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2. RESUMEN.

En un ciclo de Terapia de Reproduccion asistida (TRA), se deben cumplir tiempos,
protocolos y condiciones especificas para preservar el desarrollo de los gametos y la
capacidad reproductiva de la muestra durante las manipulaciones empleadas. La
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) es una técnica que se ha
utilizado ampliamente desde su aparicion. El objetivo del estudio es determinar si un
mayor intervalo de tiempo entre la recuperacion de ovocitos (RO) y la ICSI, produce
un impacto significativo en los resultados embrioldgicos en términos de resultado de
prueba genética en un ciclo de ICSI (tasa de fertilizacion de embriones normales,
aneuploidias). El disefio del estudio es de una cohorte retrospectiva basada en la
revision de historias clinicas de un Centro de reproduccién Asistida en Lima, PerQ. La
poblacién del estudio abarca a todas las mujeres con el diagnostico de infertilidad
sometidas a ICSI, con test genético preimplatacional (PGT) con ovocitos frescos
propios y esperma eyaculado fresco de no donante, en un Centro de reproduccion
Asistida en Lima, Per( entre los meses de enero del afio 2020 hasta agosto del afio
2023. Se realizard una basqueda en la base de datos de Historias clinicas de las
pacientes del Centro de reproduccion Asistida y se llenara una Ficha de recoleccion de
datos en la cual se registren los intervalos de tiempo entre los distintos pasos de los
ciclos y los resultados de un ciclo de TRA (resultados de prueba genética, embarazo

clinico).

Palabras clave: Recuperacion de ovocitos, Inyeccion intracitoplasmatica de

espermatozoides, Prueba genética preimplantacional.



3. INTRODUCCION.

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) se utiliza en los
laboratorios de tecnologia de reproduccién asistida (ART). La ICSI, se utiliza en
parejas con infertilidad masculina grave (1,2) se basa en inyectar un espermatozoide
seleccionado directamente en el citoplasma de un ovocito, lo cual permitio superar las
barreras mecanicas independientemente de la fuente y la calidad del semen. (3,4). Sin
embargo, no existe informacion fidedigna con respecto a los intervalos de tiempo
precisos de los procedimientos realizados en un ciclo de ICSI, y el impacto que posee

sobre los resultados de la TRA (5).

El proceso de un ciclo de ICSI consta de la recuperacion de ovocitos (RO), que consiste
en la aspiracion de ovocitos de las pacientes, denudacién de ovocitos (DN), el cual se
basa en la extraccion de la capa del cumulo ooforo del ovocito y la ICSI propiamente
dicha. Previamente a estos procedimientos se realiza un desencadenamiento de la
ovulacion, en el cual se utilizan agentes que aumentan el desarrollo folicular.
Finalmente, se toman las pruebas genéticas correspondientes para determinar el

resultado embriolégico. (1,2,3)

La maduracion de los ovocitos requerida debe lograrse durante este intervalo de
tiempo, puesto que un aumento del mismo podria afectar los resultados de un ciclo de
TRA (6,7), especialmente en los ovocitos obtenidos de mujeres con factores de riesgo
de mal prondstico reproductivo (8,9,10), los cuales podrian ser mas susceptibles a las

manipulaciones a las que se someten en un proceso de ICSI. (11,12,13).



Barcenaetal. publicaron el estudio con la mayor cantidad de datos centrado en tiempos
relacionados con ICSI, aproximadamente 4000 ciclos de ICSI. Dicho grupo no
encontrd un impacto significativo en las tasas de nacidos vivos atribuibles a los tiempos
previos al ICSI. Sin embargo, no se realiz6 un analisis de los resultados embriologicos
de los ciclos y se realizo en una poblacion ideal de donantes de dvulos jovenes fertiles.
(14,15) Posteriormente, Pujol et al. publicé un estudio que incluy6 1468 ciclos de ICSI
de 1322 mujeres con edad materna avanzada (EMA) sometidas a TRA con sus propios
ovulos. A pesar de esto, no se inform6 un impacto significativo, incluso durante
tiempos prolongados entre la recuperacion de ovocitos (RO) y la ICSI, excepto por una
tendencia negativa si dicho intervalo era superior a 10 horas. (15,16,17) Con respecto
al impacto de los tiempos mencionados sobre los resultados embrioldgicos, no se han

encontrado estudios que los hayan analizado.

Este es un estudio de tipo cohorte retrospectivo, el cual abarcara a una poblacion de
mujeres con el diagnostico de infertilidad y sometidas a un ciclo de ICSI, con resultado
de prueba genética preimplatacional (PGT), con ovocitos frescos propios y esperma
eyaculado fresco de no donante, es decir, de la pareja de la paciente, en un Centro de
reproduccion Asistida en Lima, Peru entre los meses de enero del afio 2020 hasta agosto
del afio 2023. Se tomara como exposicion, el intervalo de tiempo prolongado entre la
recuperacion de ovocitos y el inicio de la ICSI, es decir mayor a o igual a 3 horas, y se
compararé frente a una cohorte no expuesta a dicho intervalo de tiempo, es decir, menor
a 3 horas de exposicién. Con la finalidad de saber si la exposicion a un intervalo de

tiempo prolongado, tiene un impacto negativo en el resultado embrioldgico, traducido



en un aumento en la proporcion de embriones aneuploides, en los ciclos de ICSI,
identificados en la prueba genética preimplantacional (PGT). La importancia de este
estudio radica en que, respetar los intervalos de tiempo exactos de los procedimientos
en los centros de TRA de nuestro pais, es un gran desafio y puede tener consecuencias
negativas en el resultado de dichos procedimientos. Asimismo, se producira
informacidn significativa que puede cambiar u orientar la practica clinica en los ciclos

de ICSI de una manera mas estandarizada.

4. OBJETIVOS.

Objetivo general.

Determinar si la exposicion a un intervalo de tiempo prolongado entre la
recuperacion de ovocitos y la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
aumenta el riesgo de un resultado embriol6gicamente negativo de la prueba

genética preimplantacional en los ciclos de ICSI.

Objetivos especificos.

Evaluar el intervalo de tiempo entre el desencadenamiento de la ovulacion y la
ICSI para determinar si afecta el resultado embrioldgico clinico en los ciclos de

ICSI.

Determinar si algun tipo de agente utilizado en el desencadenamiento de la

ovulacion afecta el resultado embrioldgico en los ciclos de ICSI.



Determinar la tasa de embriones mosaico transferibles y su asociacion con

embarazo clinico.

5. MATERIALES Y METODOS.

a) Disefio del estudio:

El presente trabajo es un estudio observacional de tipo cohorte retrospectiva.

b) Poblacidn:

La poblacion estara constituida por todas las mujeres con el diagnostico de
infertilidad y sometidas a un ciclo de ICSI, con resultado de test genético
preimplatacional (PGT), con ovocitos frescos propios y esperma eyaculado
fresco de no donante, es decir, de la pareja de la paciente, en un Centro de
reproduccion Asistida en Lima, Per( entre los meses de Enero del afio 2020

hasta Agosto del afio 2023.

¢) Muestra:

Sera un muestreo por conveniencia debido a los intereses del autor, y la muestra
estara conformada por la totalidad de la poblacién, la cual debe cumplir con los

criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de Seleccion:

Criterios de inclusién

e Pacientes mujeres mayores de 18 afios.

e Pacientes mujeres con diagnostico de infertilidad



e Pacientes mujeres que hayan sido expuestas a un ciclo de ICSI con esperma de

no donante. Es decir, de la pareja del paciente.

e Pacientes mujeres con analisis genético preimplantacional

Criterios de exclusién

» Pacientes con que hayan utilizado esperma de donante

» Pacientes con que hayan utilizado una muestra congelada

» Casos con espermatozoides extremadamente pobres de no donante.

» Pacientes mujeres con obesidad morbida IMC mayor 35

* Endometriosis severa

» Falla recurrente de implantacién

Definicion de la exposicién:

Intervalo de tiempo prolongado entre la recuperacion de ovocitos y el inicio de

la ICSI, es decir, mayor a o igual a 3 horas.

Definicion de grupo de cohortes:

e Grupo de expuestos: definido por los pacientes expuestos a un intervalo
de tiempo entre la recuperacion de ovocitos y el inicio de la ICSI mayor

o igual a 3 horas.
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e Grupo de no expuestos: definido por los pacientes expuestos a un

intervalo de tiempo entre la recuperacion de ovocitos y el inicio de la

ICSI menor a 3 horas.

Para cada caso de exposicion se trabajara con uno de no exposicion.

d) Definicion Operacional de las variables

desencadenamient
o ovulatorio vy el

inicio de la ICSI

entre el inicio del
desencadenamie
nto  ovulatorio

hasta el inicio de

la ICSI

Variable Tipo de | Definicion Escala de|Forma de

variable Operacional Medicion registro
Intervalo de | Independiente | Tiempo Cuantitativa | - <3 horas
tiempo entre la transcurrido de Razon - >3 horas
recuperacion  de entre el inicio de
ovocitos y el inicio la aspiracion de
de la ICSI ovocitos hasta el

inicio de la ICSI

Intervalo de | Independiente | Tiempo Cuantitativa | - <36 horas
tiempo entre el transcurrido de Razon - >36 horas

11




Tipo de gatillo Independiente | Agente utilizado | Cualitativa -HCG
para el | Nominal (gonadotropi
desencadenamie na corionica
nto de la humana)
ovulacion. -GnRH
(analogo de la
hormona
liberadora de
gonadotropin
as)
-Doble**
Proporcion de | Dependiente Numero de | Cualitativa -Aneuploide
embriones embriones Nominal -No
aneuploides  por anormales sobre aneuploide
ciclo de ICSI. el numero total

de embriones
analizados* en
una prueba
genética y
reportados en la

Historia Clinica

del paciente.
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ecografia donde
se evidencia saco
gestacional con
latidos cardiacos

fetales.

Proporcion de | Dependiente Numero de | Cualitativa -Transferible
embriones embriones Nominal -No
mosaico mosaico transferible
transferibles  por transferibles
ciclo de ICSI. entre el ndmero

total de

embriones

analizados* por

prueba genéticay

reportados en la

Historia Clinica

del paciente.
Embarazo clinico | Dependiente Embarazo Cualitativa Si

confirmado por | Nominal No

* Reporte de embriones analizados en prueba genética:

Porcentaje de Embriones normales en una muestra
Porcentaje de Embriones anormales en una muestra

Porcentaje de Embriones mosaico en una muestra

13




Embriones mosaico transferibles: definido como un porcentaje < al 50% de
mosaicismo en un embrién.

**gatillo doble: HCG + GnRH

e) Procedimientos y técnicas:

Para el presente estudio se recolectaran los datos obtenidos de la base de datos
de historias clinicas de las pacientes de un centro de reproduccion asistida de

alta complejidad.

En primer lugar, se registraran todos los datos de las variables de forma anénima
asignandoles un codigo para proteger la identidad de los pacientes en estudio.
De la misma manera se mantendrd el anonimato del paciente cuando los
resultados sean publicados. Las historias clinicas contienen, entre otros datos,
los procedimientos realizados con horas de inicio y término, copias del esquema
de desencadenamiento ovulatorio y los resultados de las pruebas genéticas

preimplantacionales y pruebas de embarazo clinico.

El investigador recolectara los datos de las variables en estudio y establecera
una base de datos donde se registraran todos los datos necesarios para el analisis
estadistico. Todos los datos se verificaran dos veces al ingresarlos en la base de
datos. Todos los procedimientos relacionados con la recopilacion y el
almacenamiento de datos se realizaran de acuerdo con las normas de Buenas
Préacticas Clinicas. El instrumento a utilizar sera una ficha de recoleccion de

datos en la cual, ademas de la recoleccion de los datos analizados en el cuadro

14



de la operacionalizacion de las variables, obtendremos informacién
complementaria como caracteristicas demograficas de la poblacion, estudiada
como la edad y el indice de Masa Corporal (IMC), antecedentes patoldgicos de
importancia, pardmetros seminales de la pareja de la paciente, métodos de
capacitacion de espermatozoides de la muestra seminal y nimero de ovocitos

aspirados e inyectados. Anexo N°1.

En segundo lugar, para poder realizar el analisis del objetivo principal, se
calculara el intervalo de tiempo entre la recuperacién de ovocitos y el inicio de
la ICSI y se formaran los grupos de expuestos y no expuestos en base a dicho

intervalo de tiempo.

Se tomara como grupo de expuestos a los pacientes que hayan sido expuestos a
un intervalo de tiempo prolongado, definido como mayor o igual a 3 horas. Por
otra parte, se considerara al grupo de no expuestos a los pacientes que hayan

sido expuestos a un intervalo de tiempo menor a 3 horas.

Asimismo, se calculara el Intervalo de tiempo entre el desencadenamiento
ovulatorio y el inicio de la ICSI, para poder realizar el anlisis de los objetivos

especificos.

Posteriormente, se realizara el analisis estadistico correspondiente entre las
variables independientes y las variables dependientes para determinar si alguna

de estas tendria influencia significativa sobre los resultados embrioldgicos de

15



la prueba genética preimplantacional y clinicos de las pacientes sometidas a un

ciclo de ICSI, de acuerdo a lo que se detallara en el plan de analisis.

) Aspectos éticos del estudio:

Para este estudio se utilizaran los datos obtenidos de la base de datos de historias
clinicas de un centro de terapia de reproduccion asistida de alta complejidad.
Se registraran todos los datos de las variables forma anénima. De la misma
manera se mantendra el anonimato del paciente, cuando los resultados sean

publicados.

Finalmente cabe resaltar que el proyecto no sera ejecutado antes de obtener la
aprobacion del Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana

Cayetano Heredia.

g) Plan de anélisis:

El andlisis estadistico seréa realizado por el asesor e investigador del estudio en
cooperacion con los estadisticos indicados por el centro de terapia de

reproduccion asistida de alta complejidad.

Se efectuara el analisis estadistico utilizando el programa Prisma version. 7,
empleando los datos recopilados de la ficha de recoleccidn de datos. Se realizara
un analisis descriptivo reportandose frecuencias, medias y medianas de las
variables dependientes e independientes. Para el analisis inferencial, asumiendo

una distribucion normal, se aplicara el Test de T de Student para variables

16



cuantitativas y la prueba chi-cuadrado para variables cualitativas y se realizara

un analisis multivariado para ajustar las posibles variables confusoras.

Para el anélisis del objetivo principal, se calculara el riesgo relativo en base a la
incidencia de aneuploidias en el resultado de la prueba genética
preimplantacional en el grupo de expuestos y el grupo de no expuestos a la
variable independiente de exposicion, es decir, el Intervalo de tiempo entre la
recuperacion de ovocitos y el inicio de la ICSI. De igual manera, se realizara
para la evaluacion de los objetivos secundarios. Para todos los analisis, se
considerara estadisticamente significativo cuando el valor de p sea menor a

0.05.

Datos faltantes: En el evento que algun dato faltase, se tomara como un dato en

blanco (vacio). Solo los valores reportados se utilizaran para el analisis.
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7. PRESUPUESTO Y CRONOGRAMA.

Presupuesto

RECURSO UNIDAD CANTIDAD VALOR TOTAL
UNITARIO

INVESTIGADOR | HORA 20 S/.0 S/.0

PRINCIPAL

LAPTOP LAPTOP 1 S/.0 S/.0

CAJA DE | CAJA 1 S/.15 S/. 15

LAPICEROS

PAQUETE DE | PAQUETE 4 S/.20 S/. 80

PAPEL

ACCESO A | MES 6 S/. 50 S/. 300

INTERNET

FOTOCOPIAS HOJAS 700 S/.0.2 S/. 140

MOVILIDAD MES 6 S/. 50 S/. 300

Cronograma

Afo 2023-2024 NOV DIC ENE FEB MAR ABR

Formulacion  del | X X

proyecto de

investigacion

Revisién X X

bibliogréfica y

elaboracion del

proyecto

Revision y X X

correccion del

proyecto

Recoleccion de X X

datos

Procesamiento vy X

analisis estadistico

Elaboracion  del X

informe final
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8. ANEXOS

Anexo N°1: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DESENCADENAMIENTO DE
OVULACION- ICSI

EDAD <35afos
>35afos

INDICE DE MASA CORPORAL

ANTECEDENTES PATOLOGICOS

INTERVALO DE TIEMPO ENTRE | __ Horas

RECUPERACION DE OVOCITOS - ICSI

INTERVALO DE TIEMPO ENTRE | __ Horas

Tipo de Gatillo

-Hormona de crecimiento (HCG)
-Anélogos GnRh (GnRH)
-Daoble

RECOLECCION DE ESPERMATOZOIDES
—ICSI

Numero de ovocitos _____ovocitos
Aspirados _____ovocitos
Inyectados _____ovocitos
Resultado de Prueba Genetica

Preimplantacional

Normales o Euploides ____Embriones
Anormales o Aneuploides ____Embriones
Mosaicos

Transferibles _____Embriones
No Transferibles _____Embriones
INTERVALO DE TIEMPO ENTRE|___ Horas

Método de Capacitacion de Espermatozoides.

Parametros Seminales

20




Concentracion N ° Espermatozoides/mL
Morfologia 4%
Motilidad %
Embarazo Clinico Sl
NO
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