iniciales resultaban en tasas de implantacion y embarazo similar a
aquellos embriones con el 6% de fragmentacién. Estudios previos han
demostrado que, los fragmentos embrionarios eliminados no resurgen y el

resultado por ciclo FIV/ICSI se equipara con embriones de mejor calidad (7)

(8)(6).

Planteamiento del problema

Uno de los factores mas importantes que determina el éxito de las TRA es la
calidad de los embriones generados in vitro. Los embriones se evaluan
rutinariamente en un laboratorio de FIV y los mejores embriones a transferir se
seleccionan de acuerdo con los criterios morfologicos. Aunque la evaluacion
morfoldgica tiene ciertas limitaciones, sigue siendo el método mas comun para
la puntuacién de embriones (7). La presencia de fragmentacién en el embrion se
ha considerado como un parametro importante que afecta la puntuaciéon de

morfologia y el grado de fragmentacion se asocia con la viabilidad de este (8).



La fragmentacion se define como la produccion de pequefios fragmentos
citoplasmaticos anucleares que surgen durante el proceso de escision y que
pueden afectar negativamente el desarrollo del embridn y el potencial de
implantacion. La fragmentacion de los embriones junto con la apariencia del
blastomero, la etapa y numero de células del embrion son los factores mas
frecuentemente utilizados para seleccionar los mejores embriones para la
transferencia. Se ha demostrado que el aumento en la fragmentacion esta
asociado con un aumento en la edad materna, disminucion de la reserva ovarica
y disminucion de las tasas de implantacién. (9) Lo anterior puede deberse a la
reduccién del citoplasma disponible para la escision, asi como a una obstruccién
fisica de las uniones de brecha, que interfieren con las interacciones célula-célula

necesarias para la escision y la compactacion.

Segun el reporte preliminar de la SART 2016, la tasa de embarazo/ciclo con uso
de embriones propios en su primer ciclo de FIV en pacientes < 35 afos es de
39.8% (39.4-40.3), 35-37 afos: 29.9%(29.3-30.5), 38-40 afos: 19.6%(19.1-20.1),
41-42 afnos: 10.4% (9.8-11), > 42 afos: 3.1%(2.8-3.5); donde respectivamente el
numero de ovocitos recuperados: < 35 anos: 42,655, 35-37 anos: 22646, 38-40
anos: 21203, 41-42: 10794, > 42 afos: 8188. De éstos, el numero de ovocitos
qgue resultaron en embriones no Optimos para transferir fue: <35 afos: 5.4%, 35-
37 anos: 10%, 38-40: 17.1%, 41-42 afos: 26.2%, > 42 anos: 37.9% (10). Aunque
en este reporte la SART no desluce el motivo por el cual los embriones no eran

aptos para transferir, si tomamos en cuenta que dentro de los criterios



morfolégicos para clasificar los embriones y determinar su tasa de éxito es el
grado de fragmentacion, se estima que aproximadamente el 40% de los
embriones generados in vitro muestran un cierto grado de fragmentacion durante
Su primera escision y estos se asocian con caracteristicas morfologicas

apoptoticas (11).

Justificacion

La tasa de éxito de los ciclos de FIV o ICSI esta determinada por la receptividad
uterina y por el numero y la calidad de los embriones transferidos. La decision
sobre qué embriones transferir se basa en la manifestacion de los blastomeros y
el grado de fragmentacion. La aparicion de fragmentacion de embriones in vitro
es una caracteristica comun y se supone que esta asociada con un resultado

perjudicial (12).

Desde finales de los 1990s se introdujo la defragmentacion embrionaria,
conocida hoy como micromanipulacion cosmeética, donde se han tratado de
establecer sus beneficios y ventajas, sin obtener resultados consistentes
(3,6,16,17). Entre los investigadores mas destacados en el area de
fragmentacion embrionaria se encuentran Alkani y colaboradores, quienes en
uno de sus estudios encontraron que la defragmentacion de embriones con
>35% de fragmentos resultaba en tasas de implantacién y embarazo similar a

aquellos embriones con el 6% de fragmentacion (4).



También, Keltz et al., (2010) cuestionaron si la defragmentacion de embriones
de bajo grado en dia 3 era sostenible. Ellos encontraron que la defragmentacion
se mantuvo, sin embargo, el grado de compactacion y blastulacion no tuvo un
impacto estadisticamente significativo (9). T. Gurgan et al estudiaron el efecto de
la defragmentacion en embriones dia 3 en pacientes con falla en la implantacion,
con embriones en dia 3 con = 20% de fragmentacion, encontrando una mejor
tasa de implantaciéon y embarazo clinico al comparar el grupo sometido a
micromanipulaciéon cosmeética, 32.5% vs 11% y 46% vs 23% respectivamente

(14).

Somayyeh Safari et al (2017) estudiaron la ultraestructura de los fragmentos
citoplasmaticos junto con el efecto de la micromanipulacion cosmética (CM) en
la morfologia y el desarrollo de embriones calentados vitrificados, asi como los
resultados en las TRA, encontrando una mejora significativa en los parametros
morfolégicos, como el grado de fragmentacion, la uniformidad de los blastomeros
y el grado embrionario durante el desarrollo posterior a la realizacion de la
micromanipulacién cosmeética, en comparacion con los otros (P = 0.00001). Sin
embargo, no hubo diferencias en los resultados clinicos entre los grupos

estudiados (3).
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En base a estos datos y otros estudios, en el Centro Universitario de
Reproduccion Asistida (CeUMER), el equipo de embriologos de forma rutinaria
realizan la defragmentacion embrionaria, conocida como micromanipulacion
cosmeética, sin embargo, no se han documentado los beneficios de este

procedimiento.

A pesar de los multiples estudios, los resultados de la micromanipulacion
cosmeética siguen siendo muy controversiales. Se han establecido dos corrientes,
los que estan a favor de la defragmentacion embrionaria y los que siguen
escepticos sobre sus beneficios, llevando a los laboratorios de reproduccion
asistida a descartar multiples embriones, aumentando el costo y tiempo para
lograr el objetivo fundamental de las técnicas de reproduccion asistida, un nacido
vivo. El descarte de embriones tiene implicaciones institucionales, por ejemplo:
mayor gasto de recursos, ciclos sin transferencias, y menor tasa de embarazo
por ciclo. Sin embargo, el mayor impacto radica sobre las pacientes, quienes ya
estdan sometidas al estrés psicolégico y emocional por su diagndstico de
infertilidad; que, a pesar de la estimulacion y recuperacion exitosa, no se
transfiere ya que no cuenta con embriones aptos; implicando nueva carga
emocional y economica. Por lo que la micromanipulacion cosmética es de interés
para cualquier centro de reproduccidn a nivel mundial, aun en paises
desarrollados. En Estados Unidos, la mayor parte de seguros médicos no cubren
los tratamientos de infertilidad y aquellos que si lo hacen, lo practican de forma

limitada; por lo que el no transferir implicaria la pérdida de oportunidad de un

11



embarazo viable. En paises en vias de desarrollo, en donde los seguros meédicos
no cubren los tratamientos de infertilidad, se justificaria en multiples aspectos la
suma importancia de investigar mas sobre este tema. Ademas, con la esperanza
de demostrar que la micromanipulacion cosmeética aumenta las tasas de
embarazo y de nacidos vivos, se sustentaria y justificaria la urgente necesidad
de que nuestro centro de reproduccién se involucre en éste importante dilema

meédico a nivel mundial.

Es por este motivo que nos hemos propuesto contestar la siguiente pregunta de

investigacion: ¢Mejora los resultados de FIV/ICSI la eliminacién de

fragmentos en embriones en etapa de escision?
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

Hipétesis de trabajo
H1: La eliminacion de fragmentos de embriones en etapa de escision mejora las
tasas de embarazo en los ciclos de fertilizacion in vitro e inyeccion

intracitoplasmatica.

Hipoétesis Nula:
HO: La eliminacion de fragmentos de embriones en etapa de escision no mejora
las tasas de embarazo en los ciclos de fertilizacion in vitro e inyeccion

intracitoplasmatica

13



CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo Principal:
e Determinar si la eliminacion de fragmentos en embriones en etapa de
escision mejora las tasas de embarazo en los ciclos de fertilizacién in vitro

e inyeccion intracitoplasmatica.

Objetivos Secundarios:
e Evaluar la tasa de embarazo bioquimico, clinico y aborto de los embriones
sometidos micromanipulacion cosmética.
e Establecer el grado embrionario de acuerdo con las caracteristicas de la

poblacion.
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CAPITULO V

MATERIALES Y METODOS

Se realizd un estudio prospectivo, observacional, transversal, de casos y
controles en las pacientes sometidas a FIV/ICSI en el Centro de medicina
reproductiva del Hospital Universitario de la UANL de mayo del 2019 a noviembre
del mismo ano. El grupo de casos estuvo conformado por pacientes con
embriones calidad 2 6 3 que no contaban con otros embriones y a quienes se les
realiz6 micromanipulacién cosmética previa a la transferencia. El grupo control
fue conformado por pacientes con embriones calidad 1, a quienes no se les
realiz6 micromanipulacion cosmética. Los datos generales de cada participante
se recolectaron por medio de encuesta y revision de expediente clinico. Los datos
registrados del expediente fueron edad, medidas antropométricas, habitos
toxicos, diagndstico, tiempo de infertilidad, comorbilidades y numero de ciclos
previos de FIV/ICSI. Se incluyeron todas las pacientes de 18-45 afios sometidas
a FIV/ICSI en el Centro Universitario de Reproduccion Asistida (CeUMER), que
utilizaron ovulos propios, sin importar causa o tiempo de infertilidad, o patologias
cronicas concomitantes, que aceptaron y firmaron el consentimiento informado
para participar voluntariamente en el estudio. Se excluyo toda paciente que NO
acepto participar en el estudio o mayor de 45 afos. Se eliminaron pacientes que
obtuvieron embriones grado 4, que presentaron un factor uterino (miomas,
polipos, anomalias mullerianos) y que recibieron ovodonacion. Se les dio

seguimiento hasta la semana 12 de gestacion para valorar su efectividad.
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CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

ESTIMACION DE MEDIA EN DOS POBLACIONES

K((’)’l3 +O’::)
n=-—m—

(=2’

valor K

7.9

62.41

395

sigmal

25

50

13.5459534

sigma2

25

valor ul

25.4

29.16

valor u2

20

Se utilizd una formula de estimacion de media en dos poblaciones para
determinar la tasa de éxito en micromanipulacion cosmética de embriones en los
ciclos de fertilizacion in vitro. Con una confianza del 95% y un poder del 80% se
obtuvo un resultado de 13 pacientes por grupo, teniendo 13 pacientes en el grupo

control y 13 pacientes en el grupo experimental, con un total de 26 pacientes.

Tipo de muestreo:

Se realizé un muestreo no probabilistico por conveniencia en el grupo de casos,
incluyéndose la totalidad de pacientes que firmaron consentimiento informado y
fueron sometidas a micromanipulacion cosmética en el periodo del estudio. En el

grupo control, se realizdé un muestreo probabilistico al azar con uso de moneda.

Analisis de datos
El analisis de datos se realiz6 mediante los programas SPSS IBM Statistics v

24.0. y en Microsoft Excel para Mac version 16.31.
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Los resultados de las variables cuantitativas se expresan en medidas de

tendencia central (media, desviacion estandar) y porcentajes. En la busqueda de

diferencias entre variables cuantitativas, se utilizé el analisis de varianza ANOVA.

La relacion de variables categéricas (nominales y ordinales) se determiné por

medio del calculo de Chi cuadrada. Tomando en cuenta un error alfa de 5%, se

determiné como relacion estadisticamente significativa un valor de p < de 0.05

para un poder estadistico de 95%. Se utilizaron escalas de medicion numéricas,

nominales y ordinales.

Definicidn y operacionalizacion de variables

Variable Definicion Definicion Escala de Indicador
conceptual operacional mediciéon
Independiente
Edad Tiempo que ha | Tiempo en afos Cuantitativa
vivido una persona
u otro ser vivo
contando desde
su nacimiento
Micromanipulacion | Consiste en el | La eliminacién con | Nominal 1 = Si se realizd
cosmética procedimiento laser de fragmentos | categodrica micromanipulacion
laboratorial de | embrionarios de cosmética
eliminacién de | embriones de
fragmentos calidad 3 2 = No se realizo
embrionarios
Calidad La caracterizacion | Clasificacion de Hill | Categérica 1 =grado 1
embrionaria de los embriones | et al: Ordinal 2 =grado 2
segun sus | Grado A: 3 =grado 3
caracteristicas Blastémeros de 4 =grado 4

morfologicas y
fases de division
celular

igual tamario, sin
fragmentacion.
Grado B:
Blastémeros
desiguales,
fragmentos <10%
Grado C:
Blastémeros

desiguales con
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fragmentacion <
50%

Grado D:
Blastémeros
desiguales, con
fragmentacion
significativa 250% y
presencia de
granulos  oscuros
grandes
Grado de | Porcentaje de | Grado A: Sin | Categodrica A= Grado A
fragmentacion fragmentos dentro | fragmentos Ordinal B= Grado B
del embrién Grado B: = 10% C=Grado C
Grado C: 10- 35% D= Grado D
Grado D: 2 35%
Forma de | Es el proceso de | La transferencia en | Nominal 1 = En fresco
transferencia transferir un | fresco o vitrificada categorica 2 = Vitrificada
embrién del medio
de cultivo a la
cavidad uterina, ya
sea en fresco o
vitrificado
Dia embrionario | Tiempo Cumplir al menos | Nominal 1= Si
(Dia 3 o etapa de | transcurrido desde | 72 horas (dia 3) de | categodrica = No
escision) la fertilizacion que | crecimiento
simboliza la | embrionario
primera  divisién
del embrién en su
tercer dia
Comorbilidades La presencia de | Diabetes Mellitus, | Nominal 1 = Diabetes Mellitus
) Hipertension categorica 2 = Hipertension
uné 0 MaS| arterial,  Cancer, arterial
trastornos (© Enfermedad renal 3 = Cancer
cronica, 4 = Enfermedad renal
enfermedades) Enfermedad cronica
tiroidea, 5 = Enfermedad
ademas de la | Enfermedad tiroidea
reumatoldgica, 6 = Enfermedad
enfermedad O | Cardiopatia, Otras reumatoldgica
. . 7 = Cardiopatia
trastorno primario
8 = otros
Indice de masa | Razén matematica | Bajo peso = IMC < | Categorica 1 = Bajo peso
corporal que asocia la| 185 ordinal
masa Y la talla de 2 = Normal
un individuo | Normal = 18.5-24.9
(kg/m2) 3 = Sobre peso

Sobre peso = 25-

29.9

4 = Obesidad clase 1
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Obesidad clase 1
30-34.9

Obesidad clase 2
35-39.9

Obesidad clase 3 =

5 = obesidad clase 2

6 = obesidad clase 3

= 40 kg/m2
Numero de ciclo | Cantidad de veces | Registro Cuantitativa
de fertilizacion in | que se ha | cuantitativo de la
vitro / ICSI sometido a | cantidad de veces
técnicas de | sometida a técnicas
reproduccion de reproduccion
asistida asistida
Tiempo de | Cuantificacion de | Tiempo en meses | Cuantitativa
infertilidad tiempo a partir de | desde el
12 meses de | diagnostico de
relaciones infertilidad al
sexuales momento de
regulares sin | ingresar al estudio
métodos de
planificacion
familiar y sin lograr
embarazo
Dependiente
Tasa de embarazo | Numeros de | Numero de casos | Cuantitativa
embarazos por | confirmados de
ciclos de FIV embarazo / nimero
de ciclos de FIV x
100
Tasa de aborto Numero de Cuantitativa
abortos por ciclos
de FIV
Confirmacion  de | La confirmacién a | Bioquimico = | Nominal 1 = bioquimico
embarazo los 14 dias | elevacion de HCG | categodrica
posterior a la | sin lograr 2 = clinico
transferencia del | evidenciar
embrién por | embarazo por
niveles de HCG hallazgos

ultrasonograficos

Clinico =
confirmacion de
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embarazo por HCG
positiva mas
hallazgos
ultrasonograficos

Protocolo de Embriologia:

Los ovocitos utilizados para microinyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) pasaron por un proceso de decumulacion, en el cual se
elimino las células del cumulo del ovocito, con el objeto de facilitar su
manipulacion durante la microinyeccion. La eliminacion de las células del cumulo
se realizo entre 2- 4 horas después de la puncion folicular. Este procedimiento
se llevd a cabo utilizando una solucién hialuronidasa de 80 Ul/mL y pipetas de
Pasteur estiradas de diferentes diametros o dispositivos de tipo Flexipet con

capilares de diferente grosor (140-170 pm).

Protocolo de estimulacion y recuperacién de ovocitos:

Se utilizé un protocolo corto con antagonistas de GnRH. Tanto la estimulacion
como la dosis dependi6 de la edad, indice de masa corporal y algunos factores
como la reserva ovarica de cada paciente. Los medicamentos mas utilizados
fueron: Folitropina alfa (Corneumon, Corne), FSH recombinante (Gonal-F Merck
Serano), gonadotropina coridnica humana (5,000Ul,Choragon, Ferring) y
menotropinas; con dosis variables de 225-300Ul. La estimulacién se inicié los
primeros tres dias del ciclo, con evaluacién basal y luego seguimiento folicular
(monitorizado con ultrasonido transvaginal-Logic P5 GE, y niveles de estradiol

séricos) el dia 6 después de haber iniciado, ajustando dosis segun fue necesario.
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Se agrego el antagonista de GnRH (Cetrotide 0.25mg, Meck Serano) con la
presencia de dos o mas foliculos con diametro mayor a 14mm. La maduracién
final ovocitaria se realizé con gonadotropina coridonica humana (Choragon), hCG
recombinante (Ovidrel 250ug) o agonista de GnRH (acetato de leuprorelina-
Lucrin 2 mg) dependiendo del riesgo individual de cada paciente de
hiperestimulacion ovarica, de lo que dependié la transferencia en fresco o
vitrificacion ovocitaria. Se programé la aspiracidn ovocitaria 35-36 hrs después
del disparo. Se procedid a realizar la evaluacion y seguimiento morfolégico
correspondiente, donde se registré y documenté la calidad embrionaria. En este
punto la cohorte se dividié en 2: con un indice 1:1 casos y controles, siendo los
casos embriones grado 1 6 2 y los controles embriones calidad 3 que fueron

sometidos a micromanipulacién cosmética.

Soporte de la fase lutea:

Se inicio progesterona micronizada de 200 mg c/ 8 hrs via vaginal el dia de la
aspiracion y continuandolo 14 dias después. Si la prueba de embarazo en este
punto resultd negativa, se suspendid el medicamento y si fue positiva se continué

hasta las 12 SG.
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Fertilizacion de embriones

Inyeccion o inseminacion de embriones:

La eleccidn sobre la técnica a utilizar dependio de la etiologia de la infertilidad.
Todos los embriones se cultivaron en medios secuenciales, utilizando cultivo
global (G-IVF vitrolife, G-TL vitrolife). La inseminacion convencional (FIV) se
realizo 4-5 horas después de la recuperacion de ovocitos (40-41 hrs después del
disparo de la ovulacion). La inseminacién se realizé en una placa Petri con medio
de cultivo en gotitas bajo aceite. Los espermatozoides ya previamente
capacitados se agregaron a las gotas de inseminacion, con una concentracion
final entre 100,000 y 250,000 / mL. Posteriormente se agregaron los complejos
cumulos- ovocito a las gotas de fertilizacion. La incubacion de los gametos se
realizé de 15- 17 horas después. Una vez confirmada la fertilizacion en los

embriones sometidos a inseminacion, se transfirieron a G- TL vitrolife.

La ICSI se realiz6 2-3 horas después de la recuperacion de ovocitos (38-39 hrs
después del disparo de ovulacion). La decumulacion se realizé entre 2-4 horas
después de la puncion folicular. La valoracion de la fertilizacion después de ICSI
fue muy similar a la inseminacion convencional, sin embargo, el tiempo de
evaluacion de los pronucleos (2-PN) es de 16-18 hrs en ICSl y 18. 20 hrs en FIV

convencional.
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Clasificacion de embriones:

Aproximadamente 48 horas después de la inseminacién o inyeccion, se evalud
el numero de células y morfologia embrionaria segun la escala de Hill et al (15):
embriones grado A son blastomeros de igual tamafio, sin fragmentacién, grado
B son blastomeros desiguales, fragmentos <10%, grado C son blastomeros
desiguales con fragmentacion < 50% y grado D son blastdmeros desiguales, con
fragmentacion significativa 250% y presencia de granulos oscuros grandes en el
citoplasma. Después de esta valoracion morfologica, se delimité nuestro grupo
de casos y controles, tal como fue previamente descrito. Los fragmentos se
clasificaron segun el porcentaje de citoplasma ocupado: Grado A: Embriones
donde no se observan fragmentos (0%), Grado B: embriones con <10% de
fragmentacion, Grado C: embriones con 10-35% de fragmentacion, Grado D:

embriones con 2 35% de fragmentacion.

Defragmentacién Embrionaria (Micromanipulacién cosmética)

Se realizé de 50-56 horas después de la inyeccion espermatica o fertilizacion
convencional. Se utilizaron placas de 60mm, con 1 gota de medio acido de 20 L
de Tyode, con medio amortiguado de HEPES. Toda la placa se recubrié con 12
mL de aceite mineral. Todo el proceso se llevo a cabo en un microscopio invertido
de 400 aumentos que tiene acoplado un sistema de micromanipulacion completo.
Se incidi6 el embridn, creando un agujero no superior a 30pm en la zona pelucida
con laser (diédo infrarrojo de 1480 nm), para proceder a realizar la

defragmentacion. Se sostuvo con una micropipeta de sostén (diametro interno:
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120- 150 ym), se procedio a la aspiracion de fragmentos suave y de uno en uno,
utilizando una micropipeta de 10-12 ym para aspirar los fragmentos. Para poder
acceder a todos los fragmentos se rotd el embridn sin soltarlo nunca de la pipeta

holding.

Transferencia de embriones
Luego de la aspiracion ovocitaria se transfirid un maximo de 2 embriones, 72

horas luego de la fertilizacion.

Seguimiento de Resultados

Se midié la B-hCG el dia 14 posterior a la transferencia, se realizé ultrasonido
transvaginal a las 6 semanas de gestacion para constatar polo embrionario y
frecuencia cardiaca y nuevamente a las 12 semanas de gestacion. Se

documentaron pérdidas del embarazo, embarazos bioquimicos y/o clinicos.

Consideraciones éticas

Por tratarse de un procedimiento terapéutico rutinario, sin agregarse otra
intervencidn riesgosa, se cataloga como una investigacion con riesgo minimo
segun el articulo Numero 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en

Materia de Investigacion para la Salud.

El protocolo fue aprobado por el comité de ética del Hospital Universitario,

aceptado con la clave de registro GI19-00004.
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Consentimiento informado y proteccién de confidencialidad
Las pacientes incluidas en el presente estudio firmaron de forma voluntaria el
consentimiento informado (ver anexos) teniendo completamente claro todo el

proceso que se llevaria cabo.

Se resguardo la informacién personal de los participantes para salvaguardar la

confidencialidad de su participacion en el estudio.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

Se incluyeron 26 pacientes que cumplian con criterios de inclusién. El grupo
control consté de 13 pacientes con embriones calidad 1 a quienes no se le realizd
micromanipulaciéon cosmética y aceptaron participar en el estudio. El grupo de
casos fue conformado de 13 pacientes con embriones calidad 2 o 3 a quienes se
les realiz6 micromanipulacién cosmética previa a la transferencia y que
aceptaron participar en el estudio. Las caracteristicas basales de la poblacion

estudiada se describen en la tabla 1.

Al realizar comparacion de medias y analisis de varianza (ANOVA), no se
encontré diferencias significativas en la edad, patologias crénicas, tipo y factor
de infertilidad y numero de ciclos de FIV/ICSI previos entre los casos y controles.
El unico valor que reporté tendencia hacia la varianza fue el indice de masa
corporal con una media de 30.26 (+ 6.9) para los casos y una media de 26.1 (£
4.95) para los controles (p = 0.09). Lo anteriormente descrito confirma que ambos

grupos de estudio eran muy similares e ideales para su analisis estadistico.
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Tabla 1. Caracteristicas de pacientes estudiados

Caracteristicas Casos (n=13) Controles (n=13) p
Edad, media (DS) 35.2 (£ 5.2) 35 (£3.7) 0.9
IMC, media (DS) 30.26 (+ 6.9) 26.1 (+ 4.95) 0.09
Clasificacion segun IMC
Normal 4 (30.8%) 7 (53.8%)
Sobrepeso 3(23.1%) 3(23.1%)
Obesidad clase | 3 (23.1%) 2 (15.4%)
Obesidad Clase Il 2 (15.4%) 1(7.7%)
Obesidad clase llI 1(7.7%) 0
APP 0.42
DM2 2 (14.3%) 1(7.14%)
HAS 1(7.14%) 0
Hipotiroidismo 2 (14.3%) 0
LES 0 1(7.14%)
AR 0 1(7.14%)
Esclerosis multiple 0 1(7.14%)
Ninguna 9 (64.3%) 9 (64.3%)
Tipo de infertilidad 1
Infertilidad primaria 8 (61.5%) 8 (61.5%)
Infertilidad secundaria 5 (38.5%) 5 (38.5%)
Factor de infertilidad 0.16
Ovarico 7 (41.2%) 4 (23.5%)
Tubarico 1(5.9) 5(29.4%)
Masculino 4 (23.5%) 3 (17.6%)
Metabdlico 5(29.4%) 2 (11.8%)
Inflamatorio 0 2 (11.8%)
Inexplicable 0 1 (5.9 %)

Numero de ciclos FIV/ICSI previos, media 0.62 (= 1.4) 0.23 (+ 0.44) 0.35
a. Los datos se expresan como No. (%) de participantes a menos que se indique lo contrario

Ambos grupos fueron sometidos a protocolos de técnicas de reproduccion
asistida similares (Tabla 2). Al realizar comparacion de medias y analisis de
varianza, se detecto una diferencia estadisticamente significativa en la dosis total
de FSH recibida por ambos grupos. La dosis recibida por el grupo control fue un
24.6% mayor (2896 + 718 vs 2325 + 626) a la dosis recibida por los controles (p

= 0.04) (Grafico 1).
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Tabla 2. Protocolo de técnicas de reproduccion asistida realizadas en el estudio.

Descripcion Casos (n=13) Controles (n=13) p
Dias de estimulacion ovarica, media 9.46 (+ 0.96) 10.15 (£ 1.2) 0.12
Dosis total de FSH (mg), media 2325 (+ 626) 2896 (+ 718) 0.04
Dosis total de LH (mg), media 161.54 (£ 307.5) 276.92 (£ 374.2) 0.39
Induccién de ovulacién, N (%) 0.35

Ovidrel 9 (69.2%) 11 (84.6%)

Choragon 4 (30.8%) 2 (15.4%)

a-Gnrh 0 0
Numero total de ovocitos recuperados 10.5 (+ 5) 11.5 (£ 6.9) 0.67

Mil 7.08 (£3.6) 7.4 (x5.2) 0.86

MI 2 (£ 2.45) 3 (+3.67) 0.42

Intermedios 1.08 (+1.8) 1.15 (+ 1.67) 0.91
Numero de ovocitos inseminados 0.31 (£ 1.1) 0.08 (£ 0.27) 0.48
Numero de ovocitos inyectados 7(x3.6) 6.9 (£ 4) 0.92
Fertilizaciones normales 5.1(£2) 5.5 (£ 3.5) 0.78
Fertilizaciones tardias 0.39 (£ 2) 0.16 (£ 0.37) 0.43
Cigotos divididos en D2 5.7 (£2) 5.4 (£3) 0.71
Cigotos divididos en D3 5(x2) 5(x3) 0.94

a. Los datos se expresan en medias (Desviacion estandar) a menos que se indique lo contrario

Grafico 1. Relacion entre dosis total de FSH y el tipo de sujeto
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El analisis de los demas valores solo reporté una tendencia hacia la variacion no
significativa en el numero de ovocitos atrésicos recuperados en ambos grupos.
En esta ocasion, el grupo de casos reportd una recuperacion mayor de ovocitos

atrésicos (p = 0.08).

Los resultados reproductivos se resumen en la tabla 3. La tasa de embarazo
general del estudio fue de 36.4%. Los casos representaron el 55.6% vs el 44.4%

de los controles (y? = 0.17, 1 grado de libertad, N = 26, p = 0.68).

No se encontr6 una relacidn significativa entre la realizacion de
micromanipulacién cosmeética y la proporcion de éxito de embarazo; pero se debe
detallar que el numero de embarazos bioquimicos confirmados en el grupo de
casos fue mayor al esperado, 2 = 0.17 (1 grado de libertad, N= 26), p= 0.68.
Aunque la proporcion de embarazos bioquimicos y clinicos fue mayor entre las
pacientes cuyos embriones fueron sometidos a eliminacion de fragmentos
(38.5% vs 30.8%), esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p= 0.7)

(tabla numero 4).

29



Tabla 3. Resultados reproductivos

No. Tipo de Resultado de Embarazo Embarazo Edad gestional (semanas) al Embarazo Aborto

de px sujeto phCG post bioquimico clinico momento del diagnostico multiple

transferencia

1 Caso Negativa No No - No No
2 Caso Negativa No No - No No
3 Caso Positiva Si Si 6.2 No No
4 Caso Negativa No No - No No
5 Caso Positiva Si Si 21.3 No No
6 Caso Negativa No No - No No
7 Caso Positiva Si Si 7 No Si
8 Caso Negativa No No - No No
9 Caso Negativa No No - No No
10 Caso Negativa No No - No No
11 Caso Negativa No No - No No
12 Caso Positiva Si Si 11.2 No No
13 Caso Positiva Si Si 7 No Si
14 Control Negativa No No - No No
15 Control Positiva Si Si 121 No No
16 Control Negativa No No - No No
17 Control Negativa No No - No No
18 Control Negativa No No - No No
19 Control Positiva Si Si 232 No No
20 Control Negativa No No - No No
21 Control Negativa No No - No No
22 Control Positiva Si Si 14.4 Si No
23 Control Positiva Si Si 7 No No
24 Control Negativa No No - No No
25 Control Negativa No No - No No
26 Control Negativa No No - No No
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Se reportaron 2 abortos en el estudio, ambos en pacientes con embriones
sometidos a micromanipulacion cosmética. Los casos tuvieron el doble de

probabilidad de sufrir un aborto (OR 2.1, IC 1.4-3.37) (Grafico numero 2).

Grafico 2. Resultados reproductivos segun tipo de
participacion en estudio
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Tabla 4. Resultados reproductivos segun tipo de participacion en estudio (N = 26)

Tipo de sujeto Casos Controles P

hCG Positiva 5 (38.5%) 4 (30.8%) 0.68
Embarazo bioquimico positivo 5 (38.5%) 4 (30.8%) 0.68
Embarazo en curso 5 (38.5%) 4 (30.8%) 0.68
Aborto 2 (15.4%) 0 0.14

a. Los resultados se expresan en N (%)
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Al realizar el analisis independiente de las posibles covariables, no se encontrd
relacion entre edad y la calidad embrionaria inicial (p = 0.9) ni entre la edad y el
grado de fragmentacion inicial (p = 0.8). La media de edad para los grados de
fragmentacion inicial A fue de 35 + 4, la media para los grados de fragmentacion
inicial B fue de 36 + 5 y la media para los grados de fragmentacion inicial C fue

de 35 + 6. (Tabla numero 5).

De igual manera, los dias de estimulacion ovarica no mostraron relacion
significativa con la calidad embrionaria inicial (p = 0.12) o el grado de

fragmentacion inicial (p = 0.15).
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Tabla 5. Caracteristicas embrionarias de las pacientes estudiadas

Caso

Caso
Caso

Caso
Caso

Caso
Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Caso

Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control
Control

Calidad
embrionaria
(CE) inicial
7C2,8C2

8C2
8C2x2

8C2,7C2
8C2,7C3

9C2x2
4C2,8C2x2

9C3,7C2

6C3,9C3,8
C2
8C2,8C3

7C2

8C3,7C2

6C2,8C3,7
C2
7C1
8C1x2
6C1,5C1
9C1
8C1x2
8C1,13C1
8C1
7C1,8C1
8C1,8C2
7C1x2
8C1
8C1
6C1

GFE inicial ®

B
2 grado B

1gradoCy 1
grado B
1gradoCy 1
grado B
1 grado B, 1
grado C
B

1gradoCy 1
grado B
1gradoCy 1
grado B
A

> > > >»>» >» > > > > > > >

CE final

7C1,8C1

8C1
8C1,8C2

8C1,7C1
7C2,8C1

9C1x2

4C2,8C1,
8 C1

7C1,9C2

6C2,8C1,
9C2
8C1,8C2

7C1

8C1,7C1

8C1,7C1,
6C1
7C1
8C1x2
6C1,5C1
9C1
8C1x2
8C1,13C1
8C1
7C1,8C1
8C1,8C2
7C1x2
8C1
8C1
6 C1

GFE final

A

A
1grado Ay
1grado B
A
1 grado A, 1
grado B
A
A

1 grado A, 1
grado B
1 grado A, 1
grado B
1 grado A, 1
grado B
A

A

>

> > >»>» > >» > > > > > > >

Observaciones

Arresto

embrionario

Arresto
embrionario

Tipo de

transferencia
de embriones

En fresco

En fresco
En fresco

En fresco
En fresco

En fresco
En fresco

En fresco

En fresco

En fresco

En fresco

En fresco

En fresco

En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco
En fresco

Dosis  diaria

progesterona
recibida (mg)
600 mg

600 mg
600 mg

600 mg
600 mg

600 mg
600 mg

600 mg

600 mg

600 mg

600 mg

600 mg

600 mg

600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
600 mg
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CAPITULO VII

DISCUSION

La fragmentacion embrionaria se asocia con una variedad de factores, que
incluyen condiciones inadecuadas de cultivo, mala calidad del 6vulo y el
espermatozoide, aumento de la edad materna, anomalias cromosdmicas, ciclo
celular anormal, apoptosis y estrés oxidativo en los embriones (16) (4). Debido a
la pérdida de la calidad embrionaria con el aumento en la edad materna la
mayoria de los estudios excluyen pacientes 240 afios con ciclos de Ovulos
propios. Nuestro punto de corte fue 45 afios con el objetivo de analizar este
factor, sin embargo, no encontramos relacion entre la edad y grado de
fragmentacién. La media de edad para los grados de fragmentacion inicial A fue

de 35 + 4, la media para los grados de fragmentacion inicial B fue de 36 + 5y la

media para los grados de fragmentacion inicial C fue de 35 + 6.

Ambos grupos de estudio eran muy similares e ideales para su analisis
estadistico, incluyendo las caracteristicas basales. El unico valor que report6
tendencia hacia la varianza fue el indice de masa corporal con una media de
30.26 (£ 6.9) para los casos y una media de 26.1 (+ 4.95) para los controles, con
un valor de p = 0.09. Este hallazgo es compatible con lo descrito en la literatura,
ya que los efectos adversos de la obesidad materna en la concepcién natural han
sido ampliamente descritos, sin embargo, se han reportado efectos

heterogéneos e inconsistentes en TRA (17). Una revision de 2007 concluy6 que
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las mujeres con sobrepeso y obesas con indices de masa corporal (IMC) 25 o
mas tienen tasas de embarazo mas bajas después de la fertilizacion in vitro (FIV),
requieren dosis mas altas de gonadotropinas para lograr una respuesta ovarica
suficiente y tienen tasas mas altas de aborto espontaneo; sin embargo los
autores concluyeron que no habia pruebas suficientes sobre el efecto del IMC en

la cancelacion del ciclo, la recuperacion de ovocitos y el nacimiento vivo (18).

Un estudio retrospectivo, que incluyé 1721 mujeres que se sometieron a su
primer ciclo de FIV con TE en fresco reporté en comparacion con las mujeres con
un IMC normal bajo, aquellas con obesidad de clase [, Il y lll tenian niveles de
estradiol significativamente mas bajos el dia de la administracion de
gonadotropina coridnica humana, 2.047 pg / ml en comparacion con 1.756, 1.498
y 1.360 respectivamente, (p =< 0.002). Las mujeres con obesidad grado Il y Il
también tenian 18% y 17% menos de embriones con dos pronucleos que la

poblacion de referencia normal (9.3 en comparacion con 7.6 y 7.7, p=0.03) (19).

Ambos grupos fueron sometidos a protocolos de técnicas de reproduccion
asistida similares. Al realizar comparacion de medias y analisis de varianza, se
detectd una diferencia estadisticamente significativa en la dosis total de FSH
recibida por ambos grupos. La dosis recibida por el grupo control fue un 24.6%
mayor (2896 + 718 vs 2325 + 626) a la dosis recibida por los controles (p = 0.04).
Una revision realizada en el 2017 por Bosch y colaboradores sobre el impacto de

los diferentes protocolos de estimulacion, sus dosis sobre los ovocitos y la calidad
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embrionaria reporté paradodjicamente que no se han demostrado diferencias
entre el ciclo estimulado y el ciclo natural, mientras que los estudios en animales
de laboratorio y pacientes con FIV han demostrado efectos nocivos de dosis mas
altas en comparacion con dosis mas bajas de gonadotropinas. Estudios recientes
sugieren que el uso de altas dosis de gonadotropinas como factor independiente
se correlaciona negativamente con la probabilidad de nacidos vivos por una
menor respuesta ovarica, debido a la disponibilidad de mas euploides y de buena
calidad de embriones (20). Esto difiere con la tendencia encontrada en nuestros
resultados de mayor dosis de FSH en el control, quienes tuvieron embriones

morfolégicamente de mejor calidad que los casos.

La fragmentacion es un biomarcador importante para resultados adversos del
embarazo. Se ha propuesto que la fragmentacion citoplasmatica induce la
apoptosis y limita la velocidad de escision de los blastomeros. Multiples estudios
han demostrado una menor tasa de implantacion y embarazo en embriones con
morfologia no favorable. Check et al (2005) reportaron una tasa de embarazo
clinico y nacido vivo de 10% para ambos, en embriones con un porcentaje de
fragmentacion >25% en comparacion con el 22.2% de los embriones sin
fragmentacion (21). Por lo tanto, nuestro estudio apoyaria la hipotesis que la
eliminacién de fragmentos en embriones en etapa de escision puede mejorar la
division celular y la implantacion; ya que reportamos una tasa mayor de
embarazo clinico de 38.5% en comparacion con el 10% reportado por Check et

al.
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Recientemente, Halvaei et al. (2015) en una serie reporte de casos documentoé
que la eliminacion de fragmentos y granulos gruesos de embriones de bajo grado
mejord las tasas de embarazo en pacientes con falla de implantacion (5). Nuestra
poblacidn tiene caracteristicas similares como el numero de ciclos previos 0.62
(x1.4) y 0.23 (x 0.44) para los casos y controles respectivamente (p=0.35); en
quienes todas las transferencias se realizaron en fresco. Se plantea la
interrogante sobre si la micromanipulaciéon cosmética tiene mayores beneficios
en cierto grupo de pacientes, como pacientes con falla en la implantacién o

transferencia de embriones congelados.

La micromanipulacién cosmética (defragmentacion) en embriones en etapa de
escision con fragmentacion moderada (<50%) equipararon los resultados
reproductivos a los de los embriones sin fragmentacion. Halvaei y colaboradores
(2016) en un estudio prospectivo reportaron datos similares, aunque incluyeron
unicamente embriones con fragmentacion del 10-50% (1). Seok-Gi et al., (2018)
reportaron una notable mejoria en las tasas de embarazo clinico (43.7%),
embarazo en curso (36.8%) e implantacion (25.8%) en el grupo experimental en
el que los embriones en etapa de escision fueron sometidos a defragmentacion
resultaron significativamente mas altas que las tasas correspondientes en el
grupo control (28.8%, 22.1% ,y 14.0%, respectivamente, p <0.05). Hay que tomar
en cuenta que en su grupo control se traté de embriones con el mismo porcentaje
de fragmentacion que no se sometieron a defragmentacion (16). Hasta el

momento este es el primer estudio prospectivo que equipara los resultados
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reproductivos de la defragmentacion y los compara con embriones de buena

calidad espontaneamente.

Entre los estudios prospectivos mas extensos reportados (n= 120) se encuentra
el de Poopak et al (2006), cuyo objetivo fue valorar el potencial de desarrollo in
vitro de los embriones sometidos a defragmentacion y eclosion asistida 50-56 hrs
después de la inyeccidn del espermatozoide. En el dia 6, los embriones que se
expandieron a 4-8 células fueron evaluados. El grupo experimental,
especialmente en los blastocistos de grado IV, el tamafo y el numero de
blastbmeros mejoraron en comparacion con los del grupo control (42.3 versus
20.0%; 19,205.7 £ 1060.3 versus 15,825.9 £ 448.7 ym2 y 100.14 + 13.48 versus
63.75 + 19.79 respectivamente, p <0.05). Ellos concluyeron que la
defragmentacion tiene un efecto positivo sobre los embriones fragmentado y
produce una mejor calidad de blastocisto (22), sin embargo, no se transfirieron
por lo que se desconoce su capacidad de implantacion y de producir un nacido
vivo, pero apoya la teoria que la eliminacion de fragmentos puede mejorar la
viabilidad y el potencial de desarrollo de los embriones de baja calidad al mejorar
las interacciones entre células. También podria evitar la liberacién de probables
sustancias nocivas por los fragmentos, que pueden conducir a la degeneracion

o lisis de blastomeros adjuntos sanos (13).
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No se ha logrado llegar a un consenso sobre hasta que grado de fragmentacion
la eliminacion de fragmentos puede mejorar los resultados clinicos. Diferentes
autores han establecido como punto de corte < 10%, < 35%, y <60% (23) . Alikani
y col. siguieron retrospectivamente transferencias homogéneas de embriones
fragmentados y reportaron que la implantacion se redujo significativamente
después de la transferencia de embriones con> 15% de fragmentacion, a pesar
de la eliminacion de fragmentos antes de transferencia embrionaria (13). Sin
embargo, esta teoria ha sido descartada por multiples autores que han
encontrado beneficios en embriones con grado de fragmentacion <50 (5) (2) (16).
Estos hallazgos difieren de nuestros hallazgos ya que incluimos embriones hasta
con un porcentaje < 50%, encontrando que el grupo de casos se equipara al

grupo control al comparar la tasa de implantacion y embarazo.

Los dos abortos en el estudio se presentaron en pacientes sometidos a
micromanipulaciéon cosmética. Los casos tuvieron el doble de probabilidad de
sufrir un aborto (OR 2.1, IC 14-3.37). De las primeras teorias sobre la
procedencia de los fragmentos es que exhiben caracteristicas de necrosis y son
células destinadas a morir (24). Esta teoria explicaria porque el grupo de los
casos reportd una recuperacion mayor de ovocitos atrésicos (p = 0.08). Sin
embargo, estudios mas recientes como el de Halvei y colaboradores (2016)
quienes estudiaron la ultraestructura de los fragmentos citoplasmaticos en
embriones humanos en etapa de escision, encontraron que los fragmentos
estaban compuestos principalmente por complejos mitocondria- vesiculas. Su

tasa de embarazo clinico en los grupos control, simulado y de casos no tuvo
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diferencias significativas (24, 18 y 18%, respectivamente). Las tasas de
nacimientos vivos, abortos espontaneos, embarazos multiples y anomalias

congeénitas también fueron similares entre los diferentes grupos (2).

En un estudio retrospectivo, con una cohorte de 460 transferencias de embriones
en fresco, analizaron los 164 embarazos resultantes y correlacionaron la
presencia de fragmentacion con la tasa de embarazo clinico y sus resultados
obstétricos y complicaciones neonatales. En 460 TE, se transfirio un total de
1.176 embriones (numero medio, 2.5 6 1.0 embriones por transferencia), de los
cuales 198 (16.8%) se implantaron. Se detectd una influencia significativa (al
menos p=0.05) de la fragmentacion en la tasa de implantacion y la tasa de
embarazo clinico, mientras que no se observaron diferencias con respecto a la
tasa de embarazo multiple y la tasa de embarazo en curso. No se encontro tal
relacién con respecto a complicaciones, tasa de embarazo multiple, incidencia
de cesarea, semana de gestacion, peso al nacer y tiempo promedio en la
neonatologia. Con eso concluyeron que la transferencia de embriones con > 50%
de fragmentacion debe considerarse solo después de consultar con la paciente
(12). De igual manera, Seoki- Gi y colaboradores, no encontraron diferencias en

la tasa de aborto en el grupo sometido a defragmentacion (p = 0.635) (16).
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Es necesario un analisis con una poblacion mas numerosa donde se eliminen
ciertas covariables que puedan interferir con los resultados, tales como la edad
materna y correlacionar el grado de fragmentacion con los abortos. Con el fin de
poder definir el porcentaje de fragmentacion para que resulte beneficioso

someter al embridon a micromanipulacion cosmética.

LIMITANTES DEL ESTUDIO

La principal limitante de este trabajo es que solo incluyé pacientes de un centro
de reproduccién asistida. Seria ideal corroborar en una poblacién mas grande los
hallazgos con ensayos clinicos multicéntricos y aleatorizados. En el periodo que
abarco el estudio, no se realiz6 micromanipulaciéon cosmética a pacientes que
cumplieran con los criterios de inclusién, por lo que no pudimos cumplir con uno
de los objetivos que era comparar el efecto de la eliminacion de fragmentos en

embriones transferidos en fresco y vitrificados.
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CAPITULO Vil

CONCLUSIONES

Nuestros datos sugieren que la eliminacion de fragmentos en embriones en etapa
de escisidon con grado de fragmentacion moderada (<50%) arroja resultados
reproductivo en cuanto al embarazo bioquimico y clinico equiparables a los de
embriones sin fragmentacién. Esto indica que es una técnica que en embriones
de menor calidad (grado 2 y 3), mejora su apariencia morfolégica que
consecuentemente mejora su capacidad de implantaciéon y subsiguiente

embarazo.

Los casos tuvieron el doble de probabilidad de sufrir un aborto . Se deben realizar
estudios con mayor numero de participantes, que eliminen posibles cofactores
para valorar el efecto de la proporcion de fragmentacion y la perdida gestacional

temprana.

No se encontré relacidn entre las caracteristicas basales, como la edad,
comorbilidades, tipo y factor de infertilidad y protocolo de estimulacién con la
calidad embrionaria y grado de fragmentacion. El unico factor que no fue
estadisticamente significativo, pero con cierta tendencia de predominancia en el

grupo control fue la obesidad.
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CAPITULO IX
ANEXOS

9.1 CUESTIONARIO
HOSPITAL UNIVERSITARIO “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
CENTRO UNIVERSITARIO DE MEDICINA REPRODUCTIVA
PRTOCOLO: ELIMINACION DE FRAGMENTOS EN EMBRIONES EN ETAPA
DE ESCISION

Nombre: Fecha:
Edad: Origen:
Teléfono:

PA: Talla: Peso: IMC:
Historia Gineco Obstétrica: G: P: A: C: E:

Antecedentes Patologicos: DM HAS Hipotiroidismo__ AR
LES
SAAF___ oftros
Diagnostico:

# de Ciclos de FIV/ICSI previos:

Protocolo de estimulacion utilizado:

Laboratorio: Estradiol: basal: Previo al disparo:
Registro de laboratorio de FIV

Fecha de recuperacion: # de ovocitos recuperados:
Maduros: Intermedios Inmaduros
Atrésicos
Fertilizacion:
# de ovocitos inseminados # de ovocitos inyectados
# fertilizaciones normales # fertilizaciones tardias
# de cigotos divididos D2: %Fragmentacion:

D3: % Fragmentacion:
Eclosion asistida Micromanipulacion cosmética
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Calidad embrionaria inicial: Final:

Transferencia de embriones: Fresco: Congelados
Complicaciones/Observaciones:

Progesterona (dosis):

Congelados

Fecha de Calentamiento:

Porcentaje de fragmentacion actual: — Igual [J Menor [J Mayor [

Calidad embrionaria:

Fecha de Transferencia:

Seguimiento:

hCG-13 (14 dias post transferencia) = Fecha
Resultado:

US transvaginal 6 SG : Fecha: Hallazgos:

Evaluacion subsiguiente: Fecha: EG:

US:

Hallazgos:
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9.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Efecto de eliminacion de fragmentos en
Titulo del Estudio embriones en etapa de escision y su impacto
sobre técnicas de reproduccién asistida.

Nombre del Investigador Principal | Dr. Luis Humberto Sordia Hernandez

Servicio / Departamento Biologia de la Reproduccion Humana
Teléfono de Contacto 8126552043

Persona de Contacto Dra. Lorna Marissa Frazer Moreira
Version de Documento 4.0

Fecha de Documento 10 de mayo del 2019

Usted ha sido invitado(a) a participar en un estudio de investigacion. Este documento contiene
informacion importante acerca del propésito del estudio, lo que Usted hara si decide participar, y
la forma en que nos gustaria utilizar su informacién personal y la de su salud.
Puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor solicite a su médico o al personal del
estudio que le explique cualquier palabra o informacién que no le quede clara.

1.- ¢ CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

Determinar si al eliminar los fragmentos en embriones, es decir el remover tejido que no contiene
ADN que es producido por el embrién pero que puede interferir con el desarrollo e interaccion,
mejora las tasas de embarazo en los ciclos de fertilizacion in vitro.

2.- ; CUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN
ESTE ESTUDIO?

La duracion del estudio sera de mayo a noviembre del 2019. Se incluiran 26 pacientes cuya
participacion sera completamente voluntaria. En caso de que decida participar, y su prueba de
embarazo sea positivo documentaremos su evolucion hasta la doceava semana de gestacion.

3.- (;CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA M
PARTICIPACION?

Los requisitos para participar son: pacientes que se sometan a fertilizacion in vitro en el centro
de medicina reproductiva de hospital universitario, en edades de 18-45 afios, que hayan
desarrollado embriones que contengan fragmentos. Enfatizamos que estos fragmentos no
contienen material genético ni cromosoémico que afecte a las caracteristicas propias del embrion.

4.- ; CUAL ES EL TRATAMIENTO DEL ESTUDIO?
Este estudio no implica ningun tratamiento, ya que se trata de un estudio observacional. Con este
estudio queremos obtener informacion adicional sobre la eliminacion de fragmentos en embriones

(tejido que no contiene ADN que se encuentra entre las células en desarrollo dentro del embrién)
mejorando su calidad, y valorar si consecuentemente aumenta la probabilidad de embarazo.
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5- ; CUALES SON LOS PROCEDIMIENTOS QUE SE ME REALIZARAN?

El procedimiento que se le realizara ha sido explicado en consentimientos previamente firmados
en el centro de medicina reproductiva. La eliminacién de fragmentos en embriones es un
procedimiento de rutina que se le realiza a embriones que han desarrollado cierta cantidad de
material entre las células dentro del embridn pero que puede llegar a interferir con su desarrollo,
donde a través de una técnica precisa y cuidadosa se extrae este tejido que no contiene ADN por
lo que no afecta al futuro desarrollo de los mismos embriones.

6.- ¢ QUE VA A HACER S| USTED DECIDE PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?

El médico del estudio determinara si cumple con los criterios del estudio y solicitara la firma de
este documento. Al participar en este estudio no requiere de citas adicionales de las ya
establecidas por su médico. Se seguira la rutina normal de manejo y seguimiento de los
embriones segun las diferentes caracteristicas que presenten. El estudio registrara su evolucion
en caso de prueba de embarazo positiva hasta la doceava semana de gestacion.

7.- ¢ CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS?

Los fragmentos son tejidos anucleados dentro del embrion, por lo que no contienen ADN (no
material genético). Multiples estudios han demostrado que no conlleva mayor riesgo de
alteraciones cromosomicas, ya que es resultado de un proceso fisiolégico dentro del mismo
embridn. La realizacion de estas técnicas no conlleva mayor riesgo ni molestias para su persona
o futuro bebe.

8.- ¢ CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS PARA USTED O PARA OTROS?

Los posibles beneficios para usted o otros es el poder mejorar la calidad embrionaria y por ende
incrementar las posibilidades de que usted logre su embarazo.

9.- ;QUE OTROS PROCEDIMIENTOS O TRATAMIENTOS PODRIAN ESTAR DISPONIBLES
PARA USTED?

La eliminacién de fragmentos en embriones es un procedimiento de rutina como lo hemos
establecido previamente, con el objetivo de mejorar las caracteristicas del embrién sin afectar su
contenido genético. Si usted no desea que se le realice la eliminacién de fragmentos, se puede
someter a un nuevo ciclo de estimulacién y recuperacion de ovocitos.

10.- ¢ SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO LE GENERARA ALGUN COSTO?

Este estudio no le generara ningun costo adicional, ya que es un procedimiento que se realiza de
rutina a los embriones. No requiere medicamentos, ni citas adicionales.

11.- ¢ SE LE PROPORCIONARA ALGUNA COMPENSACION ECONOMICA PARA GASTOS
DE TRANSPORTACION?

No se le proporcionara ninguna compensacion econémica para gastos de transportacién porque
no requiere citas adicionales que las requeridas por su protocolo de estimulacion y fertilizacion in
vitro.

12.- ; RECIBIRA ALGUN PAGO POR SU PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?
Usted no recibira ningun pago por la participacion en este estudio.
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13.- ¢(SE ALMACENARAN MUESTRAS DE SANGRE O TEJIDOS PARA FUTURAS
INVESTIGACIONES?

No se almacenaran muestras de sangre, tejidos o embriones para futuras investigaciones.

14.- ; QUE DEBE HACER SI LE PASA ALGO COMO RESULTADO DE PARTICIPAR EN ESTE
ESTUDIO?

El presente estudio es un estudio observacional, por lo que usted ni sus futuros bebes tendran
efectos adversos como consecuencia de este procedimiento.

15.- ; CUALES SON SUS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

Usted tiene derecho a ser tratado con respeto, incluyendo la decision de continuar o no su
participacion en el estudio. Usted es libre de terminar su participacion en este estudio en cualquier
momento y sin repercusiones en su tratamiento o en el trato recibido.

16.- ; PUEDE TERMINAR SU PARTICIPACION EN CUALQUIER MOMENTO DEL ESTUDIO?

Su participacion es estrictamente voluntaria. Si desea suspender su participacion, puede hacerlo
con libertad en cualquier momento. Si elige no participar o retirarse del estudio, su atencion
médica presente y/o futura no se vera afectada y no incurrira en sanciones ni perdera los
beneficios a los que usted tendria derecho de algun otro modo.

Su participaciéon también podra ser suspendida o terminada por el médico del estudio, sin su
consentimiento, por cualquiera de las siguientes circunstancias:

¢ Que el estudio haya sido cancelado.

¢ Que el médico considere que es lo mejor para Usted.

¢ Que necesita algun procedimiento o medicamento que interfiere con esta investigacion.

¢ Que no ha seguido las indicaciones del médico lo que pudiera traer como

consecuencias problemas en su salud.

Si Usted decide retirarse de este estudio, debera realizar lo siguiente:

¢ Notificar a su médico tratante del estudio

o Debera de regresar todo el material que su médico le solicite.
Si su participacién en el estudio se da por terminada, por cualquier razén, por su seguridad, el
médico continuard con seguimientos clinicos. Ademas, su informacion médica recabada hasta
ese momento podra ser utilizada para fines de la investigacion.

17.- ; COMO SE'PROTEGERA LA CONFIDENCIALIDAD DE SUS DATOS PERSONALES Y
LA INFORMACION DE SU EXPEDIENTE CLINICO?

Si acepta participar en la investigacion, el médico del estudio recabara y registrara informacion
personal confidencial acerca de su salud y de su tratamiento. Esta informacion no contendra su
nombre completo ni su domicilio, pero podra contener otra informacion acerca de Usted, tal como
iniciales y su fecha de nacimiento. Toda esta informacion tiene como finalidad garantizar la
integridad cientifica de la investigacion. Su nombre no sera conocido fuera de la Institucion al
menos que lo requiera nuestra ley.

Usted tiene el derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo con la Ley Federal
de Proteccién de datos Personales en Posicién de Particulares, asi mismo de solicitar el acceso,
correccion y oposicion de su informacion personal. La solicitud sera procesada de acuerdo con
las regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo, cierta informacién no podra estar
disponible hasta que el estudio sea completado, esto con la finalidad de proteger la integridad del
Estudio.
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El centro de medicina reproductiva dl UANL, la Facultad de Medicina y Hospital Universitario, asi
como el Investigador seran los responsables de salvaguardar la informacion de acuerdo con las
regulaciones locales.

Usted tiene el derecho de solicitar por escrito al médico un resumen de su expediente clinico.

La informacion personal acerca de su salud y de su tratamiento del estudio podra procesarse o
transferirse a terceros en otros paises para fines de investigacion y de reportes de seguridad,
incluyendo agencias

reguladoras locales (Secretaria de Salud SSA a través de la COFEPRIS), asi como al Comité de
Etica en Investigacion y al Comité de Investigacién de nuestra Institucion.

Para los propositos de este estudio, autoridades sanitarias como la Secretaria de Salud y el
Comité de Etica en Investigacion y/o el Comité de Investigacion de nuestra Institucion, podran
inspeccionar su expediente

clinico, incluso los datos que fueron recabados antes del inicio de su participacion, los cuales
pueden incluir su nombre, domicilio u otra informacion personal.

En caso necesario estas auditorias o inspecciones podran hacer fotocopias de parte o de todo
su expediente clinico. La razén de esto es asegurar que el estudio se esta llevando a cabo
apropiadamente con la finalidad de salvaguardar sus derechos como sujeto en investigacion.

Los resultados de este estudio de investigacion podran presentarse en reuniones o en
publicaciones.

La informacion recabada durante este estudio sera recopilada en bases de datos del investigador,
los cuales podran ser usados en otros estudios en el futuro. Estos datos no incluiran informacion
médica personal confidencial. Se mantendra el anonimato.

Al firmar este documento, Usted autoriza el uso y revelaciones de la informacién acerca de su
estado de salud y tratamiento identificado en esta forma de consentimiento. No perdera ninguno
de sus derechos legales como sujeto de investigacion. Si hay cambios en el uso de su
informacion, su médico le informara.

18.- SI TIENE PREGUNTAS O INQUIETUDES ACERCA DE ESTE ESTUDIO DE
INVESTIGACION, ;A QUIEN PUEDE LLAMAR?

En caso de tener alguna pregunta relacionada a sus derechos como sujeto de investigacién de
la Facultad de Medicina y Hospital Universitario podra contactar al Dr. José Gerardo Garza Leal,
presidente del Comité de Etica en Investigacion de nuestra Institucion o al Lic Antonio Zapata
de la Riva en caso de tener dudas en relacion con sus derechos como paciente.

Comité de Etica en Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
Av. Francisco I. Madero y Av. Gonzalitos s/n

Col. Mitras Centro, Monterrey, Nuevo Ledn México.

CP 64460

Teléfonos: 83294050 ext. 2870 a 2874

Correo electrénico: investigacionclinica@meduanl.com
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RESUMEN CONSENTIMIENTO

PARA LLENAR POR EL SUJETO DE INVESTIGACION

Y participacion es completamente voluntaria.

"] Confirmo que he leido y entendido este documento y la informacién proporcionada del
estudio

"] Confirmo que se me ha explicado el estudio, que he tenido la oportunidad de hacer
preguntas y que se me ha dado el tiempo suficiente para decidir sobre mi participacion.
Sé con quién debo comunicarme si tengo mas preguntas.

| Entiendo que las secciones de mis anotaciones médicas seran revisadas cuando sea
pertinente por el Comité de Etica en Investigacion o cualquier otra autoridad regulatoria
para proteger mi participacion en el estudio.

[] Acepto que mis datos personales se archiven bajo cédigos que permitan mi
identificacion.

[] Acepto que mis dvulos recolectados puedan usarse para los fines que convengan a
este estudio.

[] Acepto que mi médico general sea informado de mi participacion en este estudio.

[] Acepto que la informacién acerca de este estudio y los resultados de cualquier examen
o procedimiento pueden ser incluidos en mi expediente clinico.

"] Confirmo que se me ha entregado una copia de este documento de consentimiento

firmado.
Nombre del Sujeto de Investigacion Firma
Fecha
PRIMER TESTIGO
Nombre del Primer Testigo Firma
Direccién
Fecha Relacion con el Sujeto de

Investigacion



SEGUNDO TESTIGO

Nombre del Segundo Testigo Firma
Direccién

Fecha Relacion con el Sujeto de
Investigacion

PERSONA QUE OBTIENE CONSENTIMIENTO

He discutido lo anterior y he aclarado las dudas. A mi mas leal saber y entender, el sujeto esta
proporcionando su consentimiento tanto voluntariamente como de una manera informada, y
él/ella posee el derecho legal y la capacidad mental suficiente para otorgar este consentimiento.

Nombre de la Persona que obtiene el Consentimiento Firma

Fecha
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9.3 CARTA AUTORIZACION DE COMITE DE ETICA

. UANL .
FACULTAD DE MEDICINAY HOSPITAL UNIVERSITARIO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

E DR. LUIS HUMBERTO SORDIA HERNANDEZ
o Investigador principal ; o
Departamento de Ginecologia y Obstetricia
Presente.-

Estimado Dr. Sordia:

En respuesta a su solicitud con nimero de Ingreso PI19-00056 con fecha del 28 de febrero del_ ?019,
recibida en las Oficinas de la Secretaria de Investigacion Clinica de la Subdireccion de Investigacion, se
extiende la siguiente DICTAMEN FAVORABLE con fundamento en los articulos 4° parrafo cuartq y 16
de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos; asi como los articulos 14-16, 99 parrafo
ero, 102, 106 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la salud;
de los articulos 111,112 y 119 del Decreto que modifica a la Ley General de Salud en Materia
cion para la salud publicado el dia 2 de abril del 2014; Ademas Punto 4.4, 4.7, 6.2, 8de la
ial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de
investigacion para la salud en seres humanos; asi como por el Reglamento inteno de
Nuestra Institucion.

2 que el Comité a mi cargo ha determinado que su Protocolo de Investigacion clinica abajo
ta con la calidad técnica y mérito cientifico que la Sociedad Mexicana demanda.

ninacion de fragmentos en embriones en etapa de escision y su impacto sobre
oduccion asistida”, registrado con la clave GI19-00004.

 enlistan los documentos aprobados:

0, 3.0 de fecha 29 de Abril del 2019.

Investigador principal presentar a este Comité de Investigacion un
s de seguimiento a su sitio de investigacion para que todo lo
en caso de no apegarse, este Comité tiene la autoridad de

vestigacion en curso, todo esto con la finalidad de resguardar
sujetos en investigacion.
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CAPITULO Xii

ABSTRACT

Introduction:

One of the most important factors that determines the success of assisted reproduction
techniques (ART) is the quality of embryos generated in vitro. Fragmentation or
generation of small anuclear cytoplasmic fragments is a common feature of developing
human embryos. The mechanism of its generation is not known, but they have adverse

effects on ART such as a lower implantation and pregnancy rate.

Several researchers have removed these fragments in order to improve reproductive

results, but the findings have been controversial and not definitive.

Objectives:
Determine if the removal of fragments in embryos during excision stage improves

pregnancy rates in the IVF and ICSI cycles.

Materials and methods:

A prospective, observational, cross-sectional study of cases and controls was conducted
in patients undergoing IVF/ICSI at the Center for Reproductive Medicine of the University
Hospital of the UANL. The cases were patients with 2 or 3 quality embryos, who
underwent cosmetic micromanipulation prior to transfer. The controls were patients with
quality 1 embryos, to whom no cosmetic micromanipulation was performed. Quantitative
variables are expressed in measures of central tendency and analysis of variance. The
chi-square method was used to search for a statistical relationship of qualitative
variables. Considering an alpha error of 5%, a value of p < 0.05 was considered

statistically significant.
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Ethical aspects:
It was approved by the research ethics committee of the Autonomous University of Nuevo

Ledn, accepted with the registration key GI19-00004.

Results:

26 patients were analyzed, 13 in each group. The dose of FSH received by the control
group was significantly higher (2896 + 718 mg vs. 2325 + 626 mg) at the dose received
by the controls (p = 0.04). No statistically significant relationship was found between
performing cosmetic micromanipulation and the pregnancy rate; however, there was a
tendency for a higher proportion of biochemical and clinical pregnancies among patients

whose embryos were subjected to fragment removal (38.5% vs. 30.8%, p = 0.7).

Conclusions:

The removal of fragments in embryos during the excision stage with a moderate degree
of fragmentation (<50%) equals the reproductive results of embryos without
fragmentation. These findings should be corroborated with multicenter and randomized

studies that allow a larger sample.

Keywords: Fragment removal, In vitro fertilization, pregnancy rate, abortion, embryonic

quality, cosmetic micromanipulation.
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