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Resumen

Se presentan los resultados de la aplicacion de dis-
tintas técnicas de reproduccion asistida de alta com-
plejidad en el IFER durante el periodo 1994-2012.
En pacientes de buen prondstico la tasa de embara-
20 aumentd desde un 28% a un 55%, la tasa de
implantacion de un 11% a un 21% y el niimero
de embriones transferidos disminuyé de 4 a 2,6 en
promedio. Un 30% de los procedimientos produce
embriones supernumerarios. La vitrificacion de oo-
citos y embriones ha suplantado progresivamente al
congelamiento lento. La tasa de embarazo obtenida
por el uso de embriones congelados/descongelados en
el periodo 1995-2006 fue 30% en promedio. El uso
de la técnica de vitrificacion/desvitrificacion elevé
la tasa de embarazo a un 45% en promedio (pe-
riodo 2007-2012). La poblacién que se atendid en
IFER en los dltimos 10 afios estd formada por un
55,1% de pacientes mayores de 40 afios 0 menores de
40 arios que obruvieron menos de 3 oocitos MII en
fresco. El uso de columnas de anexina V mostré que
podria ser efectivo para casos sin factor oocitario aso-
ciado (60,4% vs 51,6% control), pero que no repre-
senta mejora en los casos de factor oocitario asociado
(22,4% vs 20,4% control). La tasa de embarazo por
transferencia con oocitos vitrificados/desvitrificados
en pacientes que no aceptaron criopreservar embrio-

nes fue de 30,8% (33/107). La tasa de embarazo
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global (incluye a todos los pacientes tratados) varié
desde un 25% en promedio para el periodo 1994-
2001 hasta un 35% en promedio en la actualidad.
La tasa de embarazo acumulada (considerando el
efecto de poseer embriones criopreservados) se ha in-
crementado desde un 35% en 1995 hasta un 77%
actual. La utilizacion de embriones criopreservados
para un procedimiento en particular eleva la tasa de
embarazo acumulada en un 14% en promedio.

Palabras claves. Fertilizacion in vitro, Inyeccién
intracitoplasmdtica de espermatozoides, congelacion/
descongelacion de embriones, tasa de embarazo, tasa
de implantacién.

Results of the application of various
techniques in assisted reproduction
technology (ART) laboratories. Their
evolution through time. The Laboratory
point of view

Summary

We present the results of different techniques of as-
sisted reproductive technology (ART) between 1994-
2012. In this period, the number of annual ART
procedures has increased, being more than a thousand
since 2005. In good prognosis patients (less than 40
years old and 3 or more MII oocytes at the moment
of ‘the oocyte retrieval) the pregnancy rate increased,
trough the years, from 28% to 55%; the implan-
tation rate increased from 11% to 21%; and the
number of embryos transferred decreased from 4 ro
2.6 on average. Around 30% of the ART procedu-
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res produce supernumerary embryos, which must be
frozen. This number remains constant since 2006.
Oocyte and embryo vitrification has gradually repla-
ced the slow freezing technique. The pregnancy rate
obrained by the use of frozen/thawed embryos in the
period 1995-2006, was 30% on average. Using the
technique of vitrification, pregnancy rate rose to 45%
on average (2007-2012). Over the last 10 years, pa-
tients older than 40 years old (using their own eggs)
or patients younger than 40 years old with less than 3
MII oocytes, which is an older population and with
poor reproductive prognosis, represented 55.1% of the
patients treated at IFER. The implementation of an-
nexin V columns as an additional selection method
for sperm with nuclear fragmentation, showed that its
use may be effective in cases without associated oocyte
Jactor (60.4% vs. 51.6% control), but that does not
represent any improvement in cases with associated
oocyte factor (22.4% vs. 20.4% control). The preg-
nancy rate per transfer using vitrified/ thawed oocytes
in patients who did not accept cryopreserved embryos
was 30.8% (33/107). The overall pregnancy rate
(including all patients treated) ranged from 25% on
average for the 1994-2001 period, up to 35% at the
present time. The cumulative pregnancy rate (consi-
dering the effect of having embryos cryopreserved) has
increased steadily, from 35% in 1995 up to 77%
today. The use of cryopreserved embryos raises the cu-
mulative pregnancy rate by 14% on average.

Key words. In vitro fertilization, ICSI, frozen-
thawed embryos, pregnancy rate, implantation rate.

Introduccion

La infertilidad es un tema de interés tanto en
la investigacién como en la prictica clinica. Es im-
portante recordar la magnitud de la misma, ya que
afecta aproximadamente a una de cada seis parejas
a nivel mundial." Es un trastorno de la salud re-
productiva y es reconocido como tal por la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS). Por otra
parte, la infertilidad es uno de los pocos términos
médicos que es relacional, esto es, que implica una
condicién o problema que incluye o involucra a
una pareja y no a un individuo aislado.?

Se ha estimado que a la fecha el ndmero de bebés
nacidos como resultado de las tecnologfas de repro-
duccidn asistida de alta complejidad (fertilizacién in
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vitro e ICSI) ha llegado a los 5 millones desde que
Louise Brown naciera en julio de 1978.% Estos va-
lores fueron presentados en la 28° Reunién Anual
de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana
y Embriologfa que se desarrollé en Estambul (Tur-
quia) entre los dias 1 y 4 de julio de 2012.

Es por ello que resulta interesante analizar el
estado de la aplicacién de las técnicas que habi-
tualmente se utilizan en los centros de reproduc-
cién asistida en nuestro pais. El IFER ha sido una
de las instituciones pioneras en reproduccidn asis-
tida en Argentina, y por ello esta reseia lo toma
como caso testigo de la evolucién seguida por la
implementacién de diversas metodologias y su
efecto en los resultados reproductivos alcanzados.

Como es sabido, desde el comienzo del desa-
rrollo de las técnicas de reproduccién asistida de
alta complejidad se han producido mejoras en
cada una de las etapas que las constituyen. Para
una resefia de estos avances se puede consultar bi-
bliografia pertinente.*!¢

En el caso particular del IFER, comienza su ac-
tividad en la reproduccién asistida en el ano 1985,
llegando al afio 1994 con un total de 1.075 pro-
cedimientos de alta complejidad. Con la puesta a
punto de la técnica de inyeccién intracitoplasmdtica
de espermatozoides (ICSI, segtin su sigla en inglés)
por los Dres Palermo y Van Steirteghem en 1992 7
se logra dar respuesta a los casos de infertilidad por
factores masculinos severisimos. Esta tecnologfa, re-
volucionaria por entonces, estd disponible en nues-
tro pais desde 1994, registrindose el primer emba-
razo por esta técnica en el IFER en el afio 1995.

Desde esos primeros afios, el nimero de pro-
cedimientos de fertilizacién asistida de alta com-
plejidad ha ido aumentando progresivamente, su-
perdndose los mil procedimientos anuales desde el
afio 2005 y hasta la fecha, con un total de 5.634
en los dltimos 5 afos (Figura 1).

Otro eslabén importante en las técnicas asociadas
a la fecundacion 7z vitro fue el desarrollo exitoso del
congelamiento y descongelamiento lento de embrio-
nes humanos.”* Esta tecnologfa estuvo disponible
en Argentina desde 1987 e implementada en el IFER
en forma clinica desde el aflo 1994.

A partir de ese afno (1994) se implementaron
en forma clinica una serie de tecnologias repro-
ductivas (criopreservacién lenta de gametas y
embriones, eclosién asistida, transferencia em-
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brionaria guiada por ecégrafo, entre otras) que
permitieron asegurar resultados concordantes con
los obtenidos en los centros de reproduccion asis-
tida de otras latitudes.

De estas técnicas mencionadas, la criopreser-
vacién lenta de embriones es la que tuvo el mds
alto impacto sobre el incremento en el nimero de
embarazos viables.*!

Asi, en el periodo 1994-2007, en el IFER se
realizaron 3.554 procedimientos de criopreserva-
cién de embriones provenientes de 8.514 procedi-
mientos de fertilizacién asistida.

Un nuevo salto cualitativo se produce en el
afio 2008, con el advenimiento en forma clinica
de la vitrificacién de oocitos y embriones como
alternativa al congelamiento lento de los mismos.
La vitrificacién con resultados repetibles y confia-
bles habia sido presentada a nivel mundial en el
afio 2005.2%

El nimero de procedimientos de congelamien-
to/vitrificacién de embriones fue incrementindo-
se paulatinamente con los afios, observdndose un
incremento sustancial a partir del afio 2004 y en
adelante (Figura 2).

Figura 1. Distribucidn del niimero de procedimientos de Alta Complejidad por asio en el

IFER (Pertodo 1994-2012).

1400 ~

1200 ~

1000 ~

800 +

600 -

\

400 +

200 -

0
94 96 98 2000 2002

2004 2006 2008 2010 2012

Figura 2. Distribucion del niimero de procedimientos de congelamiento lento / vitrificacién

de embriones en el IFER. Periodo 1994-2012.
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Estos resultados indican que en los dltimos 5
afios se realizaron un total de 1.997 procedimien-
tos de criopreservacién/vitrificacién embrionaria,
lo que representé un 36% del total de procedi-
mientos realizados a la fecha (5.544).

Sin embargo, cuando analizamos qué propor-
cién del total de procedimientos de reproduccién
asistida en fresco produjeron un nimero tal de
embriones que debieron criopreservarse una parte,
vemos que a partir del afio 2008 esta proporcién se
mantiene aproximadamente constante en torno al
30% de los procedimientos (Figura 3). El motivo
fundamental del por qué no se ha incrementado;

debemos buscarlo en que parte de la poblacién que
realiza procedimientos de alta complejidad en IFER
elige vitrificar oocitos por diversas razones,”* y en
parte, a que nuestra poblacién tratada se caracteriza
por ser mayoritariamente afiosa, y por lo tanto, dis-
pone de un menor nimero de oocitos a fecundar, lo
que producird un menor niimero de embriones, los
cuales serdn transferidos en fresco exclusivamente.
Sianalizamos el comportamiento de los pacien-
tes respecto a la vitrificacién oocitaria, vemos que
la misma se ha incrementado desde su implemen-
tacién y que representa una alternativa de eleccién
creciente para algunos pacientes (Figura 4).

Figura 3. Distribucidn del porcentaje de procedimientos de fertilizacion asistida en los que
parte de los embriones producidos se criopreservaron. Periodo 1994-2012.
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Figura 4. Distribucion del niimero de procedimientos de vitrificacion de oocitos. Periodo 2008-2012.
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Independientemente de lo referido al almace-
namiento de oocitos, la alternativa mayoritaria en
nuestro de centro continda siendo la criopreserva-
cién de embriones.

Desde el afio 2008, y en concordancia con lo
que ocurre a nivel mundial, la técnica de criopre-
servacion elegida mayoritariamente es la vitrifi-
cacién.”®* La Tabla 1 nos muestra c6émo se ha
comportado la eleccién técnica al momento de
criopreservar.

Como puede verse, el congelamiento lento de
oocitos pronucleados y embriones de dia 2 y de
dia 3 fue progresivamente sustituido por la vi-
trificacién de los mismos. Tanto la vitrificacién
de oocitos como de blastocistos se transformé en
la Ginica manera de criopreservar a partir del afio
2008. A la fecha, el congelamiento lento de teji-
do ovirico sigue siendo la técnica de eleccién en
nuestro Instituto.

A continuacién se presenta el nimero de pro-

cedimientos de descongelacién de embriones para
su posterior transferencia en el perfodo 1994-
2012 (Figura 5). Como puede verse, a lo largo de
los primeros afios hubo un incremento gradual
del ndmero de procedimientos, hasta alcanzarse
valores muy altos en el periodo 2005-2007. A
partir de ese afio, el nimero de procedimientos
de descongelacién/desvitrificacién se mantiene
aproximadamente constante y préximo a los 250
procedimientos anuales.

Al analizar la evolucién de las tasas de emba-
razo producidos en el IFER, debemos considerar
separadamente el periodo 1985-1993 y el periodo
1994-2012. Mientras que el primero de ellos se
caracteriz$ por tasas de embarazo relativamente
bajas pero gradualmente crecientes, producto del
inicio en la actividad y la ausencia de embriones
congelados disponibles de estos procedimientos,
el periodo 1994-2012 se comporté de manera
distinta.

Tabla 1. Comportamiento en la eleccion de la técnica de criopreservacion entre los

anos 2008-2012.
Afio 2008 2009 2010 2011 2012
Tipo de criopreservacion
Congelamiento lento de pronucleados 136 106 66 0 0
Congelamiento lento de embriones D2/D3 114 16 0 0 0
Vitrificacion de embriones D2/D3 0 97 185 245 302
Vitrificacion de oocitos 44 106 139 132 162
Vitrificacion de blastocistos 31 54 59 52 47
Congelamiento lento de tejido ovarico 5 2 7 4 1

Figura 5. Distribucidn del niimero de procedimientos de descongelacion/desvitrificacion
de embriones previamente congelados para su posterior transferencia. Pertodo 1994-2012.
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La Figura 6 muestra la distribucién de la tasa
de embarazo por transferencia en fresco, la tasa de
implantacién y el nimero promedio de embriones
transferidos por procedimiento en pacientes de
buen pronéstico durante el periodo 1994-2012.
Definimos como paciente de buen prondstico a
aquella que obtuvo 3 o més oocitos maduros (me-
tafase II) en la puncién oocitaria en fresco y es me-
nor de 40 afos de edad; mientras que hablamos
de pacientes con mal prondstico si no cumplen
con alguna de las dos condiciones expresadas an-
teriormente. Como puede observarse tanto la tasa
de embarazo en fresco como la de implantacién
presentan un gradual pero constante incremento
alo largo de los afios.

En el caso particular de la tasa de embarazo en
fresco, a partir del afio 2001 se observa un incre-
mento significativo de los valores y permanece alta
hasta la fecha.

Estos incrementos en la tasa de embarazo en
fresco no tienen relacién con la cantidad de em-
briones transferidos, debido a que durante el pe-
riodo analizado no hay una diferencia significativa
en el nimero de embriones transferidos.

En este sentido y dadas las condiciones de nues-
tro laboratorio, atribuimos este aumento al cambio
en el tipo de medio de cultivo utilizado, ya que a
partir del afio 2001 se empezé a utilizar medio de
cultivo secuencial en lugar del medio de cultivo no
secuencial que se utilizaba hasta entonces.*

Por otra parte, y en concordancia con los regis-
tros internacionales,’’** hay un esfuerzo perma-
nente en la disminucién del nimero de embriones
a transferir con la intencién de disminuir el riesgo

de embarazo multiple. En nuestro caso, el nimero
promedio de embriones transferidos pas6 de 4 en
1994 a los 2,6 actuales (2012).

Paralelamente a los esfuerzos en mejorar los
procedimientos médicos sobre la mujer, entre los
afos 2005 y 2010 hubo una nueva corriente que
reevalud el efecto del espermatozoide (y por ende,
el efecto paterno) en las tasas de embarazo y que
centrd su interés en desarrollar técnicas en las que
la seleccion se realizara sobre el espermatozoide a
ser utilizado en un procedimiento de ICSI. Asi
surgieron la inyeccién intracitoplasmdtica de es-
permatozoides morfolégicamente seleccionados
(IMSI, segun su sigla en inglés),*** el uso de la bi-
rrefringencia de la cabeza del espermatozoide bajo
luz polarizada,®>* la unién de espermatozoides al
4cido hialurénico (PICSI, segin su sigla en inglés)
738 y el uso de columnas de anexina V para la se-
leccién de espermatozoides sin fragmentacién del
ADN nuclear.*** A pesar de surgir una gran can-
tidad de publicaciones en las que se presentan los
resultados reproductivos de la aplicacién de estas
técnicas, todas ellas presentan resultados contro-
versiales y ha sido cuestionada su validacién.®

En el caso particular del IFER, para pacien-
tes con factor masculino severo en los que habia
aumentado los niveles de fragmentacién nuclear
del espermatozoide, iniciamos la utilizacién de
la seleccién de espermatozoides por el uso de
columnas de anexina V. La aplicacién desde el
ano 2009 de esta técnica en una poblacién se-
leccionada de pacientes en los que sélo habia in-
volucrado factor masculino mostré una tasa de
embarazo clinico de 60,4% (125/207). Si bien

Figura 6. Distribucién de la tasa de embarazo por transferencia en fresco (verde), la tasa
de implantacion (amarillo) y el niimero promedio de embriones transferidos por procedi-
miento (rojo) en pacientes de buen prondstico. Periodo 1994-2012.
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fue superior a la obtenida en pacientes que no
utilizaron columnas de anexina como método de
seleccién adicional (51,6%, 110/213), estos va-
lores no resultaron estadisticamente significati-
vos. En el caso particular de pacientes en los que
al factor masculino se le debe sumar un factor
femenino severo, nuestros resultados mostraron
que la seleccién sobre los espermatozoides por el
uso de columnas de anexina no mejora los rendi-
mientos reproductivos (22,4%; 88/393 para co-
lumnas de anexina y 20,4%, 63/309 sin colum-
nas de anexina). Es importante mencionar que a
la fecha tenemos registrado un total de 56 partos
con nacimiento y 30 embarazos evolutivos por
el uso de columnas de anexina, y que todos los
nacidos han sido normales.*

Como indicamos previamente, la criopreserva-
cién embrionaria ha sido la tecnologia mas impor-
tante de las implementadas a la fecha en las técni-
cas de reproduccién asistida. La Figura 7 muestra
la distribucién de la tasa de embarazo por trans-
ferencia en procedimientos de descongelamiento/
desvitrificacién, la tasa de implantacién y el nd-
mero promedio de embriones transferidos por
procedimiento en pacientes de buen prondstico.

Como puede observarse, la tasa de embarazo
en procedimientos de congelamiento lento/des-
congelamiento lento de embriones se mantuvo
aproximadamente constante a lo largo del tiempo
y en el orden del 30%. Pero con el advenimien-

to de la vitrificacién/desvitrificacién embrionaria,
las tasas de embarazo obtenidas con los embriones
supernumerarios criopreservados se incrementa-
ron a valores cercanos al 45% en promedio.

Presenta un interés particular la resena de los
resultados obtenidos a partir de la implementa-
cién de la vitrificacién/desvitrificacién oocitaria
en pacientes que no desean criopreservar embrio-
nes por diversas razones.

A partir de la implementacién de esta tecnolo-
gfa en nuestro laboratorio,* los resultados mostra-
ron que la vitrificacién y desvitrificacién oocitaria
representa una alternativa con resultados acepta-
bles para pacientes en los que la criopreservacién
embrionaria no es aceptable.

En el periodo 2008-2012 un total de 107 pa-
rejas estériles recurrieron a la desvitrificacién de
los oocitos previamente vitrificados. Se desvitrifi-
caron un total de 611 oocitos correspondientes a
estas 107 parejas. La sobrevida oocitaria obtenida
fue 92,0% (562/611). La tasa de fertilizacién co-
rrespondiente fue 66,9% (376/562) y la tasa de
embarazo clinico por transferencia correspondien-
te fue de 30,8% (33/107).

Estos resultados son inferiores a los obtenidos
por el uso de embriones supernumerarios vitrifi-
cados/desvitrificados, pero es la tinica alternativa
aceptable para estas parejas.

Habiendo resenado la experiencia del IFER

en pacientes definidos como de buen pronéstico

Figura 7. Distribucidn de la tasa de embarazo por transferencia en procedimientos de

descongelacidn/desvitrificacion para pacientes de buen prondstico (verde), la tasa de implan-

tacion (amarillo) y el niimero promedio de embriones transferidos por procedimiento (rojo).
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por un lado, y los resultados de la totalidad de los
pacientes que desvitrificaron oocitos, nos referi-
remos ahora al andlisis de los resultados globales,
esto es, aquellos que incluyen a la totalidad de los
procedimientos realizados, independientemente
del prondstico de los pacientes involucrados.

Esta aclaracién es pertinente, ya que el IFER
se caracteriza porque la poblacién que realiza pro-
cedimientos de fertilizacién asistida de alta com-
plejidad estd constituida mayoritariamente por
pacientes que habitualmente son considerados de
mal prondstico, siendo pacientes mayores de 40
afos o menores de 40 afos en las que se obtu-
vieron 3 MII o menos luego de la estimulacién
ovirica y la puncién oocitaria en fresco. Asi, en el
periodo 2002-2012 el porcentaje de pacientes tra-
tadas de mal prondstico fue 55,1% (4.756/8.638),
mientras que el porcentaje de pacientes de buen
prondéstico constituyé un 44,9% (3.882/8.638).

La Figura 8 presenta la distribucién de la tasa
de embarazo clinico global (incluye la totalidad de
los pacientes tratados) en fresco a lo largo del pe-
riodo 1994-2012.

Como se puede ver, los resultados en el pe-
riodo 1994-2001 permanecieron relativamente
constantes en torno a tasas globales del 25%. A
partir de esa fecha, y como consecuencia del cam-
bio del medio de cultivo al tipo secuencial, se pro-
dujo un incremento en la tasa de embarazo global
que permanece constante desde entonces y en el

orden del 35%.

Por dltimo, dentro de esta resefia la Figura 9
muestra la distribucién de la tasa de embarazo
para procedimientos en fresco, para procedimien-
tos de descongelacidon/desvitrificacién de embrio-
nes, y la tasa de embarazo acumulada (conside-
rando el efecto de los embriones descongelados/
desvitrificados en un ciclo fresco) para pacientes
de buen prondstico en el periodo 1994-2012. In-
cluye también la distribucién del porcentaje de
incremento en la tasa de embarazo como conse-
cuencia de la utilizacién de los embriones conge-
lados provenientes de un ciclo en fresco.*** Esta
tasa es, en promedio, de un 14,0% a lo largo del
tiempo.

Tomando al IFER como ejemplo represen-
tativo de centros de reproduccién asistida en
nuestro pafs, esta resefia muestra que el desempe-
fio en cuanto a la calidad y mejoramiento en los
resultados a lo largo del tiempo es progresivo y
permanente. De manera que el servicio ofrecido
a la comunidad se encuentra en consonancia con
los desarrollos y metodologfas probadas en otras
latitudes. De esta manera, ha existido un incre-
mento gradual y constante de las tasas de embara-
zos logradas en procedimientos de reproduccién
asistida de alta complejidad, tanto con embriones
en fresco como con embriones descongelados/des-
vitrificados. Este incremento constante consolida
y traduce una tarea de bisqueda permanente de la
excelencia en los servicios brindados por los labo-
ratorios de reproduccién asistida en la Argentina.

Figura 8. Distribucion de la tasa de embarazo global fresco. Periodo 1994-2012.
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Figura 9. Distribucion de la tasa de embarazo para procedimientos en fresco (verde), para

procedimientos de descongelacion de embriones (rojo), y la tasa de embarazo acumulada

(amarillo) (considerando el efecto de los embriones descongelados/desvitrificados en un ciclo

[resco) para pacientes de buen prondstico. Incluye también la distribucion del porcentaje de

incremento en la tasa de embarazo como consecuencia de la utilizacion de los embriones

congelados provenientes de un ciclo en fresco (celeste).
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