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Editorial

Benvindos!
Bienvenidos!
Welcome to Rio!

The REDLARA welcomes the participants of the 10th General Congress in Rio de Janeiro. The meeting once again streng-
thens the ties of our 141 centers spread in Latin America and, at the same time, makes our experiences available to 
anyone who wishes to visit us.
The Board of Directors together with the SBRA have prepared an intensive scientific program, based on current topics 
that will surely arouse heated debate not only in the auditoriums  but also in the halls, corridors and exhibition areas. 
Pre-Congress Courses, totalling four, favor continuing education, open up opportunities for interaction with  gynecologists 
in general, bring current and controversial aspects of the ethical-legal interface and enable the social debate on assisted 
reproduction not to mention an unforgettable workshop for embryologists. The Program, again providing the best available 
knowledge, will be presented by invited Latin American, European and American speakers.
The Examining Board has received 66 submissions. In addition to honoring the 11 oral presentations, included in different 
round tables, do not forget to visit the 45 posters that will be exhibited. This whole movement of our community shows 
Latin American research and, of course, seeks new ways to display our scientific expression. 
Let’s wait for the best works to be defined, which will receive the REDLARA Award of 2011 and the best poster Award, 
named after Rio de Janeiro.
To the 52 specialists  who must give their final exams on the Clinical and Embryologists Programs of  Continuing Education 
(PEC),  we wish you good luck! 
Special thanks to our sponsors and exhibitors, who are part of our daily work. They have given to  RED the support needed 
to implement all its activities. Furthermore, it is important to register the work of the chairmen and members of the 
Committees on Accreditation, Education and Ethics as well as the group of the Latin American Register, which constitutes 
the pillars of our institution. 
Finally, it is the duty of RED members to gather the Assembly that will elect the new Director Executive and Vice Director 
for the 2011-2014 quadrennium. Under the supervision and assistance of our attentive Executive Secretary, Marina Diaz, 
we will plan strategies for tomorrow.

Um grande abraço ! 
Saludos !
A warm hug to all of you !

Board of Directors
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Evaluación de vacuolas nucleares y apoptosis espermatica 
luego del uso de columnas de anexina V en pacientes con 
terarozoospermia severa

Nuclear vacuoles and apoptosis markers after annexin V columns in pa-
tients with severe teratozoospermia.

Avaliação de vacúolos nucleares e apoptose espermática depois do uso 
de colunas de anexina V em pacientes com teratozoospermia severa
MS. Cristian Alvarez Sedó*1, MS. Mariano Lavolpe*2, MS. Heydy Uriondo*3, MD. Sergio Papier*4, MS. Florencia 
Nodar*5, MD. PhD. Claudio Chillik*6

1Laboratorio de Biología, Investigación y Estudios Especiales (LABINEE) 
2Coordinador del Laboratorio de Embriología.
3Miembro del Staff del Laboratorio de Embriología.
4Director Médico.
5Directora del Laboratorio de Embriología.
6Director Científico
* Centro de Estudios en Ginecología y Reproducción (CEGyR)
  Buenos Aires, Argentina.

Lugar de Realización:
Centro de Estudios en Ginecología y Reproducción (CEGyR)
Viamonte 1438, C1055ABB, Buenos Aires-Argentina
Teléfono: +54 11-4372-8289
Fax: +54 11-4371-7275
 
Autor correspondiente: 
MSc. Cristian Alvarez Sedó (calvarez@cegyr.com)

RESUMEN
Objetivo: La técnica de Columnas de Anexina V ha sido 
propuesta como herramienta para disminuir los niveles 
de apoptosis espermática. El objetivo de este trabajo es 
evaluar la presencia de vacuolas nucleares y marcadores 
de apoptosis en las diferentes fracciones luego del uso 
de columnas y valorar si existe relación entre la tamaño-
-numero de vacuolas con la presencia de apoptosis 
espermática.
Métodos: Estudio prospectivo de cohorte – doble ciego. 
Se analizaron 10 muestras de semen que tenían estu-
dio de TUNEL previo (>20%). Se realizó el pasaje de los 
espermatozoides a través de las Columnas de Anexina V. 
Se estudiaron 3 poblaciones: luego del gradiente, fracci-
ón eluida y la fracción adherida a la columna; se evaluó 
en cada una de las fracciones el número y tamaño de 
vacuolas, externalización de fosfatidilserina, caspasa-3 
activa y TUNEL.
 Resultados: En los 3 marcadores de apoptosis esper-
mática evaluados, se observó una disminución significa-
tiva en la población eluida luego del uso de columnas  
(p< 0,05). Sin embargo, tanto el porcentaje de vacuolas, 
así como el número-tamaño, no mostraron diferencias 
entre las fracciones estudiadas. En la población adherida 
a la columna (altos niveles de apoptosis) no se encontró 
un predominio de espermatozoides con vacuolas, y que 
estas a su vez, presenten un mayor tamaño. 

Conclusión: Los niveles de apoptosis espermática dismi-
nuyen significativamente luego del uso de Columnas de 
Anexina V, pero no así, el porcentaje de espermatozoides 
vacuolados. Según nuestros resultados, no existe corre-
lación entre el mayor número y tamaño de vacuolas con 
altos niveles de apoptosis espermática.
Palabras claves: Teratozoospermia severa, vacuolas 
nucleares, apoptosis, Columnas de Anexina V. 

ABSTRACT 
Objective: Annexin V columns has been proposed as a 
tool to reduce levels of sperm apoptosis. The aim of this 
study was to determine the presence of nuclear vacuoles 
and apoptotic markers after using Annexin V columns and 
evaluate the size and number of nuclear vacuoles with 
sperm apoptosis. 
Methods: Double-blind prospective cohort study Ten 
semen samples, with a previously TUNEL assay (>20%), 
were analyzed. After two layers gradient, the pellet was 
eluted through Annexin V column. Three sperm popula-
tions were studied: after gradient, eluted fraction and the 
fraction retained in the column; evaluating the number 
and size of vacuoles, phosphatidylserine externalization, 
cleaved caspase-3 and TUNEL.
Results: A significant decrease of apoptotic sperm 
markers levels was observed after using Annexin V colu-
mns (eluted fraction) (p<0.05). However, the number 
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and size of nuclear vacuoles do not showed a significant 
difference between fractions. The fraction with high levels 
of sperm apoptosis (fraction retained in the column) do 
not showed a prevalence of vacuolated spermatozoa and 
larger size of vacuoles.
Conclusions: The sperm apoptosis levels significantly 
decreased after using Annexin V Columns, but not in 
the same way in relation to the number of vacuolated 
spermatozoa. There is not a correlation between a major 
number and size of vacuoles with high levels of sperm 
apoptosis.
Key words: Severe teratozoospermia, nuclear vacuoles, 
apoptosis, Annexin V columns. 

RESUMO
Objetivo: A técnica de Colunas de Anexina V foi propos-
ta como ferramenta para diminuir os níveis de apoptose 
espermática. O objetivo deste trabalho é avaliar a presen-
ça de vacúolos nucleares e marcadores de apoptose nas 
diferentes frações depois do uso de colunas e determinar 
se existe relação entre o tamanho-número de vacúolos e 
a presença de apoptose espermática.
Materiais/Métodos: Estudo de coorte prospectivo 
duplo-cego. Foram analisadas 10 amostras de sêmen que 
tinham teste de TÚNEL prévio (>20%). Foi realizada a 
passagem dos espermatozoides através das Colunas de 
Anexina V. Foram estudadas 3 populações: gradiente, 
eluída e a aderida à coluna, avaliando em cada uma delas 
número e tamanho de vacúolos, externalização de fosfa-
tidilserina, caspase-3 ativa e TÚNEL.
 Resultados/Discussão: Nos 3 marcadores de apopto-
se espermática avaliados, foi observada uma diminuição 
significativa na população eluída depois do uso de colu-
nas  (p< 0,05). Contudo, tanto o percentual de vacúolos, 
quanto o número-tamanho, não evidenciaram diferen-
ças entre as frações estudadas. Na população aderida à 
coluna (altos níveis de apoptose) não se encontrou um 
predomínio de espermatozoides com vacúolos de maior 
tamanho como é referido na literatura. 
Conclusão: Os níveis de apoptose espermática dimi-
nuem significativamente depois do uso de Colunas de 
Anexina V, mas não o percentual de espermatozoides 
vacuolados. Conforme os nossos resultados, não existe 
correlação entre o maior número e tamanho de vacúolos 
e altos níveis de apoptose espermática.
Palavras-chave: Teratozoospermia severa, vacúolos 
nucleares, apoptose, Colunas de Anexina V. 

INTRODUCCIÓN
El análisis de la fragmentación del ADN aportó nuevas 
expectativas en la búsqueda de explicación a las fallas 
repetidas de FIV-ICSI. Se ha descrito la importancia de 
la estabilidad del núcleo espermático relacionado al éxito 
reproductivo en humanos. Así, el incremento significativo 
de los niveles de fragmentación del ADN estaría asociado 
a bajas tasas de fertilización, implantación embrionaria 
e incremento de abortos (Carrell et al., 2003; Seli et 
al., 2004; Virro  et al., 2004; Lewis & Aitken, 2005; 
Meseguer et al., 2008; Aitken & De Iuliis, 2009; 
Sakkas & Alvarez, 2010). 
Tantos factores físicos como metabólicos pueden inducir 
el daño del ADN espermático. Este puede ocurrir en la 
espermatogénesis o durante el tránsito por el epidídimo 
(Aitken et al., 2005, Aitken et al., 2006; Aitken RJ & 
De Iuliis, 2007; Banks et al., 2005). Asimismo, se han 
identificado factores de riesgo asociados al incremento 
de la fragmentación del ADN, como: varicocele, criptor-
quidia, edad avanzada, teratozoospermia severa, episo-
dios de fiebre alta, radio y quimio terapia  (Evenson et 

al., 2000; Angelopoulou et al., 2007; Delbes et al., 
2007; Smith et al., 2007; Smit et al., 2010; Vagni-
ni et al., 2007; Wu et al., 2009; Moskovtsev et al., 
2009; Mehdi et al., 2009). El daño en el ADN puede ser 
de simple y/o de doble cadena, y ha podido ser evaluado 
por diversos métodos (Evenson et al., 1980; Gorczy-
ca et al., 1993; Fernández et al., 2005; Chohan et 
al., 2006), destacando entre ellos la técnica de TUNEL 
(“deoxynucleotidyl-transferase-mediated-dUTP-nick-end-
-labeling”) (Sakkas & Alvarez, 2010; Sergerie et al., 
2005; Greco et al., 2005; Boe-Hansen et al., 2006; 
Avendaño et al., 2009; Góngora & Fontanilla, 2010).
Se ha reportado que la fragmentación del ADN puede 
estar asociada a eventos de apoptosis espermática (Wu 
et al., 2009; Sakkas et al., 2002; Sakkas et al., 
2003; Oehninger et al., 2003; Singh et al., 2003; 
Moustafa et al., 2004). Al respecto, se han detectado 
marcadores de apoptosis en espermatozoides humanos, 
como: externalización de fosfatidilserina, caspasa 3 acti-
va, etc. (Almeida et al., 2009; Glander & Schaller, 
1999; Kotwicka et al., 2008; Paasch et al., 2003; 
Paasch et al., 2004; Shen et al., 2002). Por otro 
lado, otros autores han reportado la correlación positiva 
entre la fragmentación del ADN y la presencia de vacuo-
las nucleares que ocupan más del 50% de la superficie 
nuclear (Franco Jr et al., 2008; Nadalini et al., 2009; 
Oliveira et al., 2010). Sin embargo, otros reportes 
manifiestan que la presencia de vacuolas podría estar 
asociada al estado y/o anormalidades del acrosoma y no 
necesariamente a la fragmentación del ADN (Perdrix et 
al., 2011; Kacem et al., 2010).
La técnica de Columnas de Anexina V (CA-V) ha emergido 
como un método capaz de reducir los niveles de apop-
tosis espermática. Esta técnica se basa en la afinidad 
entre Anexina V y fosfatidilserina (marcador de apopto-
sis temprana). Existen publicaciones que demuestran la 
utilidad de este método en la reducción de la apoptosis 
espermática e incluso respecto a su uso en reproducción 
asistida (Said et al., 2005; Said et al., 2006; Dirican 
et al., 2008; Makker et al., 2008; Rawe et al., 2010; 
De Vantéry Arrighi et al., 2009; Polak de Fried & 
Denaday, 2010; Lee et al., 2010). 
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar los nive-
les de vacuolas nucleares y marcadores de apoptosis 
en las diferentes fracciones obtenidas durante el uso de 
CA-V y conocer si existe relación entre la tamaño-numero 
de vacuolas con la presencia de apoptosis espermática en 
pacientes con teratozoospermia severa.

MATERIALES Y MÉTODOS
1. Diseño experimental
Prospectivo de cohorte – doble ciego
2. Población de estudio
Fue considerado un grupo de 10 pacientes varones 
(Kruger ≤4%) cuyo nivel de fragmentación del ADN 
(TUNEL) fue mayor al 20%, teniendo una concentración 
mayor a 10x106/mL y movilidad progresiva mayor al 30% 
en el diagnóstico previo (no mayor a tres meses) al día 
del ensayo.  
3. Preparación de la muestra
Las muestras fueron evaluadas y sometidas a separación 
espermática por gradiente de dos capas (ISOLATE-Irvine 
Scientific) según los criterios de la Organización Mundial 
de la Salud (WHO, 1992). El pellet obtenido fue lava-
do con buffer de pegado (BP) (“Binding buffer”-Miltenyi 
Biotec) (FRACCION INICIAL-FI) 
4.- Columnas de Anexina V
Protocolo adaptado a partir del “Death Cell Removal 
Kit” (Miltenyi Biotec). Brevemente, el ´pellet´ luego del 
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gradiente fue resuspendido en las ´microbeads´ y se 
incubó por 25 minutos. Se introdujo la columna dentro 
del imán y se hidrató con 500 uL de BP. Seguidamente se 
adicionó la suspensión de espermatozoides y simultáne-
amente 500 µl del BP. El eluido se colectó en HTF modi-
ficado (Irvine Scientific) (FRACCIÓN NEGATIVA-FN). 
La FRACCIÓN POSITIVA-FP fue colectada retirando la 
columna del imán y con ayuda del embolo se eluyó bajo 
presión con BP. De cada fracción se procedió a tomar una 
alícuota ajustada a un máximo de 2 x106/mL para realizar 
el estudio de MSOME y la evaluación de marcadores de 
apoptosis.
5.- Evaluación de vacuolas nucleares-MSOME
La evaluación de los espermatozoides se realizó utilizan-
do el microscopio invertido (Nikon (Eclipse TE 200-U) con 
contraste de fase diferencial (DIC) y un objetivo de 100X 
de inmersión. Por otro lado se utilizó un sistema secunda-
rio de magnificación que posibilitó evaluar los esperma-
tozoides con una magnificación final de hasta 12600X. En 
las distintas fracciones luego de CA-V se evaluaron 200 
espermatozoides, considerando los siguientes patrones: 
A) Sin vacuola, B) 1 vacuola menor al 25%, C) 2 vacuolas 
menores al 25%, D) 1 vacuola mayor al 25% y E) Otros-
-varios (Fig. 1).
6.- Evaluación de externalización de fosfatidilserina (EPS)
En una alícuota de cada fracción se evaluó la EPS median-
te el “Annexin V-FITC Apoptosis Kit” (Abcam). Brevemen-
te, se lavó la muestra con PBS y el “pellet” se resuspendió 
en 500 uL  del BP, se agregó 5 uL de “Annexin V-FITC” y 5 
uL de Ioduro de propidio (IP) y se incubó por 5 minutos. 
La detección fue realizada mediante microscopía de fluo-
rescencia. Se consideró los espermatozoides vivos (IP-/
Annexin V+)  más no las células muertas (IP+/Annexin 
V+) (Fig.2). 
7.- Evaluación de la Fragmentación del ADN 
(TUNEL) y caspasa-3 activa (C3A)
Las muestras se fijaron en PBS-Formaldehído al 2%. 
Seguidamente fueron lavadas y permeabilizadas con 
metanol frío. Se bloquearon los sitios inespecíficos con 
BSA 0,5% en PBS; se agregó el anticuerpo primario anti-
-C3A (Cell Signaling). Luego se agregó el anticuerpo 
secundario Alexa-Fluor-568 (Molecular Probes). Poste-
riormente, se incubó con la solución de TUNEL (Roche) 
para finalmente lavar y montar con Vectashield H-1000 
(Vector Laboratories). Se contaron 500 espermatozoides 
de cada fracción. Los patrones observados son represen-
tados en la Fig. 3. 

RESULTADOS
En la Tabla 1 se muestran los promedios del externali-
zación de fosfatidilserina, caspasa 3 activa y TUNEL de 
cada fracción luego del uso de CA-V. Los niveles de EPS 
(marcador inicial de la apoptosis) disminuyeron significa-
tivamente de 28.7% en la FI hasta un 2.3% en la FN, 
presentando un valor de 57.2% en la FP (p=0.001). En 
relación a C3A, los valores disminuyeron de 14.8% en 
la FI hasta un 4% en la FN, y  un valor de 28.4% en la 
FP (p=0.002). De igual manera, los valores de TUNEL en 
la FI  disminuyeron significativamente de 32.3% hasta 
9.56% en la FN (siendo este valor considerado como 
normal) (Sergerie et al., 2005). Mientras que la FP 
presentó niveles de 53.7% (p= 0.001).
La Tabla 2 muestra los porcentajes y tipos de vacuolas 
presentes en las fracciones establecidas. Se observa que 
el número de espermatozoides sin vacuolas (A) no varía 
significativamente entre las fracciones, encontrándose un 
3.6% en la FI, 2.6% en la FN y un 3.6% en la FP. De 
igual manera los patrones B, C, D y E no evidenciaron 
variación significativa entre las fracciones estudiadas.

Fig. 1. Patrones evaluados por MSOME 

Fig. 2. Patrones observados: A) IP-/Annexin V+ y B) IP+/Annexin V+

Fig. 3. Patrones observados: A) Normal, B) C3A+/TUNEL, C) 
C3A+/TUNEL+ y D) C3A-/TUNEL+
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DISCUSIÓN
Nuestros resultados se muestran acordes a lo reportado 
por otros autores en relación a la disminución de los nive-
les de apoptosis espermática y fragmentación del ADN 
luego del uso de Columnas de Anexina V (Said et al., 
2005; Said et al., 2006; Dirican et al., 2008; Makker 
et al., 2008; De Vantéry Arrighi et al., 2009; Rawe 
et al., 2010; Lee et al., 2010). Sin embargo, nues-
tro trabajo a diferencia de otros, resalta el haber evalu-
ado muestras con alteraciones severas en la morfología 
espermática (Kruger <4%).   
Por otro lado, de acuerdo a la literatura, se ha expresado 
la correlación existente entre un mayor índice de frag-
mentación del ADN y la presencia de vacuolas de mayor 
tamaño (patrón D) (Franco Jr et al., 2008; Nadalini et 
al., 2009; Garolla et al., 2008; Oliveira et al., 2010). 
Sin embargo, nuestros resultados manifiestan que en una 
población enriquecida de espermatozoides con fragmenta-
ción del ADN (FP), se observó una presencia indistinta 
de espermatozoides con tamaño-numero de vacuolas. Por 
el contrario, en relación a lo referido anteriormente en la 
literatura, hubiésemos esperado una mayor cantidad de 
espermatozoides vacuolados del tipo D. 
Somos conscientes que son necesarios más trabajos 
respecto a este tema en particular, sin embargo, cree-
mos que nuestros resultados hasta el momento develan 
que en pacientes con alteraciones severas en la morfo-
logía espermática, no existiría un predominio de mayor 
tamaño-numero de vacuolas en espermatozoides con 
altos niveles de apoptosis espermática. Por lo que proba-

blemente estos pacientes no se beneficien “del todo” con 
la elección de espermatozoides seleccionados a mayor 
magnificación, con fines a elegir un espermatozoide no 
fragmentado en su ADN.
Finalmente comentar que la técnica de Columnas de 
Anexina V, se presentan como un método efectivo en la 
remoción de espermatozoides apoptóticos. Siendo que la 
FN presentó niveles normales de EPS, C3A y TUNEL y 
esta metodología podría ser empleada para optimizar los 
resultados de técnicas de reproducción asistida en casos 
de teratozoospermia severa y apoptosis espermática.

CONSLUSIONES
En pacientes con teratozoospermia severa, los niveles 
de apoptosis espermática disminuyen significativamente 
luego uso de CA-V, pero no de la misma manera el porcen-
taje de espermatozoides vacuolados. No necesariamen-
te existe correlación entre el mayor número-tamaño de 
vacuolas con altos niveles de apoptosis espermática en 
este tipo de pacientes. Las CA-V podría considerarse 
como un método seguro para la reducción de apoptosis 
espermática en pacientes con teratozoospermia severa.
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Resumo 
Objetivo: Relacionar a diferença entre o intervalo (dias) 
até a menstruação numa dosagem fixa de estradiol na 
fase lútea com a recentemente enunciada taxa de matu-
ração folicular (FORT) em ciclos de ICSI com  antagonista 
de GnRH.
Método: Estudamos retrospectivamente 66 ciclos de ICSI 
em mulheres com ≤ 39 anos, que receberam 4mg/dia 
de estradiol a partir do 21o dia da fase lútea anterior, por 
sete dias, iniciando controle de ultra-sonografia transva-
ginal no 2o dia do ciclo. O intervalo até o início do estí-
mulo definiu 3 grupos: um dia (n=19); dois a cinco dias 
(n=32) e ≥ 6 dias (n=15). Com endométrio ≤ 5 mm foi 
realizada a CFA (>diâmetro entre 3 e 10mm) e iniciado o 
estímulo. O antagonista foi iniciado quando de folículo ≥ 
14 mm. A aspiração folicular ocorreu 35-36h pós-hCG e a 
transferência embrionária no dia 3. 
Resultados: Houve diferença significativa nos grupos 1 e 
3 quanto a duração média do estimulo, total de gonado-
trofinas e FSH basal. Os níveis de estradiol basal mostra-
ram  diferença  significativa entre os três grupos, com 
níveis mais altos respectivamente nos grupos 1, 2 e 3. 
Não houve diferença quanto ao total de ampolas de anta-
gonista, oócitos aspirados, oócitos M2 e também ao FORT 
(desfecho primário). O mesmo quanto ao total de embri-
ões, os embriões de boa qualidade transferidos e taxa de 
gestação por transferência.
Conclusão: Os dados preliminares não mostraram dife-
rença estatisticamente significativa em relação ao FORT 
entre os grupos. O estudo completo incluirá 268 ciclos, 
com poder de 90% em demonstrar esta diferença. 
Palavras-chave: FSH, estradiol, contagem de folículos 
antrais, ICSI, estimulação ovariana controlada

Abstract
Objective: To relate the difference between the interval 
(days) until menstruation in a fixed dosage of estradiol in 
the luteal phase with the recently stated rate of follicular 
maturation (FORT) in ICSI cycles with GnRH antagonist.  
Methods: We retrospectively studied 66 ICSI cycles in 
women aged ≤ 39 years who received 4mg/day estra-
diol starting on the twenty-first day of the luteal phase 
for seven days, controlling transvaginal ultrasound on the 

second day of the cycle. The interval until the onset of 
the stimulus defined three groups: one day (n = 19), 
two to five days (n = 32) and ≥ 6 days (n = 15). Stimu-
lus  was initiated when endometrium ≤ 5 mm and CFA 
(> 3 to 10mm diameter) was held. The antagonist was 
added when a follicle ≥ 14mm. The oocyte retrieval 
occurred 35-36h post-hCG and embryo transfer on day 3.  
Results: There were significant differences in groups 1 
and 3 related to the average duration of stimulation, total 
gonadotropin and basal FSH. The basal levels of estradiol 
showed a significant difference among the three groups, 
with higher levels respectively in groups 1, 2 and 3. 
There were no differences in total ampoules of antago-
nist, oocytes, M2 oocytes and FORT (primary outcome). 
The same applied to the number of embryos trans-
ferred of good quality and pregnancy rate per transfer.  
Conclusion: Our preliminary data showed no statis-
tically significant difference compared to FORT 
between groups. The full study will include 268 cycles, 
with 90% power to demonstrate this difference.  
Key words: FSH, estradiol, antral follicles count, ICSI, 
controlled ovarian hyperstimulation

Introdução
O desenho dos ciclos de estimulação ovariana contro-
lada (COH) não está encerrado, buscando-se sempre 
parâmetros ou alternativas mais simples.  A intensida-
de da resposta ovariana pré-ovulatória ao estímulo, por 
exemplo, é função não apenas da sensibilidade dos folí-
culos antrais ao FSH, mas também do pré-tratamento do 
tamanho dos folículos antrais desde a fase lútea anterior 
(Fanchin et al., 2005). Estes autores preconizam que folí-
culos antrais tem tamanhos discrepantes na fase folicu-
lar inicial, presumivelmente pela subida precoce do FSH 
durante a fase lútea tardia, 2 a 3 dias antes da menstrua-
ção. Isto explicaria o menor número de folículos maduros 
obtidos em COH com agonistas em protocolo curto ou nos 
protocolos com antagonistas (Albano et al., 1999).
Utilizando 4mg de estradiol (E2) a partir do 20o dia do 
ciclo anterior, até o 2o dia do ciclo de estímulo, Fanchin et 
al. (2005) verificaram redução no tamanho dos folículos 
antrais e no volume ovariano, em relação a controles, 
o que sinalizaria que esta sincronização poderia ser útil 
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para aumentar o número de folículos maduros nos proto-
colos com antagonistas, por exemplo.
Recentemente, Genro et al. (2011) enunciaram o concei-
to de taxa de maturação folicular (Follicle output rate–
FORT), desfecho inovativo que exprime a resposta de 
maturação folicular relacionada ao  pool inicial de folí-
culos sensíveis ao FSH, por definição entre 3 e 8 mm. O 
FORT é calculado dividindo-se o número de folículos ≥ 16 
mm presentes no dia do hCG pelo número de folículos 
antrais x 100. 
O objetivo deste trabalho foi revermos nossos dados 
(Souza et al., 2007), buscando relacionar a diferença 
entre o intervalo (dias) até a menstruação numa dosa-
gem fixa de estradiol na fase lútea e a taxa de maturação 
folicular (FORT) em ciclos de ICSI com utilização de anta-
gonista de GnRH.

Métodos
Inicialmente estudamos 66 ciclos de ICSI que chega-
ram à captação, em mulheres com idade  ≤ 39 anos, no 
ano de 2007, independentemente da etiologia. O critério 
de inclusão priorizou apenas o não-uso de medicações 
hormonais em 3 meses, a contagem e mensuração dos 
folículos antrais (Souza et al. 2008), os dados hormonais 
de FSH e E2 no dia do início do estímulo e a contagem e 
mensuração dos folículos no dia do hCG.
Todas as pacientes receberam 4mg/dia de estradiol (Nati-
fa®) a partir do 21o dia da fase lútea anterior, por sete 
dias, tendo sido instruidas a fazer o primeiro controle de 
ultra-sonografia transvaginal no 2o dia da menstruação. Os 
ciclos foram agrupados de acordo com o intervalo (dias) 
entre o ultimo comprimido de estradiol e o início do estí-
mulo com FSH. Grupo 1: um dia (n=19); Grupo 2: dois a 
cinco dias (n=32) e Grupo 3: ≥ 6 dias de intervalo (n=15).
Com a medida do endométrio ≤ 5 mm, foi realizada a CFA 
(maior diâmetro entre 3 e 10mm) pelo mesmo examina-
dor, num aparelho  Medison® Sono AceX8. Foi iniciado 
o estímulo neste mesmo dia, com os seguintes proto-
colos: pacientes com idade entre 25 e 35anos, 150UI 
ou 225 UI de rFSH (Gonal F®,Merck Serono);  naque-
las com idade > 35 anos, 150UI rFSH (Gonal F®,Merck 
Serono) + 75-150UI de HMG (Menopur®, Ferring). No 5º 
dia do estímulo era realizado novo controle, para avaliar 
a presença de ao menos um folículo com ≥ 14 mm e 
iniciar o antagonista (Cetrotide® 0,25mg, Merck Serono) 
em doses diárias. Doses de gonadotrofinas foram ajusta-
das a partir deste dia, de acordo com a dosagem do E2 
e/ou crescimento folicular. Novos retornos para controle 
foram individualizados, indicando-se o hCG ( Ovidrel® 
250 µg/0,5ml) em presença de pelo menos  um folículo 
≥18mm e outros dois ≥16mm, sempre  maior diâmetro. 
Todas as pacientes receberam  dose do antagonista no 
dia do  rhCG.
A aspiração folicular ocorreu entre 35-36h pós-hCG, 
(Rombauts et al., 2000) e os procedimentos laboratoriais 
seguiram protocolo descrito anteriormente (Souza et al., 
2009) com  transferência embrionária no dia 3 de cultu-
ra utilizando-se catéter de Wallace® (Smiths Medical 
International). A suplementação da fase lútea foi iniciada 
no dia da captação com administração de progesterona 
natural micronizada (600mg/dia) via vaginal três vezes/
dia (Smitz et al., 1992).
A avaliação estatística foi realizada usando o teste ANOVA. 
A diferença entre as variáveis analisadas foi considerada 
estatisticamente significativa quando P< 0,05.
Este estudo é retrospectivo e observacional, tendo sido reali-
zado a partir da revisão de prontuários por pesquisadores 
institucionais, com a verificação de dados rotineiros autori-
zada em Termo de Consentimento Livre e Esclarecido prévio. 

Resultados
Os 66 ciclos de ICSI estudados foram divididos de acor-
do com o intervalo (dias) entre o último comprimido de 
estradiol e o início do estímulo com FSH. Grupo 1: um dia 
(n= 19); Grupo 2: dois a cinco dias (n=32) e Grupo 3: 
≥ 6 dias de intervalo (n=15). Os três grupos estudados 

foram semelhantes quanto à média de idade das pacien-
tes, IMC, incidência de infertilidade primária ou secundá-
ria e indicação para a realização da ICSI (tabela 1).
Foi observada diferença estatisticamente significativa 
entre os grupos 1 e 3 quanto aos seguintes parâmetros: 
duração média do estimulo ovariano, total de gonado-
trofinas utilizado pelas pacientes e FSH basal no dia do 
início do estímulo. Em relação aos níveis de estradiol 
basal houve diferença estatisticamente significativa entre 
os três grupos estudados, sendo os níveis mais altos 
respectivamente nos grupos 1, 2 e 3. Não houve diferen-
ça estatisticamente significativa entre os grupos quanto 
ao total de ampolas de Cetrotide® utilizado, número total 
de oócitos aspirados, número de oócitos M2 injetados e 
também em relação ao FORT (Tabela 2).
Três ciclos não tiveram transferência de embriões, um 
devido a risco de hiperestímulo, um por falha na captação 
e outro por formação de apenas um embrião anômalo, 

Tabela 1. Comparação do perfil clínico das pacientes nos 3 
grupos estudados

Variáveis Grupo 
1 –um 

dia

Grupo 
2 –2 a 
5 dias

Grupo 
3  ≥6  
dias 

P 
valor

Nº de ciclos 19 32 15
Idade 34.57 

± 3.80
34.59 ± 

3.73
33.73± 

3.21
NS

IMC 23.63 
± 4.04

23.75 ± 
3.30

22.60 ± 
2.29

NS

Infertilidade
Primária (%)
Secundária (%)

74 
(14/19)

26 
(5/19)

75 
(24/32)

25 
(8/32)

93 
(14/15)
7 (1/15)

NS
NS

Indicação
ESCA
Fator Tubário
Masculino + 
outras causas

58%
10%
32%

34%
13%
53%

33%
7%
60%

NS
NS
NS

Tabela 2. Resultados da estimulação ovariana nos 3 
grupos estudados
Variáveis Grupo 1 

– um dia
Grupo 2 - 
2 a 5dias

Grupo 3  
≥6  dias

P valor

Nº de ciclos 19 32 15
Duração 
estímulo

10.89 ± 
1.56*

10.18 ± 
1.57

*9.46 ± 
1.45

*p < 0.05

Total Gona-
dotrofina 
(UI)

2602.63 ± 
894.15*

2233.59 ± 
696.26

1865.86 ± 
636.82*

*p < 0.05

Ampolas 
Cetrotide

4.0 ± 
0.74

3.75 ± 
0.76

4.06 ± 
0.70

NS

Estradiol 
Basal

113.52 ± 
70.93ab

59,87 ± 
34.11a

45.20± 
18.34b

ab p < 
0.01

FSH Basal 4.20 ± 
1.67*

5.55 ± 
2.47

6.22 ± 
1.42*

*p < 0.05

Oócitos 
aspirados

6.42 ± 
4.70

8.68 ± 
4.51

7.93 ± 
7.14

NS

Oócitos M2 
injetados

4.78 ± 
4.07

5.71 ± 
3.25

5.53 ± 
4.35

NS

FORT 52.21% 47.09% 43.40% NS

Tabela 3- Descrição dos embriões e gestações obtidas 
nos 3 grupos estudados
Variáveis Grupo 1 – 

um dia
Grupo 2 – 
2 a 5dias

Grupo 3  
≥6  dias

P valor

Nº de ciclos 16 29 13

EB Total 4.43 ± 3.75
4.86 ± 
2.60

4.00 ± 
3.02 NS

EB boa 
qualidade 1.25 ± 0.68

1.34 ± 
0.85

1.23 ± 
0.72 NS

Gestação/ 
TE

43.75% 
(7/16)

41.37% 
(12/29)

38.46% 
(5/13) NS
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tanto no grupo 1 quanto no grupo 2.  No Grupo 3,  dois 
ciclos não tiveram transferência por risco de hiperestí-
mulo. Desta forma, foram realizados 16 ciclos com trans-
ferências no grupo 1, 29 no grupo 2 e 13 no grupo 3. 
Não foi observada diferença estatisticamente significativa 
entre os três grupos quanto ao número total de embriões 
formados, número de embriões de boa qualidade trans-
feridos e taxa de gestação por transferência (Tabela 3).

Discussão
Recentemente tem-se buscado, de forma incessante, parâ-
metros que nos ajudem a definir  a melhor abordagem de 
cada indivíduo nos casos de reprodução assistida, buscando  
melhores  formatos e preditores (van Loendersloot et al., 
2010, McGovern et al., 2009, Hendriks et al., 2007) .
O uso do estradiol imediatamente antes da COH está esta-
belecido como método capaz de homogeneizar e reduzir 
o tamanho dos folículos antrais iniciais. Os resultados do 
nosso estudo corroboram os resultados prévios de Fanchin 
et al., (2003), desde que  obtivemos diferenças entre os 
níveis de FSH e E2, na medida em que era maior o intervalo 
entre a parada do estradiol e o inicio do estímulo. 
Entretanto, como pensamos que este tipo de resposta 
está associado a variações individuais outras numa popu-
lação em geral, procuramos avaliar se estes três diferen-
tes  intervalos até o início do estímulo controlado  teriam 
alguma influencia sobre os resultados esperados. A partir 
da recente instituição de mais um parâmetro clínico, a taxa 
de maturação folicular (FORT), buscamos correlacioná-lo 
ao papel da sensibilidade dos folículos antrais ao estímulo 
detectados no 2º dia do ciclo. 
Apesar de até o momento os grupos representarem um núme-
ro preliminar com critério de inclusão restringindo apenas a 
idade da mulher, não houve diferenças significativas entre o 
IMC das mulheres e as causas da infertilidade com protocolos 
de estímulo padronizados. Isto os tornou comparáveis para o 
desfecho primário avaliado, que era a avaliação da influencia 
do intervalo livre de estradiol sobre o FORT.
Genro et al. (2011) estabeleceram em população francesa, 
caucasiana uma correlação positiva entre níveis séricos de 
hormônio anti-mulleriano (AMH) e a CFA, com o FORT de 
47,5±1,4%, não-influenciado  pela idade da mulher, pelo 
IMC, níveis basais de FSH ou E2. A análise dos nossos resul-
tados mostra que o índice de maturação folicular (FORT) 
não foi influenciado pelo intervalo entre o fim do suplemen-
to de estradiol e o início da COH.
Resta esclarecer o porquê determinadas pacientes apre-
sentam este intervalo variável entre o fim do estradiol 
suplementar e a menstruação. O grupo 1 apresentou um 
comportamento semelhante ao das pacientes que fazem 
uso do protocolo de Fanchin et al. (2003) , com  estradiol 
até o dia em que iniciam o estímulo ovariano e os grupos 2 
e 3 têm um intervalo variável de 2 a 5 dias ou ≥ 6 dias. Essa 
ocorrência poderia ser imputada a componente de anovula-
ção nos casos com maior intervalo? a  componentes endó-
crinos como AMH ou inibina?, a polimorfismos genéticos?
Houve uma diferença significativa entre os grupos 1 e 3 
quando comparamos a duração do estímulo e o total de 
gonadotrofinas utilizadas, enquanto o número de ampolas 
de antagonistas do GnRH foi o mesmo nos três grupos. 
Quando de maior intervalo (grupo 3), as pacientes apre-
sentaram uma menor duração de estímulo e uma menor 
quantidade de gonadotrofinas utilizadas. Mas, já ficou esta-
belecido anteriormente que no momento em que cessa o 
suplemento do estradiol ocorre um aumento progressivo do 
FSH. Tal acontecimento pode significar um estímulo extra 
aos folículos que irão ser estimulados pela COH, traduzindo-
-se em um menor tempo de COH e menor dose de gona-
dotrofinas utilizadas. Essa suposição pode ser demonstrada 
na diferença entre o FSH basal no grupo 3 que encontra-se 
maior no início do estímulo que o do grupo 1 e no estradiol 
basal que encontra-se menor no grupo 3 que no grupo 1.
O intervalo variável nos grupos utilizando protocolo fixo de 
suplementação do estradiol não evidenciou diferença de 
maturação folicular, e o número dos oócitos aspirados e oóci-
tos MII injetados não variaram, assim como o total de embri-

ões formados, inclusive os de boa qualidade e o principal: 
não houve diferenças significativas nas taxas de gestação.
É interessante ressaltar que nos 8 casos em que não houve 
transferência de embriões, ocorreu uma distribuição similar 
nos três grupos de casos com congelamento de embriões por 
risco de hiperestímulo (1, 1 e 2, respectivamente).
Os dados preliminares deste estudo em andamento não 
mostraram diferença estatisticamente significativa em relação 
ao FORT entre os grupos. O estudo completo deverá incluir 
268 ciclos com poder de 90% em demonstrar esta diferença. 
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Resumo
Objetivo: Este estudo caso-controle aplicou a estraté-
gia de análise do perfil químico de meios de cultivo de 
embriões humanos via espectrometria de massas para 
predição do potencial de implantação embrionário.
Métodos: O meio de cultivo foi coletado e armazena-
do após a transferência de 22 embriões de 13 pacien-
tes submetidas à ICSI. As amostras foram classificadas 
de acordo com o resultado de implantação embrionária 
(100%, n =8 e 0%, n = 14). Estas foram diluídas e anali-
sadas individualmente, por espectrometria de massas 
com ionização por eletrospray acoplada a um analisador 
de massas do tipo Quadrupolo-Tempo de Vôo (ESI-Q-
-ToF). Os espectros de massa obtidos foram normaliza-
dos em relação ao íon de maior intensidade. A análise 
multivariada dos dados foi realizada no programa MatLab 
versão 7.0, utilizando a ferramenta Partial Least Squares 
– Discriminant Analysis.
Resultados: Foram observados 3027 íons nos espectros. 
A partir dos perfis químicos dos meios de cultivo oriundos 
de embriões com 0% e 100% de implantação obtidos por 
ESI-Q-ToF-MS modelados por estatística multivariada, foi 
possível predizer os grupos de origem de cada amostra. 
A diferenciação das amostras de cada grupo foi realizada 
pelos íons presentes em baixas intensidades relativas em 
ambos grupos.
Conclusões: Os meios de cultivo de embriões com 
implantação positiva e negativa possuem diferenças 
significativas entre os perfis bioquímicos, as quais podem 
ser detectadas de maneira rápida, simples e não-invasiva 
pela metodologia proposta. Tais diferenças podem auxi-
liar na seleção de um único embrião para a transferência, 
visando diminuir o número de embriões transferidos e 
conseqüentemente, as gestações múltiplas. 
Palavras-chave: embriologia, implantação embrionária, 
seleção de embriões.

Abstract
Objective: This case-control study analyzed mass spec-
trometry fingerprinting patterns of culture media samples 
used for embryo culture to predict embryo implantation.
Methods: The culture medium harvested after embryo 
transfer of 22 embryos from 13 patients was used for the 
experiments. After embryo transfer, the remaining culture 
media were collected and samples were split in positive 
(n=8) and negative (n=14) implantation groups accord-
ing to implantation outcomes (100% or 0% of implan-
tation). Samples were individually diluted and injected 
directly to the Electrospray ionization (ESI) MS coupled to 
a Quadrupole Time-of-flight MS (Q-ToF-MS).Ions relative 
intensities of each spectrum were considered. Data anal-
ysis was conducted in MatLab 7.0 version using Partial 
Least Squares – Discriminant Analysis toolbox. 
Results: There were 3027 observed ions at 100% and 
0% implantation groups by ESI-Q-ToF-MS. The statis-
tical model could categorize the samples in two clus-
ters, based on their positive and negative implantation 
outcomes. Less intense ions present in the mass spectra 
with statistical significance have contributed to the major 
differences to group distinction.
Conclusions: Positive and negative implantation embry-
os showed a specific biochemical pattern present in 
culture media, which could be detected as a fast, simple 
and non-invasive way. This biochemical profile could help 
the selection of the most viable embryo, improving single 
embryo transfer and thus eliminating the risk and unde-
sirable outcomes of multiple pregnancies 
Key words: embryology, embryo implantation, embryo 
selection.
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de gestação satisfatórias conduz ao risco de gestações 
múltipas. Todavia, este resultado apresenta maiores 
riscos de morbidade e mortalidade materno-fetal. Desta 
forma, a seleção e transferência de um único embrião 
com alto potencial de implantação poderiam eliminar as 
chances de gestações múltiplas. Contudo, o sucesso de 
gestação com a transferência de um único embrião sele-
cionado por critérios morfológicos é aproximadamente 
30% menor quando comparada à transferência de dois 
embriões (Pandian et al., 2009; Roberts et al., 2011). A 
seleção embrionária baseada apenas em aspectos morfo-
lógicos e na velocidade de clivagem embrionária não são 
métodos precisos de predizer o sucesso de implanta-
ção. As limitações das estratégias baseadas em critérios 
morfológicos têm proporcionado a busca por tecnologias 
para avaliação não-invasiva da viabilidade embrionária 
(Katz-Jaffe et al., 2009; Aydiner et al., 2010). 
A identificação de biomarcadores não-invasivos, resultan-
tes de estudos de proteômica, secretoma, do turnover de 
aminoácidos ou do perfil metabólico presente nos meios 
de cultivo de embriões têm se mostrado uma propos-
ta promissora para a seleção de embriões mais viáveis 
e com maior sucesso de implantação. A identificação da 
viabilidade embrionária de uma forma rápida e não inva-
siva é um dos maiores desafios da Reprodução Humana 
Assistida (RHA) na atualidade  (Bromer,Seli, 2008; Katz-
Jaffe et al., 2009; Sturmey et al., 2009; Aydiner et al., 
2010; Cortezzi et al., 2010; Seli et al., 2010). 
A determinação do perfil químico por espectrometria 
de massas (também denominado de MS-fingerprinting) 
representa uma abordagem rápida para obtenção da 
“assinatura química” de uma amostra. Essa técnica foi 
aplicada em diversos modelos para estudos de contro-
le de qualidade e adulteração de produtos, entre eles a 
própolis (Sawaya et al., 2004), perfumes  (Marques et 
al., 2006), vinhos (Catharino et al., 2006), cachaça (de 
Souza et al., 2007a; de Souza et al., 2007b), óleos vege-
tais (Saraiva et al., 2009), veneno de cobras (Souza et 
al., 2008) e recentemente para o controle de qualida-
de de meios utilizados na produção in vitro de embriões 
bovinos (Ferreira et al., 2009). 
O objetivo deste trabalho é aplicar a estratégia de 
MS-fingerprinting para obter o perfil químico de meios de 
embriões humanos. Por meio de uma abordagem retros-
pectiva, a assinatura química ou MS-fingerprinting foi 

Figura 1. ESI(-)-MS de amostras representativas dos meios de cultivo de um embrião com implantação negativa (A) e com 100% de implantação (B).  

Figura 2. Gráfico da análise de PLS-DA mostrando os valores de loadings 
(valores de m/z mais significativos para a separação dos grupos) para a 
Componente Principal (CP) 1 (A), CP 2 (B) e CP 3 (C).

obtido de meios de cultivo de embriões com implantação 
negativa ou com 100% de implantação. Os dados de m/z 
(massa-carga) dos íons presentes nos perfis químicos 
e os valores de intensidade relativa de cada um foram 
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submetidos a análise de Partial Least Squares – Discri-
minant Analysis (PLS-DA) visando discriminar os dois 
grupos experimentais (Dill et al., 2010). 
Este método é considerado o mais adequado para a clas-
sificação de dados complexos, proporcionando a identi-
ficação de valores de massa/carga (m/z) responsáveis 
pela separação dos grupos experimentais, proporcionan-
do a geração de um modelo robusto e eficaz de classifica-
ção (Dill et al., 2010).

Material e Métodos
Pacientes 
O estudo incluiu amostras de meio de cultivo de 22 embri-
ões oriundos de 13 pacientes submetidas à injeção intra-
citoplasmática de espermatozóides (ICSI). As amostras 
foram classificadas de acordo com o resultado de implan-
tação, sendo 8 amostras com 100% de implantação e 14 
amostras com 0% de implantação. Foram obtidos termos 
de consentimento informado de todas as pacientes, na 
qual as mesmas concordavam com a divulgação de resul-
tados de seus ciclos para fins de pesquisa.

Estimulação ovariana controlada 
A estimulação ovariana controlada foi alcançada por 
bloqueio pituitário longo usando um agonista do hormônio 
liberador de gonadotrofina (GnRHa - Lupron Kit™, Abbott 
S.A Societé Française des Laboratoires, Paris, France), 
seguido de estimulação ovariana com hormônio folículo 
estimulante (r-FSH – Gonal-F®, Serono, Genève, Switzer-
land) recombinante. As doses de FSH administradas foram 
ajustadas conforme a resposta folicular de cada paciente. 
A dinâmica folicular foi acompanhada por dosagens séricas 
de E2 e USG.  Quando observado um folículo com diâmetro 
superior a 18mm ou dois folículos com diâmetro superior 
a 16mm a gonadotrofina coriônica humana recombinante 
(r-hCG - Ovidrel™, Serono, Genève, Switzerland) foi admi-
nistrada para maturação folicular final. Trinta e seis horas 
após a administração do r-hCG, os oócitos foram coletados 
por folículo-aspiração transvaginal guiada por USG. 

Preparação dos oócitos 
Após a recuperação, os oócitos foram incubados em meio 
de cultura (Global® for Fertilization, LifeGlobal, Connec-
ticut, USA) suplementado com 10% de albumina huma-
na sintética  (HSA, Irvine Scientific, Santa Ana, USA)  e 
coberto por óleo mineral (Ovoil™ - Vitrolife, Kungsbacka, 
Sweden) por 5 horas a 37ºC e 6% de CO2.  As células 
do cúmulus foram removidas por exposição durante 30s 
ao meio tamponado com HEPES contendo 80 IU/mL de 
hialuronidase (Irvine Scientific, Santa Ana, USA). Poste-
riormente, as células restantes do cúmulus foram cuida-
dosamente removidas por denudação mecânica usando 
pipetas Pasteur de vidro afiladas manualmente. 
Os oócitos denudados foram então avaliados quanto a sua 
maturação nuclear. Oócitos que apresentavam a extrusão 
do primeiro corpúsculo polar foram utilizados para ICSI. 
Injeção intracitoplasmática de espermatozóides (ICSI)
Para a ICSI, os oócitos foram dispostos individualmente 
em gotas de 4µL de meio tamponado (Global® w/HEPES, 
LifeGlobal, Connecticut, USA), e os espermatozóides 
foram colocados em gotas centrais de PVP  (PVP, Irvine 
Scientific, Santa Ana, USA), cobertos com  óleo mineral 
(Ovoil™ - Vitrolife, Kungsbacka, Sweden).
Avaliação da fertilização e transferência embrionária
Os embriões foram mantidos em gotas de 50 µL de meio 
de cultivo (Global®, LifeGlobal, Connecticut, USA) suple-
mentado por albumina humana sintética  (HSA, Irvine 
Scientific, Santa Ana, USA)  e coberto por óleo mineral 

(Ovoil™ - Vitrolife, Kungsbacka, Sweden) a 37ºC e 6% 
de CO2 até o momento da transferência, no terceiro dia 
do desenvolvimento.
A avaliação da fertilização foi realizada 18 horas após a 
ICSI. Em seguida, o meio de cultivo foi renovado e os 
embriões cultivados por mais 48 horas. Após a transfe-
rência embrionária, o meio de cultivo restante foi indivi-
dualmente coletado e armazenado a -20oC. 

Preparo das amostras 
Após o diagnóstico de implantação, as amostras de meios 
de cultivo foram divididas em grupos de implantação posi-
tiva (n=8) e negativa (n=14), de acordo com os resulta-
dos de implantação (100% ou 0% de implantação). As 
amostras foram armazenadas a -20 oC até a análise pelo 
Espectrômetro de Massas (MS)  utilizando Ionização por 
Eletrospray (ESI -Electrospray ionization) acoplada a um 
analisador de massas do tipo Quadrupolo-Tempo de Vôo 
(Q-ToF - Quadrupole Time-of-Flight) (Waters, Manches-
ter, UK). Para a obtenção do MS-fingerprinting, as amos-
tras foram somente diluídas de modo individual em meta-
nol/água 1:1 (v/v) +  0,1% de hidróxido de amônio. As 
amostras foram injetadas diretamente na fonte de ioni-
zação ESI utilizando uma bomba-seringa com fluxo de 10 
μL/min. Os espectros foram adquiridos em modo negati-
vo em uma faixa de m/z de 100 a 1.500 e normalizados 
em relação ao íon de maior intensidade, mantendo as 
intensidades relativas dos íons inalteradas. 

Análise estatística 
A planilha de dados foi organizada, processada e expor-
tada utilizando o módulo XS (Extended Statistics) do 
software MarkerLynx (Waters, USA), com posterior análi-
se multivariada utilizando o software Matlab 7.0 com 
PLS_toolbox (Eigenvector Co., Seattle, USA). 

Resultados e Discussão:
Para a obtenção do perfil químico ou MS-fingerprinting, 
utilizamos MS por infusão direta utilizando somente dilui-
ção para o preparo da amostra, em um espectrômetro 
do tipo ESI-Q-ToF.  Essa abordagem tem como vanta-
gens a rapidez, alta sensibilidade e alta resolução para 
ampla faixa de moléculas. A análise e interpretação do 
complexo conjunto de dados obtidos pela MS devem ser 
realizadas por técnicas estatísticas multivariadas para a 
classificação das amostras em grupos distintos. O méto-
do estatístico mais eficiente e empregado em dados MS é 
o PLS-DA (Dill et al., 2010).
Embora a técnica de MS-fingerprinting tenha sido utili-
zada com sucesso em diversos modelos experimentais 
e para o controle de qualidade de meios de cultivo de 
embriões bovinos, em nosso melhor conhecimento, este 
é o primeiro relato de utilização desta abordagem na 
avaliação de biomarcadores para avaliação do potencial 
de implantação em embriões humanos. 
Nos espectros de MS-fingerprinting, foram observados 
3027 diferentes íons. Para a realização da análise de PLS-
-DA, os espectros de massas foram divididos em conjunto 
de calibração e de validação. Por meio dessa abordagem, 
foi gerado um modelo multivariado para classificação 
utilizando-se quatro variáveis latentes, as quais descre-
veram mais que 87% dos dados de origem. Este modelo 
se mostrou eficiente (100%) na classificação das amos-
tras do conjunto de calibração. 
Da mesma forma, o modelo estatístico gerado foi hábil 
em predizer com 100% de acerto os grupos de origem 
de cada amostra, no caso, o perfil químico de embriões 
com implantação negativa de embriões com implantação 
100% positiva. Entretanto, a implantação é um processo 
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orquestrado que requer a íntima associação entre fato-
res embrionários e fatores do endométrio materno, com 
adequada receptividade uterina (Achache,Revel, 2006). 
Portanto, além da qualidade embrionária, o efeito mater-
no não pode ser descartado no resultado de implantação, 
apesar das pacientes incluídas no estudo apresentarem 
preparo endometrial adequado. 
Portanto, embora os meios de cultivo de embriões com 
implantação negativa e com 100% de implantação 
tenham apresentado perfis químicos semelhantes (Figura 
1), por meio de íons presentes em pequena intensidade 
nos espectros, a análise por PLS-DA proporcionou a dife-
renciação dos grupos experimentais. 
A análise dos loadings permitiu observar os valores de 
m/z mais significantes para a separação entre os dois 
grupos (m/z 245, 203, 153, 143, e 109), sendo possí-
vel observar íons candidatos a biomarcadores, conforme 
Figura 2. Foi possível observar que os grupos são sepa-
rados não apenas pela presença ou ausência de determi-
nados íons, mas também pela sua intensidade relativa no 
perfil químico (m/z 268, 270, 281, 283, 508 e 538). 
As tecnologias não invasivas para como valor preditivo 
do potencial de implantação embrionário, como a ESI-Q-
-ToF MS entre outras, adicionadas à seleção baseada na 
morfologia e na taxa de clivagem, podem auxiliar na sele-
ção do embrião mais competente e viável para a trans-
ferência, visando diminuir o número de embriões trans-
feridos e conseqüentemente,  as gestações múltiplas na 
RHA (Botros et al., 2008; Bromer,Seli, 2008; Aydiner et 
al., 2010). 
Estão sendo conduzidos novos experimentos para 
aumentar o número de amostra para melhor avaliação da 
eficiência de classificação do modelo estatístico proposto. 

Conclusões
A estratégia de MS-fingerprinting de análise de meios 
de cultivo, a qual envolve mínimo preparo de amostra 
(diluição e injeção direta na técnica de ESI-Q-ToF MS) 
e avaliação dos perfis de íons por PLS-DA se mostrou 
promissora para predição da viabilidade embrionária. 
As diferenças observadas nos íons estão relacionadas 
às espécies moleculares proveniente do turnover de 
moléculas presentes no meio ou da atividade metabó-
lica embrionária, sugerindo-se que existam diferenças 
significativas entre os perfis bioquímicos entre embriões 
viáveis e não-viáveis, os quais podem ser detectados 
de maneira rápida e simples pela metodologia proposta 
neste estudo. Esta abordagem pode ser realizada em alta 
velocidade por meio do uso de sistemas robotizados de 
nano-ESI (NanoMate, Advion), de forma a permitir sua 
incorporação na rotina das clínicas de RHA, como uma 
forma adicional de seleção embrionária além da análise 
morfológica e da velocidade de clivagem embrionária. 
A identificação futura de íons marcadores e de suas 
funções biológicas permitirá também um maior entendi-
mento do metabolismo embrionário e sua relação com o 
sucesso nos ciclos de RHA.
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Resumo
Objetivo: Objetivo: Avaliar se os loci associados com 
a variação da idade normal da menopausa e menopau-
sa precoce podem explicar a má resposta ao estimulo 
ovariano controlado (EOC). 
Métodos: Setenta e uma pacientes, com idade ≤ 35 
anos, submetidas à injeção intracitoplasmática de 
espermatozóides foram testadas para três recém iden-
tificadas variantes genéticas associadas com a varia-
ção normal na idade da menopausa e a menopausa 
precoce. As pacientes foram divididas em dois grupos: 
pobre respondedoras (grupo PR, n = 21) e normo-
-respondedoras (grupo NR, n = 50). A influência da 
freqüência do alelo de risco sobre a resposta ao EOC foi 
avaliada. Modelos de regressão logística foram usados.  
Resultados: Não houve diferença significativa na inci-
dência das variantes genéticas entre os grupos NR e 
PR. O alelo de risco para a variante de cromossomo 19 
(rs4806660) demonstrou um efeito protetor. A presença 
de um alelo de risco, seja em homozigose ou heterozigo-
se, foi associado com um aumento da resposta ao EOC, 
resultando em um maior número de folículos (Coef: 2.54, 
P = 0,041) e oócitos recuperados (Coef: 1,41, P = 0,041 ).  
Conclusões: as variantes genéticas rs244715, rs9379896 
e rs4806660 não são fatores de risco para a má resposta 
ovariana. Em vez disso, a rs4806660 está associada com 
maior número de folículos e oócitos recuperados. Pode-se 
supor que a rs4806660 está associada a um aumento da 
resposta ao estímulo com gonadotrofinas.
Palavras-chave: ténicas de reprodução assistida, 
marcadores biológicos, estímulo ovariano controlado, 
injeção intracitoplasmática de espermatozóide, polimor-
fismos de nucleotídeo único. 

Abstract
Objective: To evaluate if identified loci associated with 
normal age of menopause variation and early menopause 
can account for the poor response to controlled ovarian 
stimulation.
Methods: A total of 71 patients, with age ≤ 35 years old, 
undergoing intracytoplasmic sperm injection were tested 
for three of the four newly identified genetic variants 
associated with normal variation in menopausal age and 
early menopause. Patients were divided into two groups: 
poor responder group (PR group, n=21) and normores-
ponder group (NR group, n=50). The influence of risk 
allele frequency on the response to controlled ovarian 
stimulation (COS) was evaluated. Logistic regression 
models were used.
Results: There was no significant difference in the 
incidence of the genetic variants between NR and 
PR group. The risk allele for chromosome 19 variant 
(rs4806660) demonstrated a protective effect. The 
presence of a risk allele, either in homozygosis or 
in heterozygosis, was associated with an increased 
response to COS, resulting in an elevated number of 
follicles (Coef: 2.54, P= 0.041) and retrieved oocytes 
(Coef: 1.41, P= 0.041). 
Conclusions: Genetic variants rs244715, rs9379896 and 
rs4806660 are not risk factors for poor ovarian response. 
Instead, rs4806660 is associated with higher number of 
follicles and retrieved oocytes. It could be hypothesized 
that rs4806660 is associated with an increased response 
to gonadotrophin stimulus.
Key words: assisted reproduction techniques; biological 
markers; controlled ovarian stimulation; intracytoplasmic 
sperm injection; single nucleotide polymorphisms.
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Introduction
Women have been postponing childbirth in recent years. 
This tendency has consequently led to an increase in age-
-related infertility, subsequently increasing the utilization 
of assisted reproductive technologies (ART) (Broekmans 
et al., 2009)B. 
Premature reduction of ovarian follicle number has been 
demonstrated to significantly affect the success of in vitro 
fertilization (IVF), despite the chronological women age 
(Templeton et al., 1996), and it is one of the most difficult 
challenges to those carrying out ART (Setti et al., DOI 
10.1007/s10815-010-9516-2).
Despite advances in assisted conception, it has been esti-
mated that among patients undergoing IVF treatment 
the prevalence of poor ovarian response is 9–24% (Keay 
et al., 1997). Therefore, poor ovarian response to gona-
dotrophin stimulation remains a significant problem in 
modern fertility treatment, especially, in vitro fertilization 
(IVF) where a large number of oocytes is desirable.
Poor response phenomenon was first described by Garcia 
et al. (Garcia et al., 1983), who defined this patients as 
having a peak E2 level of <300pg/mL after standard 
stimulation with human menopausal gonadotrophin. Poor 

responders have been defined on the basis of mature 
oocytes (Lashen et al., 1999), elevated early follicular 
phase of FSH peak (Esposito et al., 2002), number of 
basal antral follicle (Loverro et al., 2003), number of folli-
cle at the end of ovarian stimulation (Ulug et al., 2003), 
plasma oestradiol concentration (Surrey and Schoolcraft, 
2000) or number of oocytes retrieved (Kumbak et al., 
2009).
The current methods for predicting age at menopause 
are reliant on detecting the peri-menopausal changes 
in oocyte number and are therefore poor long-range 
predictors (Lambalk et al., 2009). Hormonal serum levels 
alter prior to menopause, including follicle-stimulating 
hormone (FSH), antimullerian hormone (AMH) and inhi-
bin B. Of these, AMH is the best long-term predictor, 
with levels decreasing approximately 10 years before 
menopause (van Rooij et al., 2004; Onland-Moret et al., 
2005). In addition to endocrine markers, other markers 
of ovarian reserve are antral follicle count and ovarian 
volume(Lambalk et al., 2009).
Genetic predictors of menopausal age have the obvious 
advantage of being present from birth and thus have the 
potential to offer women advice about their reproductive 
lifespan from an early age, enabling them to make infor-
med reproductive choices. Estimations of heritability in 
menopausal age range from 31 to 87% (Torgerson et al., 
1997; Snieder et al., 1998; de Bruin et al., 2001; Murabi-
to et al., 2005; van Asselt et al., 2006).
The most common type of genetic variation is single 
nucleotide polymorphisms (SNPs), which are small gene-
tic changes, or variations, that occur every 100 to 300 
bases along the 3-billion-base human genome. The 
genetic code is specified by the four nucleotide “letters” 
A (adenine), C (cytosine), T (thymine), and G (guanine). 
The SNP variation occurs when a single nucleotide repla-
ces one of the other three nucleotide letters. On average, 
SNPs occur in the human population more than 1 percent 
of the time. Many SNPs have no effect on cell function, but 
others could predispose people to disease or influence their 
response to a drug (He et al., 2010; Murray et al., 2010).
Recent genome-wide association studies (GWAS) have 
been successful in identifying genetic loci for many 
complex traits. Two independent studies identified loci 
associated with normal age of menopause variation, on 
chromosomes 5, 6, 19 and 20 (Stolk et al., 2009; He et 
al., 2010). Moreover, Murray et al. (2010) demonstra-

Table 1. General characteristics of the cycles and risk 
allele frequency

Variable PR group 
(n=21)

NR group 
(n=50)

P value

Female age 32.9 ± 2.6 35.5 ± 2.5 0.1191
Dose of FSH adminis-
tered (IU)

2206.5 ± 
700.7

2276.8 ± 
669.7

0.9059

Follicles 5.6 ± 2.1 15.5 ± 7.1 0.0002
Retrieved oocytes 3.1 ± 0.8 10.2 ± 3.3 <0.0001

Oocyte recovery rate (%) 60.9 71.8 0.2180
MII oocyte rate (%) 70.2 74.8 0.5950
Risk allele frequency 
for rs9379896 (%)

90.5 96.0 0.5764

Risk allele frequency 
for rs244715 (%)

71.4 78.0 0.5537

Risk allele frequency 
for rs4806660 (%)

42.8 52.8 0.4819

Values are means ± standard deviation, unless otherwise noted. PR, 
poor responder; NR, normoresponder; IU, international units.

Table 2. Influence of variants on the odds of ovarian 
response to COS. 

SNP Chromo-
some

Risk allele 
frequency

OR (95% 
CI)

P 
value

Rs9379896 6 93.2 0.78 (0.34 
– 1.81)

0.567

Rs244715 5 74.7 0.68 (0.36 
– 1.30)

0.242

Rs4806660 19 47.4 0.81 (0.40 
– 1.66)

0.566

SNP, single nucleotide polymorphism; COS, controlled ovarian stimu-
lation; OR, odds ratio; CI, confidence interval. 

Table 3. Influence of risk allele on the response to COS.

Variable rs9379896 rs244715 rs4806660
Coef R2 (%) P Coef R2 (%) P Coef R2 (%) P

FSH 137.0 1.5 0.320 -76.8 0.8 0.458 -46.3 0.3 0.676
Nº follicles 1.02 0.6 0.517 -0.09 0.0 0.936 2.54 5.9 0.041
Nº oocytes 0.324 0.2 0.711 -0.258 0.2 0.692 1.41 5.9 0.041
Recovery (%) -2.26 0.4 0.616 -1.95 0.5 0.561 -0.21 0.0 0.953
MII oocyte (%) 4.16 1.4 0.329 0.594 0.1 0.852 -2.89 1.0 0397

COS, controlled ovarian stimulation; Coef, coefficient; P, P value; MII, metaphase II.

Table 4. Incidence of homozygosis and heterozygosis in 
NR and PR groups

Homozygous Heterozygous
SNP NR % PR % P value NR % PR % P value
rs9379896 70.0 66.7 0.7816 26.0% 23.8 0.8465
rs244715 46.0 28.6 0.1727 32.0 42.8 0.3820
rs4806660 16.0 14.3 1.000 36.0 28.6 0.5949

SNP, single nucleotide polymorphism; NR, normoresponder group; 
PR, poor responder group
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ted that the four variants increased the odds of having 
early menopause.  However, whether these variants 
can account for the poor response to controlled ovarian 
stimulation in IVF patients is still to be elucidated, and 
therefore was the aim of this study.

Methods
A total of 71 patients undergoing intracytoplasmic sperm 
injection (ICSI) were included in this study. All patients 
were 35 years old or younger. We tested three of the 
four newly identified genetic variants associated with 
normal variation in menopausal age and early menopau-
se (rs244715, rs9379896 and rs4806660 in chromoso-
mes 5, 6 and 19, respectively) in our patients.
All the patients had a blood sample collected prior to the 
beginning of infertility treatment. Blood samples were 
centrifuged and the white cell buttons were removed, 
followed by cryopreservation under liquid nitrogen. Upon 
thawing cell lysis were performed to release DNA. 
In the first analysis patients were divided into two groups 
according to the response to COS: poor responder group 
(PR group, patients with number of retrieved oocytes ≤ 4, 
n=21) and normoresponder group (NR group, patients with 
number of retrieved oocytes from 5 to 15, n=50). The inci-
dence of risk alleles were compared between the groups. 
In a further analysis, the influence of individual risk alle-
le frequency on the response to COS (total dose of FSH 
administered, number of follicles, number of retrieved 
oocytes, oocyte recovery rate and metaphase II (MII) 
oocyte rate) was evaluated. 
The results were expressed as mean ± standard devia-
tion for numeric variables, while proportions (%) were 
used for categorical variables. Mean values were compa-
red using a Student’s t parametric test. Linear regression 
models were used to determine the effects of the risk 
allele for each SNP on the variables associated with COS 
response. Results are expressed as regression coeffi-
cients (Coef), R2 and P values.
The influence of risk allele frequency on the odds of being 
a case was assessed through binary logistic regression 
and results are expressed as odds ratios (OR), 95% 
confidence interval (CI) and P value. Results were consi-
dered to be significant at the 5% critical level (p < 0.05).  
Data analysis was carried out using the Minitab (version 
14) Statistical Program.
A written informed consent was obtained, in which 
patients agreed to share the outcomes of their own cycles 
for research purposes, and the study was approved by 
the local Institute review board.

Results
All individuals were successfully genotyped for all three 
SNPs. The general characteristics of the cycles and risk 
allele frequency for all SNPs are shown in Table 1.
None of the three variants was a determinant of the odds 

of being a case (Table 2).
The influence of risk allele on the response to COS (total 
dose of FSH administered, number of follicles, number of 
retrieved oocytes, oocyte recovery rate and metaphase II 
(MII) oocyte rate) is shown in Table 3.
Out of 71 patients, 4 (5.6%) did not possess risk allele for 
rs9379896 (2 in NR group and 2 in PR group); 17 patients 
(23.9%) did not possess any risk allele for rs244715 (11 
in NR group and 6 in PR group); and 36 patients (15.5%) 
did not possess any risk allele for rs4806660 (24 in NR 
group and 12 in PR group).
The incidence of homozygosis and heterozygosis for all 
variants in both groups is shown in Table 4.
The distribution of combined risk alleles between the 
groups is shown in Figure 1. When risk alleles for all 
three SNPs were combined there was no influence of the 
number of risk alleles on the odds of being in the case 
group (OR: 0.69, CI: 0.43 – 1.12, P= 0.124). 

Discussion
Even though ART relies on a COS for the production of 
a high number of oocytes, a reasonable percentage of 
women undergoing IVF do not respond adequately to 
the stimulus (Keay et al., 1997). The poor response to 
COS has been associated with premature ovarian failure 
(Nikolaou et al., 2002). Recently, four loci associated with 
normal age of menopause variation and early menopau-
se, on chromosomes 5, 6 and 19 and 20, were identified 
(Stolk et al., 2009; He et al., 2010; Murray et al., 2010). 
Therefore, we aimed at verifying if three of these four 
loci were also associated with poor ovarian response in 
patients undergoing IVF.
Our data suggest that variants associated with normal 
menopausal age and early menopause are not significant 
risk factors for poor response to COS in IVF cycles. For all 
three tested SNPs there was no evidence that the odds of 
being a PR case, per risk allele, were different from the 
odds of being a NR case. 
Our results demonstrated that the risk allele for chromo-
some 19 variant (rs4806660) demonstrated a protective 
effect for poor ovarian response. The presence of a risk 
allele, either in homozygosis or in heterozygosis, was 
associated with an increased response to COS, resulting 
in an elevated number of follicles and retrieved oocytes.
Although more than 99% of human DNA sequences 
are the same, variations in DNA sequence can have a 
major impact on how humans respond to drugs (Shas-
try, 2002). Therefore, it could be hypothesized that the 
genetic variant rs4806660 is associated with an increased 
response to gonadotrophin stimulus, in Brazilian patients 
undergoing ART.
Indeed, the results of the different genetic studies on 
menopausal age show the difficulties in finding genetic loci 
for this complex trait. When comparing the different types 
of studies, there is almost no overlap in the genes that are 
associated with menopausal age (Voorhuis et al., 2010).
One major reason for inconsistency in these findings 
may be differences in ethnicity. Race-specific variation 
in the distribution of polymorphism has already been 
dem¬onstrated (Allocco et al., 2007; Barbosa et al., 
2010). Indeed, the difficulty, in our country, of correlating 
any findings with ethnicity has been previously discussed 
(Pena, 2005). In Brazil, it gets even more complicated 
by the fact that our population is miscegenated (Ribeiro 
Junior et al., 2009). 

Conclusions
Genetic variants rs244715, rs9379896 and rs4806660 
are not risk factors for poor ovarian response in women 

Figure 1. Number of risk alleles for all three SNPs in PR and NR group SNP, 
single nucleotide polymorphism; PR, poor responder; NR, normoresponder
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undergoing ART. Instead, rs4806660 is associated with 
higher number of follicles and retrieved oocytes. It could 
be hypothesized that the genetic variant rs4806660 is 
associated with an increased response to gonadotrophin 
stimulus, in Brazilian patients undergoing ART. 
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Resumo
Objetivos: Determinar a viabilidade de embriões através 
do diagnóstico genético pré implantacional por hibridização 
in situ fluorescente ou hibridização genômica comparativa. 
Material e Métodos: Foram realizadas biopsias de 57 
embriões de pacientes com casos clínicos e idades simi-
lares. Desses, 13 apresentaram ausência ou degradação 
de DNA, 17 foram analisados pela hibridização genômi-
ca comparativa, 18 por hibridização in situ fluorescente 
com 11 sondas e 9 com 9 sondas. Foram analisados os 
porcentuais dos resultados de aneuploidias obtidos por 
cada técnica. 
Resultados preliminares: Dentre os embriões diagnos-
ticados com aneuploidia por hibridização in situ fluores-
cente com 9 sondas, 60% poderiam ser diagnosticados 
usando 5 ou 7 sondas. Os resultados dos métodos com 
11 sondas, indicam que 80% dos embriões com aneuploi-
dia poderiam ser diagnosticados com 5 sondas, 86,7% 
através do uso de 7 sondas e 100% com 9 sondas. Em 
relação à hibridização genômica comparativa, poderiam 
ser diagnosticados 53,8% das aneuploidias nos embriões 
por 5 sondas, 69,2% por 7 sondas e 84,6% usando-se 9 
ou 11 sondas. 
Conclusões: O uso do diagnóstico por hibridização 
genômica comparativa oferece resultados mais precisos. 
Sua indicação para pacientes com falhas recorrentes na 
implantação e idade materna avançada deve ser consi-
derada, por permitir a seleção dos melhores embriões. 
Entretanto, os dados demonstram que o diagnóstico por 
hibridização in situ fluorescente pode ser suficiente para 
identificar a maior parte dos casos de aneuploidias, sem 
a necessidade de maiores investimentos. Deve-se enfati-
zar que o tamanho das amostras é bem pequeno, deste 
modo, o estudo deve continuar para obtermos resultados 
mais conclusivos. 
Palavras-chaves: aborto espontâneo, FISH, CGH, aneu-
ploidia.

Abstract
Objective: To determine embryos viability in preimplan-
tation genetic diagnosis by Fluorescent In Situ Hybridiza-
tion or Comparative Genomic Hybridization. 
Materials and Methods: Were biopsied 57 embryos 
from patients with clinical cases and similar age. Of 
these, 13 had DNA degraded/ absent, 17 were analyzed 
by Comparative Genomic Hybridization, 18 by Fluores-
cent In Situ Hybridization with 11 probes and 9 with 9 
probes. We analyzed the percentage of aneuploids results 
that could have been obtained by each technique. 
Preliminary Results: Among embryos diagnosed with 
aneuploidy by Fluorescent In Situ Hybridization with 9 
probes, 60% could be diagnosed using 5 or 7 probes. The 

results of the method with 11 probes indicated that 80% 
of embryos with aneuploidy could have been diagnosed 
by 5 probes, 86.7% through the use of 7 probes and 
100% with 9 probes. In relation to Comparative Geno-
mic Hybridization, could have been diagnosed 53.8% of 
aneuploid embryos by 5 probes, 69,2% by 7 probes and 
84,6% using 9 or 11 probes. 
Conclusions: Diagnosis by Comparative Genomic Hybri-
dization provides more accurate results. Its indication for 
patients with recurrent implantation failure and maternal 
advanced age should be considered because allowing the 
selection of best embryos. However, our data demons-
trate that diagnosis by Fluorescent In Situ Hybridization 
may be sufficient to identify the most cases of aneuploi-
dies, without need for further investment. Is important 
emphasize that the sample size is still small, so the study 
will continue to obtain more conclusive results.
Key words: spontaneous abortion, FISH, CGH, aneuploidy

Introduction 
The Pre-implantation Genetic Diagnosis (PGD) is indica-
ted for patients undergoing treatment for Assisted Repro-
duction (AR) and that fall into at least one of the following 
cases (Wilton, 2005): (I) recurrent failure of implanta-
tion, ie failure in more than three cycles of RA in which 
good embryos were transferred, (II) women over 35 
years, due to the high incidence of chromosomal abnor-
malities derived from meiotic alterations, such as non-
-disjunction, which occur with advancing maternal age 
(Margalioth et al., 2006; Andersen et al., 2000; Rome-
ro- Maldonado et al., 2002), (III) patients with recurrent 
spontaneous abortions. 
The chromosomal anomalies have an important contribu-
tion in spontaneous abortions and recurrent implantation 
failure in cases in vivo and in vitro. Its incidence reaches 
including embryos with good morphological quality and high 
rates of development (Voullaire et al., 2002; Margalioth et 
al., 2006). It is estimated that 70% of the normal embryo 
are in fact aneuploid and about 37% of trisomic embryos 
reach the blastocyst stage (Sandalinas et al., 2001). 
The chromosomal numeric abnormalities are the most 
common in samples from spontaneous abortions: 50 to 
60% of trisomy, 20 to 25% poliploidy and 15 to 25% 
monosomy of the chromosome X. The genetic factor is 
related to the occurrence of abortion and its subsequent 
repetition. Fetal chromosomal abnormalities are the cause 
of 50-60% of spontaneous abortions occurring during the 
first trimester of pregnancy (Munné et al., 2002). 
The most plausible explanation for the high incidence 
of chromosomal abnormalities in cases of spontaneous 
abortions is that the most chromosomal damages results 
in a disorganized development of the conceptus, which 
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is incompatible with uterine survival and birth. According 
to literature, the degree of selection among different 
chromosomal defects is highly variable. For example, in 
trisomy of 21, responsible for Down Syndrome, about a 
third of the fetuses surviving to term gestation, whereas 
in cases of triploidy, ie in which all pairs have an extra 
chromosome, less than 1 % reach the third trimester of 
development (Rodini et al., 2004). 
To complement the selection of embryos based on 
morphology and thereby improve the success rates of 
pregnancy, one of the techniques available for PGD it is 
the Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) performed 
on biopsied cells from embryos during cleavage stage 
(Gutierrez-Mateo et al., 2004). This method uses specific 
probes for chromosomes related to aneuploidy commonly 
found in newborns and fetuses spontaneously aborted. 
The number of chromosomes evaluated, as well as the 
cost of examination per embryo, varies with the amount 
of probe used. The numbers of probes most used are 5, 
7, 9 and 11. The chromosomes evaluated according to 
each panel of probes are shown in Table1.
Althought imply increases in success rates of RA, the use 
of FISH is limited by the small number of chromosomes 
analyzed simultaneously and reduced accuracy when 
many probes are combined (Abdelhadi et al., 2003). 
Some studies indicate that 25-30% of chromosomal 
abnormalities remain undiagnosed using FISH, which 
entails transferring aneuploid embryos incorrectly diag-
nosed as normal (Sandalinas et al., 2001). 
By allowing complete chromosome analysis and then 
detect the aneuploidies that are unable to be diagno-
sed by a set of FISH probes, the Comparative Genomic 
Hybridization (CGH) is a promising alternative (Wilton et 
al., 2005; Gutierréz- Mateo et al., 2004). This is a mole-
cular cytogenetic technique that can be applied to indi-
vidual cells in interphase and allows the simultaneous 
analysis of each chromosome (Voullaire et al., 1999; 
Wells et al., 1999). However, it presents high costs and 
its benefits need to be properly assessed before his indi-
cation for the patient. 
The objective of this study was to determine whether 
the more complex techniques, and consequently more 
expensive, are necessarily the most suitable for PGD in 
patients under AR treatment. We compared the results 
of aneuploidy in embryos subjected to the methodolo-
gies by CGH and FISH with 5, 7, 9 and 11 probes.

Materials and Methods 
This is an ongoing prospective study. Biopsies were 
performed on third day of developing embryos of 57 
patients with similar clinical cases and mean age of 35 
years. The blastomeres of each embryo were sent to a 
laboratory expert in PGD. Of these, 13 had DNA degraded 
or absent, 17 were analyzed by CGH, 18 by FISH with 11 
probes and 9 by FISH with 9 probes. 
For each method, we analyzed results of aneuploidy 
which could have been obtained using a smaller number 
of probes. For example, an embryo diagnosed by CGH 
with trisomy on chromosome 17 could have been properly 
diagnosed as aneuploid with the use of FISH with a panel 

of nine probes, since it has the probe to detect this chro-
mosome. However, using 5 or 7 probes, this aneuploidy 
wouldn’t be detected. On the other hand, a monosomy 
of chromosome 2, for example, only can be detected by 
CGH (see Table 1). The data obtained allowed to establish 
a comparison between the methodologies’ viability based 
on the percentage of diagnoses that can be obtained by 
less expensive techniques. 

Preliminary Results 
Among the embryos analyzed by CGH, two were consi-
dered euploid, ie, the karyotype with exactly 23 chromo-
somes pairs. The analysis by FISH with 9 and 11 probes 
found 4 and 3 embryos without alteration, respectively. 
Of the 44 embryos analyzed, 35 (78.5%) were diagnosed 
with aneuploidy. Among the aneuploid embryos analyzed 
by FISH with 9 probes, 60% could be diagnosed using 5 
or 7 probes. The results of the method with 11 probes 
indicate that 80% of embryos with aneuploidy could have 
been diagnosed with only 5 probes, 86.7% by 7 probes 
and 100% through the use of 9 probes. In relation to 
CGH, could have been diagnosed 53.8% of aneuploid 
embryos using 5 probes, 62.9% through the use of 7 
probes and 84.6% using 9 or 11 probes. 
Moreover, 4 embryos (11.4%) would only be correctly 
diagnosed as aneuploid by CGH, because the abnor-
malities found are related to chromosomes that aren’t 
analyzed by the probes commonly used in FISH, and 
these were trisomies of chromosomes 10 and 5, mono-
somy of chromosomes 2 and 4 and deletion of the short 
arm of chromosome 1. 

Conclusions 
It is known that CGH allows to obtain more accurate 
results and its indication for patients with recurrent 
implantation failure and advanced maternal age should 
be considered because allowing the selection of best 
embryos and thus increase the chances of successful 
treatment (Romero-Maldonado et al., 2002). However, 
our data show that the FISH with few probes may be 
sufficient to identify more than half cases of aneuploid 
embryos, avoiding the investment in more expensi-
ve techniques. This is explained by the fact that the 
chromosomes selected for investigation by FISH are 
precisely those with a higher frequency of chromoso-
mal anomalies and, thus, are directly involved with the 
major genetic diseases and causes of spontaneous abor-
tions (Andersen et al., 2000; Rodini et al., 2004). 
It is important to emphasize that in cases in which FISH 
did not detect changes, the diagnosis of aneuploidy 
may not necessarily be excluded, since abnormalities 
may occur in chromosomes non-assessed by the probes 
used. In these cases, the CGH is the only methodolo-
gy available of detecting all aneuploidies and its indica-
tion is mainly recommended for patients with advanced 
maternal age. 
The use of the techniques of PGD is a useful tool to iden-
tify embryos with high implantation potential (Fragouli 
et al., 2010) and should be approached with the couple 
for a decision on do or not to do embryo biopsy after 
being informed about the risks of technique. 
It should be noted that the sample size is still small, so 
the study will continue to obtain more conclusive results. 
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Table 1. Main panels used by FISH
Number of Probes Chromosomes evaluated

5 13, 18, 21, X e Y

7 13, 16, 18, 21, 22, X e Y

9 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y

11 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, X e Y
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ABSTRACT
Objective- Aneuploidy is the principal genetic factor 
affecting reproductive success in humans. A great 
number of morphologically normal embryos either do 
not implant or spontaneously abort early in pregnancy 
because their chromosome number deviates from the 
normal diploid 46. 
Material and methods- The present study used compar-
ative genomic hybridization by microarrays (aCGH), a 
molecular cytogenetic method that allows simultaneous 
enumeration of all chromosomes to establish a review of 
a full aneuploidies screening in FIV embryos.
Results- The present study illustrates that aneuploidy 
can affect any chromosome with a slightly higher preva-
lence  of  monosomies, suggesting that  good quality 
embryos revealed that even the most severe chromoso-
mal abnormalities (e.g. monosomy, imbalance affecting 
the largest chromosomes and aneuploidy affecting multi-
ple chromosomes) were often capable of surviving up to 
the blastocyst stage.
Key-words: CGH, arrays, aneuploidy, embryos, implan-
tation rate, PGD

Resumo
Objectivo: Aneuploidia é o principal fator genético que 
afeta o sucesso reprodutivo em humanos. Um gran-
de número de embriões humanos morfologicamente 
normais ou não implantam ou são abortados espon-
taneamente no início da gravidez porque o seu núme-
ro de cromossomos difere da norma diplóide de 46.  
Material e métodos: O presente estudo usou a 
hibridização genômica comparativa por microarrays 
(aCGH), um método de citogenética molecular que 
permite a contagem simultânea de todos os cromos-
somos para estabelecer a revisão de um rastreio 
completo de aneuploidias em embriões de FIV.  
Resultados- O presente estudo mostra que aneuploidia 
pode afetar qualquer cromossomo, com uma prevalên-
cia ligeiramente maior de monossomias. Mesmo com 
as anormalidades cromossômicas mais graves (por 
exemplo, monossomia e aneuploidia), embriões  foram 
muitas vezes capazes de sobreviver até o estágio de 
blastocisto. 
Palavras-chave: CGH, matrizes, aneuploidia, embri-
ões, taxa de implantação,  PGD 

INTRODUCTION
Aneuploidy is one of the main causes behind low pregnancy 
rates in humans (Obradors et al., 2010). Chromosome 
abnormalities are found in early cleavage stage embryos 
and first trimester, spontaneously aborted fetuses (Boue 
et al., 1985; Munne et al., 1995). More than 70% of all In 
Vitro Fertilization (IVF) embryos fail to implant, and only 
35% - 40% of all cycles succeed after an IVF procedure. 
It is believed that the single major cause of IVF failure 
is the quality of harvested eggs, and up to 75% of such 
eggs are aneuploid (Fishel et al., 2010).
Chromosomal abnormalities arising after fertilization, at 
the cleavage stage, have also been the subject of cyto-
genetic study. The technique routinely used for aneu-
ploidy screening in IVF embryos is fluorescence in situ 
hybridization (FISH), which is a fast and easy method 
to perform. While this approach has provided a useful 
insight into aneuploidy during early human development, 
most chromosomes remain untested and the cytogene-
tic assessment is therefore incomplete, once the most 
common FISH diagnosis analysis from 5 to 12 chromoso-
mes in one cell.
While many studies have investigated chromosomes 
in cleavage stage embryos, the cytogenetics of human 
blastocysts (5 or 6 days post-fertilization) has received 
comparatively little attention.
Recently, there have been efforts to provide a more detailed 
characterization of blastocyst cytogenetics, using metho-
ds such as Comparative Genome Hybridization (CGH), a 
molecular cytogenetic method that allows simultaneous 
enumeration of all chromosomes (Fraagouli et al., 2008). 
From the clinical perspective, there has been increasing 
interest in screening blastocyst-stage embryos for chro-
mosomal abnormalities, with a view to detecting and 
preferentially transferring euploid normal embryos during 
IVF cycles. Early clinical data suggest that an approach 
combining blastocyst biopsy and comprehensive chromo-
some screening using CGH or microarray-CGH (aCGH) 
may represent the optimal approach for preimplantation 
genetic screening (PGS) (Fragouli et al., 2011).
The aim of the present study is to report an overview of 
the chromosomal condition of 172 embryos of patients 
undergoing routine assisted reproduction treatment 
(ART), using the aCGH technique.
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MATHERIAL AND METHODS
Patients Details and Biopsy
Data presented were derived from 53 patients undergoing 
assisted reproductive treatment. The average maternal 
age was 38 (30-45) years. The chromosome screening 
was offered to these patients for advanced reproductive 
age, history of unsuccessful IVF attempts (>2 attempts) 
and miscarriages. 
Forty six of these patients had their embryos biopsied 
on day-5 during blastocyst stage and transferred after 
the aCGH analysis, on day-6, without vitrification. Seven 
patients had her embryos biopsied on day-3 and the 
euploid embryos were transferred to uterus on day-5. 
Array-CGH results were available for 161 of the 172 
embryos biopsied. Eleven biopsied samples had degraded 
DNA that did not enable the analysis. 

Comparative Genome Hybridization microarray 
(aCGH)
Each sample biopsied (trophectoderm and blastome-
res) was washed in sterile phosphate-buffered saline 
and transferred to a microcentrifuge tube in 2ul of a 
lysis solution. To generate the ~1 mg of DNA required 
for aCGH analysis, the biopsied cells were lysed and the 
whole genome amplified using degenerate oligonucleo-
tide–primed polymerase chain reaction. Amplified DNA 
was labeled with a green fluorescent molecule (Spec-
trum Green–dCTP, G&E Healthcare). Similarly, DNA from 
a chromosomally normal individual was labeled with red 

fluorescence (Spectrum Red–dCTP, G&E Healthcare). 
The green (embryo) and red (normal reference) DNAs 
were mixed together and simultaneously hybridized on a 
BAC – array platform able to cover all the 24 chromoso-
mes. Scanned images were analyzed and quantified, and 
whole chromosomal copy number ratios were reported 
using the array- analysis software (Figure 1).

RESULTS
Of the embryos tested, 68,3% were found to be chro-
mosomally abnormal (110 out of 161). A wide variety 
of aneuploidies was detected. Indeed, it was found that 
any chromosome can be affected by aneuploidy in IVF 
embryos (Figure 2). Monosomies and trisomies repre-
sented almost equally, with a slightly higher prevalen-
ce  of  monosomies mainly those involving the chro-
mosome 16. Sixteen of the abnormal embryos were a 
consequence of chromosome breakage, resulting in 
partial losses or gains of chromosomal material, most 
of which affected the larger chromosomes (chromoso-
mes 1–11 and chromosome X). Although the majority of 
embryos could be incompletely diagnosed by FISH for 9 
chromosomes (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X and Y), 37 
of them (23%) would be classified as completely normal 
and probably transferred. Complex abnormalities (more 
than 3 aneuploidies in the same embryo) were seen in 
32 embryos.  As expected, a strong association between 
advancing maternal age and aneuploidy was observed. 
The number of normal embryos obtained from patients 
30–37 (mean 34.1) years old were compared with those 
from patients 38–45 (mean 41) years old and we found 
out that the number of normal embryos in the first group 
is 2 fold higher than the second group (34/17). 

DISCUSSION
Earlier studies have reported associations between 
aneuploidy and several distinct abnormal morphologies 
(Bielansk et al., 2002; Munne et al., 2006; Moayeri et 
al., 2008). However, in most cases the correlations have 
been weak, and no morphologic marker permitting accu-
rate differentiation of euploid embryos from those with a 
lethal chromosome abnormality has yet been identified. 
This failure may simply demonstrate that cleavage stage 
morphology is a poor guide to aneuploidy.

Figure 1. A: Example of a normal female embryo analyzed from a trophectoderm biopsy by aCGH. B: Example of a normal male embryo analyzed from a trophec-
toderm biopsy by aCGH. C:  aCGH analysis of an embryo with a karyotype:  45,XX,-1. D:  aCGH analysis of an embryo with a karyotype: 47,XX,+5,-13,+19.

Figure 2. Presence of aneuploidies affecting all the chromosomes with 
a slightly higher prevalence  of  monosomies mainly those involving the 
chromosome 16.
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The present study illustrates that aneuploidy can affect any 
chromosome (Figure 2). It is therefore inevitable that some 
embryos from earlier studies, with abnormalities affec-
ting untested chromosomes, were wrongly categorized as 
euploid, like was seen in ~23% of all analyzed embryos in 
this report, that could be misdiagnosed by FISH 9 chromo-
somes and then transferred to uterus and fail to implant.
In the present study, aCGH analysis was used, allo-
wing all of the chromosomes to be accurately assessed. 
Furthermore, the majority of the embryos tested was 
based on the analysis of several cells rather than just 
one, an approach that theoretically reduces the risk of 
misclassification due to mosaicism (Fragouli et al., 2008).
Around 70% of all embryos analyzed (68,3%) were 
chromosomally abnormal. A strong association between 
maternal age and aneuploidy was observed, decreasing 
the number of normal embryos from 34 in patients aged 
31–37 (mean 34.1) years to 17 in the embryos of women 
aged 38–47 (mean 41) years.
With few exceptions, abnormalities affecting the largest 
chromosomes, monosomies, and abnormalities affecting 
multiple chromosomes simultaneously are not observed 
during prenatal testing. This suggests that such ‘‘severe’’ 
anomalies are lethal before the end of the first trimester 
of pregnancy, although the precise point at which affected 
embryos succumb remains to be defined. In contrast to our 
data, almost totally obtained from trophectoderm biopsies, 
one earlier study suggested that most monosomies are 
incapable of forming viable blastocysts (Sandalinas et al., 
2001). A detailed evaluation of all the chromosomes in 158 
good quality blastocysts revealed that even the most seve-
re chromosomal abnormalities (e.g. monosomy, imbalance 
affecting the largest chromosomes and aneuploidy affecting 
multiple chromosomes) were often capable of surviving up 
to the blastocyst stage (Fragouli et al., 2008).
In conclusion, our results are in agreement with a 
previous investigation of more than 2000 embryos 
(personal communication with Genesis Genetics Institu-
te) that found the same proportion of monosomies and 
trisomies involving all the chromosomal complement 
and confirm that even though some women of advanced 
reproductive age can produce embryos capable of beco-
ming blastocysts, they have an elevated risk of carrying 
chromosome errors compared with embryos from youn-
ger women. 
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Summary
Introduction- objective. The human embryo culture is 
performed in incubators with an atmosphere of ~20% 
oxygen, a different situation from the human tube, esti-
mated at 5%. Currently, there are trigas incubators where 
the embryos can be grown in this condition.The aim of 
this study was to compare pregnancy and implantation 
rates in oocyte donation cycles, when using incubators 
with ~ 20% oxygen versus incubators with 5% oxygen. 
Material and methods- we designed a prospective 
randomized study with 50 cycles per arm.  Blastulation 
rate, proportion of vitrified embryos and the quality of 
the inner cell mass of the embryo were also compared. 
Results-The pregnancy rate was similar in both condi-
tions, 55.3% for 5% oxygen and 54.6% for ~ 20% oxygen. 
The implantation rate was 36.8% for ~ 20% and 41.8% 
for 5%.Patients using trigas incubators had a higher rate 
of embryo freezing: 30.8% versus 19.2% (p <0.0003) 
of patients using conventional incubators. This means 
that 55.4% of embryos developed in trigas was of good 
quality, versus only 41.8% in conventional (p<0.0002). 
Conclusion-we suggest that trigas incubators are more 
efficient  and  allow the development of  higher quality 
embryos compared to conventional incubators. We expect 
that  will be reflected in the cumulative pregnancy rate.
Keywords: blastocyst culture - oxygen tension

Resumo
Introdução- objetivo- O cultivo de embriões é reali-
zado em incubadoras com uma atmosfera de oxigênio 
de ~20%, uma situação diferente das trompas uterinas, 
onde se estima em 5%. Atualmente, existem incubadoras 
trigas, que podem cultivar os embriões nestas condições. 
Comparamos  as taxas de gestação e implantação em 
ciclos de doação de óvulos, com incubadoras com oxigê-
nio ~ 20% versus incubadoras com 5% de oxigênio. 
Material e método- Estudo prospectivo e randomi-
zado com 50 ciclos por grupo. Também comparamos a 
taxa de blastulação, a proporção de embriões vitrifica-
dos e a qualidade da massa celular interna do embrião.  
Resultados- A taxa de gestação foi semelhante em ambas 
as condições, de 55,3% para 5% e 54,6% para ~ 20%. A 
taxa de implantação foi de 36,8% para ~ 20% e 41,8% 
para 5%.Pacientes em uso de incubadoras de trigas apre-
sentaram uma maior taxa de congelamento de embri-
ões, 30,8% versus 19,2% (p <0,0003) do que pacientes 
em uso de incubadoras convencionais. Isso fez com que 
55,4% dos embriões se desenvolveram com boa qualida-
de em trigas, versus 41,8% no convencional (p <0,0002).  

Conclusão- Sugerimos que uma incubadora trigas é 
mais eficiente para permitir o desenvolvimento de 
embriões de melhor alta qualidade, que será refletido na 
taxa de gravidez cumulativa.
Palavras-chave: cultura de blastocisto - tensão de 
oxigênio 

Resumen
Introducción- objetivo- El cultivo de embriones huma-
nos se realiza en incubadoras que tienen una atmosfe-
ra de ~20% de oxígeno, situación diferente a la trompa 
materna, que se estima en 5%. Actualmente, existen 
incubadoras trigas, donde se puede cultivar en esta 
condición. Comparamos las tasas de embarazo e implan-
tación en ciclos de ovodonación, cuando se utilizaba incu-
badoras con ~20 % de oxigeno versus incubadoras con 
5% de oxígeno. 
Materiales e método- se diseñó un estudio prospectivo 
al azar, con 50 ciclos por brazo. Se comparó además, tasa 
de blastulación, proporción de embriones vitrificados y la 
calidad de la masa celular interna del embrión.
Resultados- La tasa de embarazo fue semejante en 
ambas condiciones, 55.3% para 5% y 54.6% para ~20 
%.  La tasa de implantación fue 36.8 % para ~20 % y 
41.8 % para 5%.Pacientes que utilizaron las incubado-
ras trigas, tuvieron una mayor tasa de congelación de 
embriones, 30.8 % versus 19.2 % (p < 0.0003) de las 
pacientes que usaron las incubadoras convencionales.   
Esto hace que un 55.4 % de los embriones desarrollados 
en trigas fuera de buena calidad, versus un 41.8 % en 
convencional (p<0.0002).
Conclusion- se sugiere una mayor eficiencia de las 
incubadoras trigas, al permitir el desarrollo de un mayor 
número de  embriones de óptima calidad, lo cual se verá 
reflejado en la tasa de embarazo acumulativa.
Palabras clave: cultivo a blastocisto – tensión oxigeno 

Introduction
Human embryo culture is performed in incubators with 
an atmosphere of approximately 20% oxygen, a situa-
tion different from the tube, which is estimated at 5%. 
Currently, there are trigas incubators, which can be 
grown in this condition of hypoxia, similar to the mater-
nal condition. These incubators are also heat stable and 
open recovery is much faster, lasting between 1 and 10 
minutes instead of 4 hours.
Trigas incubators are easy to clean and its microenviron-
ment is insulated from changes in the environment, as the 
gases come in a ready-mix, directly to the hatchery tank.
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Several authors agree that the presence of oxygen is 
detrimental to embryonic development despite the fact 
that you can obtain blastocysts and have an apparently 
normal morphology. It has been reported that culture of 
embryos in low oxygen concentrations does not have an 
adverse effect on  fertilization and early development of 
embryos (Dumoulin et al, 1999; Kovacic & Vlaisavljević, 
2008). However, it has shown differences in the develop-
ment of inner cell mass of the blastocyst which will deve-
lop into an  embryo (Bavister, 2004; Kea et al, 2007). 
This is reflected  in a higher rate of implantation and live 
birth (Meintjes et al., 2009).
A retrospective analysis comparing the oxygen conditions 
on the results of our assisted reproduction program, 
suggested best results when the gametes and embryos 
were cultured in trigas incubators. Therefore, we desig-
ned a prospective, randomized  study within an egg 
donation program, growing oocytes and embryos of 50 
recipients in the conventional incubator (~ 20% O2) 
and the other  50 recipients in incubators with (5% O2). 
The aim of this work was to analize the different outco-
me obtained when using 5% oxygen versus ~20%. . We 
compared the embryonic development and fertilization, 
pregnancy and implantation rates.

Material and Methods
A randomized prospective study was designed in an 
oocyte donation program, growing oocytes and embryos 
from 100 cycles of recipients in the two study conditions, 
placing 50 cycles for each arm.
The day before aspiration, when the culture plates were 
prepared for the following morning, the recipients were 
randomly distributed in the two different types of incuba-
tors: 20% oxygen (standard) or 5% oxygen (trigas). Cycles 
were excluded for medical indications, which led to change 
the date of transfer or send the case to genetic diagnosis. 
Gametes and embryos were cultured in Global family 
media, until day 5 of development. Embryo quality was 
evaluated and   blastocysts were graded, according to 
protocols already described (Sepulveda et al., 2009).  A 
maximum of two embryos was transferred to each patient. 
The preparation of the endometrium in patients recei-
ving embryos was performed by oral administration of  
estradiol valerianate (Progynova ®, Schering) with 2 
to 6 mg per day, in ascending order on day 2 or 3 of 
the cycle. Receptors required an endometrial thickness 
of 8 mm minimum before receiving progesterone. They 
received 600 mg micronized progesterone (Geslutin ®, 
Tecnofarma) daily by vaginal route, starting on the day 
of follicular puncture for oocyte donor up to  the day of 
the pregnancy test (quantification of the beta subunit of 
hCG). If the pregnancy test was positive, progesterone 
supplementation continued for 3 months.

Results and Discussion
Groups analyzed were similar as described in Table 1, 
both for the age of the donor, the recipient’s age and the 
number of embryos transferred.
The fertilization rate for the trigas group was 72.4%   
compared to 71.7% (Table 2) for the standard group. Nor 
was there any difference in pregnancy rates which were 
55.3% and 54.6%, respectively (Table 3). There is an 
upward trend in the rate of multiple pregnancies, 46.2% 
versus 29.2%, but is not significant (Table 3). Kovacic 
et al. (2010) found no differences in pregnancy rates 
in ICSI cycles. However, if they compared the cumula-
tive pregnancy rate, it was higher in trigas incubators. 

We conclude that there was no difference in pregnancy rate 
since, in all cases, there were many embryos from which 
to perform a selection, only the 2 best being transferred. 
The implantation rate in the trigas group was 41.8% while 
the standard group was 36.8% (Table 4). Again, a trend 
in favor of trigas was observed but  it is not significant. 
Blastulation rate was 46.2% in 5% oxygen and 40.0% 
in ~ 20% oxygen (Table 5). If we analyze the quality of 
blastocysts, using as parameter the quality of inner cell 
mass (ICM), there is a significant difference in favor of 
low oxygen culture, where 46.8% of blastocysts showed 
a good quality MCI.
Since the data suggests, although it does not show, a 
better embryo quality,   we analyzed the quality of the 
blastocysts and the number of good quality embryos 
produced in both conditions, adding the transferred 
embryos and vitrified embryos (Table 6). It is possible to 
see that there is a higher percentage of embryos frozen 
in the trigas group (30.8% vs 19.2%) and there is signi-
ficant difference when comparing the proportion of good 
quality embryos.

Conclusion
Culture in low oxygen conditions would be favorable for 
embryonic development up to day 5. Although there is no 
significant difference in pregnancy and implantation rates, 
there was a higher number of blastocysts of good quality 
under these conditions, leading to a higher proportion of 
vitrified embryos, for a next cycle. This could be reflected 
in the cumulative pregnancy rate
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Resumo
Objetivo: Este estudo prospectivo randomizado avaliou 
se há melhora nos resultados clínicos quando o assis-
ted hatching é realizado em embriões provenientes de 
oócitos vitrificados em um programa de ovo-doação. 
Métodos: Sessenta receptoras submetidas ao programa 
de doação usando oócitos vitrificados foram aleatoriamen-
te alocadas no grupo assisted hatching (AH, n = 30) ou 
grupo controle (n = 30). As taxas de gestação e implan-
tação foram comparadas entre os grupos. A vitrificação e 
procedimento de aquecimento foram realizados de acordo 
com o método Cryotop. Imediatamente antes da trans-
ferência de embriões, os embriões submetidos ao assis-
ted hatching tiveram sua zona pelúcida aberta com um 
laser de diodo de comprimento de onda igual a 1,48 mM. 
Resultados: Dos 288 oócitos vitrificados, 273 (94,8%) 
sobreviveram. Os oócitos sobreviventes foram injeta-
dos e 228 fertilizaram 16-18h após a injeção (83,5%). 
Um total de 172 bons embriões foi transferido. Vinte e 
quatro pacientes (40%) obtiveram gestação clínica. A 
taxa de gestação não diferiu entre os grupos AH e controle 
(44,4% e 33,3%, respectivamente, p = 0,1967), porém 
o AH resultou em uma taxa de implantação significativa-
mente maior (31,6% e 18,4%, p = 0,0206). Estes resulta-
dos foram confirmados pelos modelos de regressão, tanto 
para a gestação (OR = 1,14; IC 95% = 0,80-1,72, p = 
0,766), quanto para a implantação (RC: 19,45, P = 0,041).  
Conclusões: Nossas evidências demonstram a eficácia do 
AH em embriões derivados de oócitos aquecidos e sugerem 
que a criopreservação de oócitos é uma ferramenta valiosa 
para obtenção de sucesso em um programa de ovo-doação. 
Palavras-chave: vitrificação de oócito, assisted 
hatching, programa de ovo-doação, banco de oócitos 
criopreservados.

Abstract
Objective: This prospective randomized trial evaluated 
if there is an improvement in clinical outcomes when 
assisted hatching is performed in embryos derived from 
vitrified oocytes in an ovum donation program.
Methods: Sixty oocyte recipients undergoing donation 
program using egg-cryobanking were randomly allo-
cated to the assisted hatched (AH, n=30) or control 
group (n=30). Pregnancy and implantation rates were 
compared between the groups. Vitrification and warm-
ing procedure were carried out according to the Cryotop 
method. Immediately before embryo transfer, embryos 
undergoing laser-assisted hatching had the zona pellu-
cida thinned using a 1.48 µm wavelength diode laser.
Results: A total of 288 vitrified MII oocytes were warmed 
for the 60 recipients (4.8 oocytes per recipient).  Out of 
288 vitrified oocytes, 273 (94.8%) survived.  All surviving 
oocytes were sperm injected and 228 displayed 2 pronu-
cleus 16-18h after injection (83.5%). There were 172 
good quality embryos transferred. Twenty four patients 
achieved clinical pregnancy (total pregnancy rate of 
40%).  The clinical pregnancy rate did not differ between 
AH and control groups (44.4% and 33.3%, respectively, 
p=0.1967), however AH resulted in a significant higher 
implantation rate (31.6% and 18.4%, p=0.0206). These 
findings were confirmed by the regression models either 
for pregnancy (OR = 1.14; IC 95% = 0.80 – 1.72; p= 
0.766), as for the implantation rate (RC:19.45, P=0.041). 
Conclusions: Our evidences demonstrated the effective-
ness of the AH in embryos derived from warmed oocytes 
and suggest that oocyte cryopreservation is a valuable tool 
to provide successful outcomes in an egg donor program.
Key words: oocyte vitrification, assisted hatching, egg 
donation program, egg-cryobanking
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Introduction
Ovum donation is a successful practice that is commonly 
applied as a response to many clinical situations, and 
leads to the highest pregnancy rates reported for any 
assisted reproductive method (Sauer and Kavic, 2006).
The clinical outcome of oocyte donation requires a 
receptive endometrium, usually prepared by exogenous 
hormone replacement (Pados et al., 1994; Nadalini et 
al., 2009), and a well-synchronized replacement of good-
quality embryos.  For the synchronization, several strate-
gies have been employed with varying levels of success, 
but certainly the most crucial factor is the availability of 
oocyte banks.  The establishment of banks of donated 
oocytes considerably simplified the logistics and means 
by which oocytes could be donated.  
In spite of the numerous studies conducted over the last 
20 years, the reliability of oocyte cryopreservation has only 
recently been confirmed.  Since the first report of a child 
birth after oocytes cryopreservation has been reported 
(Chen, 1986), the slow cooling method has been applied 
with varying success (Fabbri et al., 2001; Allan, 2004; Levi 
Setti et al., 2006; Oktay et al., 2006; Nadalini et al., 2009).  
Novel approaches to slow freezing have been introduced 
with improved oocyte survival rates and subsequent 
embryo development.  As an alternative to slow freezing, 
the vitrification procedure has been recently applied for 
human oocytes and embryos (Kupker et al., 1995; Vajta 
and Nagy, 2006), allowing improvements in cell survival, 
fertilization, embryo development and clinical outcomes 
(Kuwayama et al., 2005a; Lucena et al., 2006; Vajta and 
Nagy, 2006; Kuwayama, 2007; Chian et al., 2008). 
This procedure uses very high cooling rates and high 
concentrations of cryoprotectants in which a solution or 
specimen solidifies to form a glass-like, or vitreous, struc-
ture without any ice crystal formation during cooling.  
This state is maintained throughout the whole warming 
procedure (Kuwayama, 2007).
The difficulties associated with oocyte cryopreservation 
are mostly related to the special structure and sensitiv-
ity of this cell, the exposure time to the cryoprotectant 
solutions, the concentration of the cryoprotectants, the 
equilibrium temperature and the extra- and intracellular 
ice formation that affect the viability and physiology of 
oocytes (Gardner et al., 2007).  Moreover zona pellucida 
hardening of cryopreserved oocytes was also shown to be 
increased by the freeze-thaw process (Manna et al., 2001).  
Hatching of the blastocyst from the zona pellucida is a 
prerequisite for implantation in the uterus.  In fact, it has 
been demonstrated that an reduced implantation abil-
ity observed following in vitro fertilization (IVF) embryo 
transfers may be because of the inability of the embryo 
to hatch out of the zona pellucida (Hazout et al., 2006).
In the past decade, several techniques for assisted hatch-
ing (AH) in IVF programmes have been introduced to 
breach or to thin the zona pellucida and assist in the natu-
ral process of hatching.  However, few randomized stud-
ies have specifically addressed the issue of AH performed 
on frozen-thawed embryos during IVF cycles, and previ-
ous studies reported controversial results with decreased 
(Primi et al., 2004), similar (Hughes et al., 1994) or 
increased (Gabrielsen et al., 2004) implantation rates in 
the AH group compared to the control group.  Moreover, 
there is no available literature supporting the AH relevance 
in embryos derived from vitrified/warmed oocytes. 
The goal of this current prospective randomized trial 
was to verify whether there is an improvement in clinical 
outcomes when AH is performed in embryos derived from 
vitrified/warmed oocytes in an ovum donation program 
using egg-cryobanking.

Methods
Study Design
Sixty oocyte recipients undergoing donation program 
using egg-cryobanking were randomly allocated to the 
assisted hatched (AH, n=30) or control group (n=30).  
Patient’s randomization was carried out using SAS System 
for Windows and performed just before embryo transfer 
by IVF laboratory staff.  Pregnancy and implantation rates 
were compared between the groups.  
Pregnancy was defined as the presence of fetal heart activ-
ity by ultrasound at 6 to 7 week’s gestation and implanta-
tion was defined as the presence of gestational sac visual-
ized on ultrasound 4 to 6 weeks after embryo transfer.
A written informed consent was obtained, in which 
patients agreed to share the outcomes of their own cycles 
for research purposes, and the study was approved by 
the local Institute review board.

Preparation of oocytes and  
vitrification/warming process  
Retrieved oocytes were maintained in culture media 
(global® for fertilization, LifeGlobal, Connecticut, USA) 
supplemented with 10% protein supplement (LGPS, Life-
Global, Connecticut, USA) and covered with paraffin oil 
(Paraffin oil P.G., LifeGlobal, Connecticut, USA ) for two 
to three  hours before cumulus cell removal. Surrounding 
cumulus cells were removed after exposure to a HEPES 
buffered medium containing hyaluronidase (80IU/mL., 
LifeGlobal, Connecticut, USA). The remaining cumulus 
cells were then mechanically removed by gently pipetting 
with a hand-drawn Pasteur pipette (Humagen Fertility 
Diagnostics, Charlottesville, USA).
Denuded oocytes were then assessed for nuclear status.  
Oocytes that were observed to have released the first 
polar body were considered mature and vitrified three 
hours after collection and cryo-stored.  Vitrification and 
warming procedure were performed using the Cryotop 
method (Kuwayama, 2007). 

Intracytoplasmic sperm  
injection and assisted hatching 
Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) was performed 
two hours after warming, in micro-injection dish, 
prepared with 4 µL droplets of buffered medium (Global® 
w/HEPES, LifeGlobal, Connecticut, USA), and covered 
with paraffin oil on a heated stage at 37.0 ± 0.5°C of an 
inverted microscope.  Approximately 16 hours after ICSI, 
fertilization was confirmed by the presence of two pronu-
clei and the extrusion of the second polar body. Embryos 
were kept in a 50ul drop of culture medium (Global®, 
LifeGlobal, Connecticut, USA) supplemented with 10% 
protein supplement covered with paraffin oil in a humidi-
fied atmosphere under 6% CO2 at 37ºC for three days.  
Good quality embryos were defined as those having all 
of the following characteristics: 7 to 10 cells, less than 
15% fragmentation, symmetric blastomeres, absence of 
multinucleation, colorless cytoplasm with moderate gran-
ulation with no inclusions, absence of perivitelline space 
granularity and absence of zona pellucida dysmorphism.
Immediately before embryo transfer, embryos undergo-
ing laser-assisted hatching had the zona pellucida drilled 
by making a small (30µm) opening, away from the 
edges of the holes, using a 1.48 µm wavelength diode 
laser (Fertilase, OCTAX Laser ShotTM, Herbron Germany), 
under an inverted Nikon Diaphot microscope (Eclipse TE 
300; Nikon®, Tokyo, Japan).

Statistical analysis
Mean values were compared by a Student’s t or Mann-
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Whitney test as appropriate and proportions were 
compared by the chi-squared test.  Results are expressed 
as the mean ± standard deviation (SD) for numeric vari-
ables and proportions (%) for categorical variables.
To study the influence of the AH on pregnancy outcome, 
binary logistic regression was performed, and to study 
the influence of the AH on implantation, linear logistic 
regression was conducted.  
All regression analysis was adjusted for maternal age, 
number of retrieved oocytes, endometrium thickness, and 
fertilization rate, as these would be considered potential 
confounders of the association between the factor evalu-
ated and the ICSI outcomes.
Results were expressed as odds ratios (OR) and 95% 
confidential interval (CI) or regression coefficients (RC), 
and P value.
Results were considered to be significant at the 5% criti-
cal level (p < 0.05).  Data analysis was carried out using 
the Minitab (version 14) Statistical Program.

Results
A total of 288 vitrified MII oocytes were warmed for the 
60 recipients (4.8 oocytes per recipient).  Out of 288 
vitrified oocytes, 273 (94.8%) survived.  All surviving 
oocytes were submitted to ICSI and 228 displayed two 
pronucleus 16-18h after injection (83.5%).  There were 
172 good quality embryos selected for transfer (75.4%), 
in which 43 implanted (25.0%, Figure 1).
Demographic and cycles characteristics were not signifi-
cantly different between the groups (Table 1).
A total of 24 patients achieved clinical pregnancy after vitrifica-
tion/warming oocyte donation (total pregnancy rate of 40%). 
The clinical pregnancy rate did not differ between AH 
and control groups (44.4% and 33.3%, respectively, 
p=0.1967), however AH resulted in a significant higher 
implantation rate (31.6% and 18.4%, p=0.0206). 
These findings were confirmed by the regression models 
either for pregnancy (OR = 1.14; IC 95% = 0.80 – 1.72; p= 
0.766), as for the implantation rate (RC:19.45, P=0.041).

Discussion
The successful hatching of embryos is thought to be a key 
event in the implantation process.  If the hatching does 
not take place, further embryo development will not occur.  
It has been reported that cryopreservation–thawing 
procedure may impact on embryos implantation potential 
by hardening of the zona pellucida (Hazout et al., 2006).  
Therefore, assisted zona hatching was introduced in IVF 
programmes to breach the zona pellucida and assist on 
the natural process of hatching (Hazout et al., 2006).  The 
present study investigated the contribution of laser AH in 
embryos derived from vitrified/warmed oocytes and a posi-
tive effect on embryo implantation potential was noted.
While some authors reported the benefits of AH in frozen/
thawed embryos (Gabrielsen et al., 2004; Antinori et al., 
2008; Valojerdi et al., 2008), other failed in detect the 
same effect (Hughes et al., 1994; Sifer et al., 2006).  In 
addition, the literature regarding the effects of AH in embry-
os derived from vitrified/warming oocytes is quit scarce. 
Oocyte freezing may offer the possibility of extending 
the reproductive capability of young women with malig-
nant diseases in cases where the treatment involving 
surgery, chemotherapy or radiotherapy may compromise 
the ovarian reserve (Yang et al., 2007).  Cryopreserva-
tion can also offer alternatives for infertile patients who 
are subject to ovarian hyper-stimulation syndrome, those 
who are poor responders to ovarian stimulation or women 
who are undergoing premature ovarian failure (Esfandiari 
et al., 2005).  Moreover, human oocyte cryopreservation 

solves the legal restrictions and ethical problems asso-
ciated with the cryopreservation of embryos in patients 
undergoing IVF (Parmegiani et al., 2008).
Additionally, successful oocyte freezing/thawing technol-
ogy would potentially aid donation programs (Adams et 
al., 1985), which are strongly limited currently in their effi-
ciency by different factors including availability of qualify-
ing donors, expense, delay in synchronization, and ethical 
concerns regarding supernumerary embryo disposition.  
Oocyte cryo-bank would provide the more efficient sharing 
of donor eggs between multiple recipients, improving the 
cost effectiveness through better use of resources. 
Clearly, the most crucial prerequisite for a successful 
egg cryo-banking program is to have an efficient oocyte 
freezing/thawing technology.  However, in spite of the 
evident clinical relevance, the development of efficient 
cryopreservation techniques has represented a real chal-
lenge, as both freezing and thawing exposes cells to 
severe stress and can potentially cause cell damage.  On 
the other hand, oocyte cryopreservation by vitrification 
represents a feasible alternative that has been producing 
satisfactory outcomes (Grifo and Noyes, 2010).
These gametes must withstand the vitrification/warm-
ing process to generate competent embryos capable of 
implanting.  Although it is well known that several factors 
my influence this intricate process, in the present study 
satisfactory survival, fertilization and implantation rates 
were observed for warming oocytes.  Moreover, concerns 
related to the zona pellucida hardening, was alleviated, as 
demonstrated by the higher implantation rate observed 
when AH was performed.
Our rates are consistent with other studies which have 
reported improved survival, implantation, and pregnan-
cy rates, when vitrification was used instead of the slow 
freezing method (Kuwayama et al., 2005b; Lucena et al., 
2006; Antinori et al., 2008; Cobo et al., 2010).  
Together with the above cited studies, the current study 
results support the concept that oocyte cryopreservation 
can be performed successfully in a routine IVF program, 

Table 1.  Characteristics of patients in which embryos were 
submitted to assisted hatching or not.

Groups Control Assisted Hatched P
Female age 42.5 ± 0.5 42.6 ± 0.8 0.201
Fertilization rate 84.4 % 82.6 % 0.324
High-quality 
embryos rate 74.9% 75.8% 0.789

Embryos  
transferred 2.2 ± 0.9 2.1 ± 1.0 0.479

Mann-whitney and  Chi squared  tests

Figure 1: Graphic illustration of the percentage of vitrified oocytes, survival 
oocytes, fertilized oocytes, high quality embryos and implanted embryos.
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providing the foundation for the egg-cryobanking employ-
ment especially in donor–recipient programmes.
Nagy et al (Vajta and Nagy, 2006) compared the results of 
fresh and frozen oocyte donation cycles and showed that 
the number of oocytes allocated per recipient was about 
five times higher in fresh cycles.  The number of warmed 
oocytes per recipient was relatively low as a consequence 
of high survival rates, confirming previous observations 
when vitrification was used.  In fact, since many or most 
recipients end up having many more embryos in a fresh 
donation cycle than they would possibly ever use; most 
of them remaining frozen, adding to the ever-increasing 
problem of cryo-stored embryos.
In the present study, the implantation rate calculated 
on the number of oocytes warmed thus reached almost 
15.0%. This favorable outcome confirms the potential 
of oocyte vitrification and suggests that the efficiency of 
oocyte donation can be significantly improved using cryo-
banking.  Oocyte cryo-banking may also reduce frozen 
embryo storage and, as described before, may help with 
donor–recipient synchronization and possibly reduce cost.

Conclusions
Our evidences demonstrated the effectiveness of the AH in 
embryos derived from warmed oocytes and suggest that 
oocyte cryopreservation can be considered as a tool to 
provide highly successful outcomes in an egg donor program. 
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Resumo
Em ciclos de reprodução assistida (RA) é comum a 
presença oócitos imaturos na coleta ou oócitos em MII 
que não foram fertilizados após inseminação, os quais 
serão  descartados. Estes oócitos podem ainda responder 
a um estimulo externo levando à produção de embriões 
com capacidade de desenvolvimento limitada, mas capa-
zes de gerar linhagens de células-tronco embrionárias 
humanas (CTEh). Esta estratégia de geração de embri-
ões contorna problemas éticos envolvendo a utilização 
de embriões humanos gerados com fins reprodutivos 
para criação de linhagens de CTEh. Neste estudo, oócitos 
humanos descartados de ciclos de RA e oócitos bovinos 
obtidos de abatedouro e maturados in vitro foram ativa-
dos partenogenéticamente com SrCl2 ou com o ionoforo 
de Ca2+ . Em humanos, a ativação por 4 ou 22 hrs com 
SrCl2 levou a taxa de ativação de 9,7 e 8,3% e  de desen-
volvimento embrionário de 6,4 e 8,3%,  respectivamente. 
A exposição de 7 oócitos ao ionoforo de Ca2+ resultou na 
ativação e clivagem de 2 partenotes. Em bovinos, a taxas 
de ativação e de desenvolvimento embrionário com Sr2+ 
ficaram entre 2,6 e 26,3%. Com o inonoforo de Ca2+ a 
ativação e o desenvolvimento embrionário ficaram entre 
de 47 e 69%, respectivamente. Dos embriões clivados, 
23% atingiu o estágio de blastocisto após exposição ao 
ionoforo e 3,5hrs ao 6-DMAP. Esses resultados sugerem 
que o ionoforo de Ca2+ juntamente com o 6-DMAP é um 
agente mais eficiente para induzir a ativação parteno-
genética em oócitos humanos e bovinos e este sistema 
será doravante utilizado na ativação de oóctos humanos 
visando a criação de colônias de CTEh com grau clíni-
co pré-GMP (good manufacturing practice) para futuro 
emprego em medicina regenerativa. 
Palavras-chave: oócito, partenogênese, células-tronco 
embrionárias, medicina regenerativa.

Abstract
 The presence of immature or fail to fertilize oocytes 
is not uncommon in Assisted Reproduction (AR) cycles 
and they are usually discarded. These oocytes may still 
respond to an external stimulus to generate embryos 
with limited developmental capacity, but capable to give 
rise to human embryonic stem cell (hESC) lines.  This 
strategy overcomes ethical problems involved in the use 
of human embryos generated for reproductive reasons to 
create hESClines.   In the present study discarded human 
oocytes and bovine oocytes obtained from an abattoir 

and matured in vitro were parthenogenetically activated 
using SrCl2 or Ca2+ ionophore.   Human oocytes cultured 
for 4 or 22hrs in presence of SrCl2 showed 9,7 and  8,3%  
of activation and 6,4 and  8,3% of embryonic develop-
ment,  respectively.   The exposure of 7 oocytes to medi-
um containing Ca2+ ionophore resulted in 2 activated and 
cleaved parthenotes. In bovines, activation and embry-
onic development after exposure to Sr2+ were 2.6 and 
26.3%, respectively. Using the ionophore, activation and 
embryo development rates were 47 and 69%, respective-
ly. Among the cleaved embryos, 23% of them reached 
the blastocyst stage after exposure to the ionophore 
followed by 3.5hrs in 6-DMAP.  These results suggest us 
that Ca2+ ionophore together with 6-DMAP represents a 
better activating agent to induce embryo development 
in human and bovine oocytes. This system will be used 
now on to activate human and bovine oocytes aiming to 
establish a protocol for the creation of hESC colonies with 
clinical pre-GMP (good manufacturing practice) grade for 
future use in regenerative medicine.
Keywords: oocytes, parthenogenesis, embryonic stem 
cell, regenerative medicine.

Introdução
O oócito pode ser considerado a célula fonte de todas as 
células e tecidos de um novo organismo. Em ciclos de 
reprodução assistida (RA) é bastante comum a presen-
ça de oócitos imaturos em metáfase I (MI) ou vesícula 
germinativa (VG), no momento da coleta ou oócitos que 
não fertilizaram após inseminação por FIV ou ICSI. Geral-
mente, este material é descartado, mas se exposto a um 
estímulo adequado, capaz de acionar seu ciclo celular, 
ele tem ainda potencial de desenvolvimento embrioná-
rio. Tal processo é conhecido como partenogênese, uma 
modalidade de reprodução comum em alguns grupos 
animais. Em mamíferos, embriões partenotes não têm 
qualquer potencial de desenvolvimento fetal a termo. 
Entretanto, estes embriões podem ser utilizados como 
fonte de células pluripotentes para geração de linhagens 
de células-tronco embrionárias humanas (CTEh) que 
viriam a beneficiar uma significativa parcela da popula-
ção, sem envolver dilemas éticos do emprego de embri-
ões gerados com fins reprodutivos. A ativação parteno-
genética de oócitos murinos com o agente químico SrCl2 
acarreta em um desenvolvimento embrionário bastante 
satisfatório até o estagio de blastocisto (Bos-Mikich et 
al.,1995;1997). Em humanos, ativação partenogenética 
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de oócitos previamente criopreservados com ionomicina, 
um ionoforo de Ca2+ levou a índices de ativação de até 
86% e 16.7% de formação de blastocistos (De Fried et 
al., 2008).   Estes fatos justificam a utilização de agen-
tes como o SrCl2, um agente indutor de ondas de Ca2+ 
intracitoplasmático semelhantes às observadas durante 
o processo de fertilização (Bos-Mikich et al., 1993) ou 
o ionoforo de Ca2+ (Brevini et al., 2011) para ativação 
partenogenética de oócitos humanos imaturos ou falhas 
de fertilização como alternativa para geração de células-
-tronco embrionárias humanas (CTEh). Este estudo obje-
tivou testar dois sistemas de ativação partenogenética, 
pelo sal SrCl2 e pelo ionoforo de Ca2+ A 23187, em oócitos 
humanos descartados de ciclos de RA, para a elaboração 
de um protocolo eficaz de ativação e desenvolvimento 
embrionário partenogenético humano com a finalidade 
de derivação e formação de colônias de CTEh com grau 
clínico pré-boas práticas de manufatura (cGMP).  Devi-
do a relativa pequena disponibilidade de gametas huma-
nos encaminhados à pesquisa e a facilidade de obtenção 
de ovários bovinos de abatedouro, o trabalho utilizou 
também este modelo animal para aumentar o numero 
amostral e a confiabilidade nos resultados alcançados. O 
modelo bovino foi escolhido por ser o que mais se apro-
xima da fisiologia ovariana e oocitária da mulher, sendo 
uma espécie mono-ovulatória, e com a formação de 
um folículo dominante, situações semelhantes àquelas 
encontradas em ovários humanos (Bianchi et al., 2010). 
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesqui-
sa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEP-
-UFRGS).

Material e Métodos
Oócitos humanos
Oócitos humanos imaturos (MI) ou maduros (MII) cole-
tados em ciclos de estimulação hormonal controlada que 
não fertilizaram após inseminação por FIV ou ICSI foram 
encaminhados ao estudo após concordância e assinatura 
de um termo de consentimento livre e esclarecido por 
parte dos casais envolvidos em tratamentos de RA no 
Centro de Pesquisa e Reprodução Humana Nilo Frantz 
(CPRHNF). 
Os oócitos coletados imaturos em metáfase I foram 
expostos a 10mM de SrCl2+ (Sigma) em meio Human 
Tubal Fluid (HTF-Irvine) por 22hrs e cultivados por até 
48hrs em meio HTF para observação de progresso além 
da MI e neste caso, encaminhados à meio HTF acrescido 
de 10mMSrCl2 e 5µg/ml de citocalasina D.  
Oócitos em MII que não mostraram sinais de fertiliza-
ção até 24 a 30hrs após inseminação por FIV ou ICSI 
foram encaminhados á ativação em meio HTF contendo 
10mM SrCl2+ por 4 ou 22 hrs ou em meio suplementado 
com 5mM de ionoforo de Ca2+ (A 23187, Sigma). Após 
a exposição ao meio de ativação, todos oócitos e poten-
ciais zigotos partenotes foram cultivados em meio Global 
(LifeGlobal) até parada do desenvolvimento ou estágio de 
blastocisto. O desenvolvimento embrionário foi aferido a 
cada 24 horas. 

Oócitos bovinos
Oócitos bovinos foram aspirados de ovários de abatedou-
ro trazidos ao laboratório à aproximadamente 30-350C 
até 4hrs após o abate. Os complexos cumulus-oócito 
(COCs) de boa qualidade (células do cumulus compac-
tas e ooplasma homogêneo) foram maturados por 24 
horas em meio TCM 199 (Forell, 2008). Após o período 
de maturação, os oócitos foram expostos ao SrCl2 por 
4, 8 e 20hrs. A seguir, comparou-se o melhor resulta-
do obtido com o sal, com os resultados alcançados pelo 

tratamento por 5 minutos em meio contendo Ionoforo de 
Ca2+ (Wang et al., 2008) seguido de 3 ou 3.5 hrs em meio 
suplementado com 6-DMAP. Após as ativações, os COCs 
foram cultivados em meio Synthetic Oviduct Fluid (SOF) 
e avaliados às 48 e 168 hrs de desenvolvimento in vitro 
em atmosfera de 5% de CO2 a 38.5º.C. Devido a difi-
culdade de visualização dos pronúcleos em zigotos bovi-
nos, as taxas de ativação basearam-se na constatação 
de clivagem, 48hrs após exposição ao agente ativador. 
Foram realizadas 3 ou 4 réplicas de cada experimento de 
ativação. 

Resultados
Dentre os 18 oócitos coletados em MI e deixados por 
22hrs em presença do sal SrCl2  6 (33%) atingiram MII 
sem haver progresso à formação de pronúcleos e desen-
volvimento embrionário, após subseqüente exposição ao 
SrCl2 acrescido de citocalasina D.  
A Tabela I mostra os resultados de ativação de oócitos 
humanos em MII que falharam a fertilização e foram 

Tabela I. Resultados de ativação e desenvolvimento 
embrionário de oócitos humanos após exposição ao SrCl2

4 horas 22 horas

Nº de oócitos expostos ao Sr2+ 31 46

No. Oócitos com Pn (%) 3/31 (9,6) 3/46 (6,5)

Nº Clivagem /No. exposto(%) 2/31 (6,4) 3/46 (6,5)

No. Mórulas/No. Exposto (%) - 1/46 (2,1)

Nº de Mórulas/No. clivagem (%) - 1/3 (33)

Tabela II. Resultados de ativação de oócitos bovinos com 
diferentes períodos de exposição ao SrCl2

4 horas 8 horas 20 horas

Número de Repe-
tições 3 4 4

Nº de COCs em 
IVM 45 49 63

Nº de COCs 
expostos ao Sr2+ 38 44 57

Nº Clivagem /No. 
exposto(%) 1/38 (2,6) 7/44 ( 15,9) 15/57 (26,3)

No. Mórulas/No. 
exposto (%) 2/ 57 (3,5)

Nº de Mórulas/No. 
clivagem (%) - - 2/15 (13,3)

Tabela III- Resultados comparativos de ativação de oóci-
tos bovinos com SrCl2 e ionoforo de Ca2+ com diferentes 
períodos de exposição ao 6-DMAP

Sr2+ 20h
Ca2+ 

/6-DMAP 
3hrs

Ca2+/6-
-DMAP 
3,5hrs

Número de  
Repetições 3 3 4

Nº de COCs em IVM 41 100 77

Nº de COCs expostos 
ao Sr2+ ou Ionof de 
Ca2+

35 95 67

Nº Clivg/ 
No. exposto (%) 11/35 (31,4) 45/95 (47) 52/67 (69)

No. Mor.ou blast/ 
No. expostos (%) 3/35 (8,3) 1/45 (2,2) 12/52 (23)

Nº de Mórs/
No.clivagem (%) 3/11 (27,2) - -

Nº de blats/
No.clivagem(%) - 1/45 (2,2) 12/52 (23)
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encaminhados à ativação partenogenética com SrCl2. 
Dentre o total de 46 oócitos, 36 provieram de falhas de 
fertilização por ICSI e deles foram gerados os parteno-
tes. Dez oócitos provenientes de uma falha de fertilização 
por FIV não apresentaram quaisquer sinais de ativação. 
Subseqüentemente, sete oócitos, falhas de fertilização 
por ICSI foram expostos ao ionoforo de Ca2+ sendo que 
2 destes apresentaram pronúcleos e clivagem até estádio 
de 2 e 4 células.
Na primeira fase dos experimentos com oócitos bovinos 
(Tabela II), 157 COCs foram maturados in vitro por 24 
hrs. Destes, 139 COCs foram expostos à meio contendo 
10mM SrCl2 por 3 diferentes períodos, conforme mostra 
a Tabela II. As taxas de clivagem foram progressivamen-
te maiores, 2.6%, 15.9% e 26.3% conforme aumentou 
o período de cultura em presença do sal de 4 para 8 e 
20 hrs, respectivamente. Houve a formação de 2 móru-
las após 20hrs de exposição dos COCs ao meio conten-
do Sr2+, sem a formação de qualquer blastocisto (13.3% 
de desenvolvimento sobre o total ativado). Na segunda 
etapa dos experimentos (Tabela III), 41 COCs matura-
dos in vitro por 24 hrs foram expostos ao meio contendo 
10mM SrCl2 por 20hrs e 100 e 77 COCs foram ativados 
por exposição ao ionoforo de Ca2+ por 5min seguidos de 
3 e 3.5hrs de exposição ao 6-DMAP, respectivamente. 
Nesta série de experimentos, o índice de ativação e cliva-
gem até o estádio de mórula com SrCl2 foi de 31.4% 
e 27.2%, respectivamente. Os resultados com ionofo-
ro de Ca2+ mostraram índices de ativação de 47 e 69% 
nos grupos seguidos de 3hrs e 3.5hrs de exposição ao 
6 DMAP, respectivamente, resultados estatisticamente 
diferentes daqueles alcançados com o sal de Sr2+. Ainda, 
no grupo ativado com o ionoforo e exposto por 3hrs ao 
6-DMAP, houve a formação de um blastocisto (2.2%) e no 
grupo exposto por 3.5hrs houve a formação de 12 blas-
tocistos ou 23% dos oócitos que clivaram após ativação. 

Discussão
Os resultados de ativação e clivagem de oócitos humanos 
com o SrCl2 aqui descritos são inferiores àqueles apresen-
tados por outros autores utilizando outros sistemas de 
ativação (De Fried et al., 2008), indicando que este talvez 
não seja o melhor método de indução do desenvolvimen-
to partenogenético para oócitos humanos. Os experi-
mentos com ionoforo de Ca2+ parecem mais promissores, 
apesar de que o número reduzido de oócitos expostos ao 
agente não nos permite concluir que este seja um siste-
ma o melhor de ativação para humanos. Os resultados 
com oócitos bovinos corroboram os resultados com SrCl2 
em humanos e reforçam a sugestão de que o ionoforo de 
Ca2+ seja o agente mais apropriado para induzir a parte-
nogênese em oócitos humanos e bovinos.  De Fried e 
colaboradores (2008) já haviam relatado a indução do 
desenvolvimento partenogenético de oócitos humanos 
utilizando a ionomicina, outro ionoforo de Ca2+ com resul-
tados muito satisfatórios de ativação e desenvolvimento 
ao estágio de blastocisto. Entretanto, o SrCl2 foi utiliza-
do com sucesso para induzir a formação de pronúcleos 
e desenvolvimento embrionário humano em casos de 
falha de fertilização por ICSI (Kyono et al., 2009), e em 
bovinos produziu índices de ativação e desenvolvimento 
embrionário ao estágio de blastocisto entre 34 e 53% e 
entre 11 e 13% , respectivamente (Méo et al., 2005). 
Uma das possibilidades da dificuldade em ativar oócitos 
humanos com o sal seria a idade pós-coleta dos gametas 
no momento da ativação. Em murinos, a ativação ocor-
ria 2 horas após a coleta dos oócitos (Bos-Mikich et al., 

1997) e em bovinos 2hrs após 24 hrs de maturação in 
vitro dos gametas (Méo et al., 2005). Outra possibilidade 
para o baixo índice de ativação em oócitos humanos seria 
a presença de Ca2+ e Mg2+ no meio de ativação, confor-
me observaram Méo e colaboradores (2005), corroboran-
do resultados apresentados anteriormente em murinos 
(Bos-Mikich et al., 1995; 1997). 
Linhagens de CTEh partenogenéticas já foram descritas 
na literatura (Mai et al., 2007; Lin et al., 2007; Revazova 
et al., 2007). Estas linhagens, como a grande maioria das 
linhagens existentes de CTEh não têm potencial de uso 
clínico por terem sido geradas em presença de compo-
nentes animais no meio de derivação ou de proliferação 
e crescimento das colônias. A partir dos resultados alcan-
çados com estas séries experimentais partiremos para a 
derivação em substrato definido visando a produção de 
linhagens de CTEh partenogenéticas livres de componen-
tes animais para futuro emprego terapêutico em medici-
na regenerativa. 
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Resumo
Objetivo: A idéia de congelar oócitos e consequentemen-
te evitar problemas éticos, religiosos e administrativos 
que o congelamento de embriões pode gerar, trás outra 
preocupação: Poderia congelando oócitos e consequente-
mente inseminando menos oócitos diminuir a chance de 
gravidez para os casais usando Técnicas de Reprodução 
Assistida? Nossa clínica vem congelando oócitos desde 
2000; desta forma estes dados foram avaliados para 
responder esta questão.  Este estudo foi observacional 
retrospectivo, com o objetivo de comparar resultados de 
pacientes que decidiram congelar oócitos versus aque-
les pacientes que decidiram inseminar todos os oócitos 
nestes últimos 11 anos.
Material e métodos: Nossos dados, de 2000 a 2010, 
incluem congelamento de oócitos pelo método lento e por 
vitrificação. Todos os pacientes com mais de 10 oócitos era 
oferecido à possibilidade de criopreservar os seus oócitos.  
Um total de 2106 ciclos foi comparado, destes, em 372 
ciclos os pacientes decidiram criopreservar oócitos. Quando 
os pacientes decidiram congelar oócitos, o número de oóci-
tos inseminados (de 5-8) dependendo da idade da mulher, 
enquanto que os outros oócitos eram congelados. Todos 
os pacientes seguiram o protocolo de inseminação, cultivo 
e transferência da clínica. No dia da aspiração folicular, os 
pacientes iniciavam a utilizar 90mg de progesterona vaginal 
gel diariamente.  Progesterona era administrado até o teste 
de hCG, e aqueles pacientes que apresentavam resultados 
acima de 25UI/mL, progesterona era mantida até 12 sema-
nas de gestação. A transferência de embriões foi realiza-
da com cateter, sob controle de ultra-som. Resultados: 
Diferença estatística foi observada no número de oócitos 
inseminados, taxa de fertilização, e média de embriões 
transferidos (p<0.05), enquanto que taxa de implantação e 
gestação clinica não houve diferença (p>0.05).
Conclusões: Desta forma estes resultados mostram que 
inseminando seis oócitos não diminui a chance de gravi-
dez dos casais. 
Palavras chave: taxa de gravidez, taxa de fertilização, 
oócito, criopreservação 

Abstract
Objective: The idea of freezing oocytes and consequent-
ly avoiding all ethical, religious, and administrative prob-
lems that frozen embryos might generate, brings anoth-
er concern: Could freezing oocytes and consequently 
inseminating less fresh oocytes decrease the chance 
of pregnancy to the couples using ART?  Our clinic has 

been freezing oocytes since 2000; therefore these data 
were evaluated to answer this question.  This study was 
an observational retrospective cohort, with the objec-
tive to compare results from patients that decided to 
freeze oocytes versus those patients that have decided to 
inseminate all oocytes for the last 11 years. 
Material and Methods: Our data, from 2000 to 2010, 
includes frozen oocytes from slow freezing and vitrification 
techniques.  All patients with more than 10 oocytes were 
offered the possibility to cryopreserve their oocytes.  A total 
of 2106 cycles were compared, from those, in 372 cycles, 
the patients decided to cryopreserve oocytes.  When the 
patients decided to freeze oocytes, the number of oocytes 
inseminated (from 5-8) depended on the women’s age, 
while the extra oocytes were frozen. All patients followed 
clinical protocol for insemination, culturing and transferring 
embryos.  On the day of follicular aspiration, the patients 
started using 90mg progesterone vaginal gel daily.  Proges-
terone was maintained until the hCG blood test, and for 
those patients with results above 25UI/mL, progesterone 
was kept until 12 weeks of pregnancy. The embryo transfers 
were performed with a catheter, under ultrasound control.  
Results: Statistical difference was observed in the 
number of oocytes inseminated, rate of fertilization and 
average of embryo transfer (p<0.05), but not in implan-
tation and clinical pregnancy rates (p>0.05). 
Conclusions: Therefore these results have shown that 
inseminating 6 oocytes did not decrease any chance of 
pregnancy to the couples. 
Key words: pregnancy rate, fertilization rate, oocyte, 
cryopreservation,  

Introduction 
Embryo cryopreservation techniques have improved, 
allowing storage of viable surplus embryos for an indefi-
nite period of time.  However, the disposition of surplus 
frozen embryos has sparked significant debate regarding 
the disposition of these embryos when they are no longer 
required of their parents or the parents die.  A possible 
solution to this problem is to cryopreserve supernumer-
ary oocytes rather than embryos (Azambuja et al., 2011). 
The first birth of a baby after oocyte cryopreservation 
occurred in 1986 (Chen, 1986).  Since then, improve-
ments in technology have made this a feasible possibility 
for young women at risk of premature ovarian failure, 
and for those women who require radiotherapy or chemo-
therapy for cancer. Among other indications there is the 
possibility of freezing oocytes in order to avoid all ethi-
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cal, religious, and administrative problems that frozen 
embryos might generate.  Therefore it means that less 
oocytes would be inseminated.  This may bring another 
concern: Could frozen oocytes and consequently insemi-
nating less fresh oocytes decrease the chance of preg-
nancy to the couples using ART?  This is a concern that 
the literature has not tried to address yet. Our clinic has 
been freezing oocytes since 2000; therefore these data 
were evaluated to try to answer this question.  This study 
had the objective to compare the fertilization, cleavage, 
pregnancy, and implantation rate between patients that 
decided to freeze oocytes versus those patients that have 
decided to inseminate all oocytes for the last 11 years. 

Materials and Methods
Study design and patient characteristics
This was an observational retrospective cohort study.  The 
study population consisted of patients who sought medical 
assistance for treating conjugal infertility.  The data were 
collected from the medical records at the clinic between 
2000 and 2010, with administrative authorization.  All 
the patients were informed and gave signed informed 
consent before the fertilization treatment, granting their 
data for scientific purposes.  The patients that did not 
wish to freeze supernumerary embryos and had frozen 
oocytes were included in this data. The oocytes were 
frozen either by using slow freezing or vitrification tech-
niques.  All patients with at least 10 oocytes were offered 
the possibility to cryopreserve their oocytes, regardless 
of their age.  A total of 2106 cycles were compared, from 
those, in 372 cycles, the patients decided to cryopreserve 
oocytes.  When the patients decided to freeze oocytes, 
part of oocytes were inseminated (from 5-8) depending 
on the women’s age, while the other part of the oocytes 
were frozen (Group 1). The mean maternal age for this 
group was 32.7.  Group 2 had a mean maternal age of 
34.8 years and consisted of patients inseminating a mini-
mum of 08 oocytes.  Even inseminating a maximum of 
5 eggs (group 1), there were some viable embryos that 
needed to be frozen after fresh transfer (this possibility 
was also included in the informed consent).  

Freezing oocytes
The cryopreservation protocol consisted of a slow 
freezing-rapid thawing method, using a choline based 
medium.  After 2-4 h of incubation in HTF® (human 
tubal fluid, Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA) 
supplemented with 7.5% SSS (Serum Substitute Supple-
ment, Irvine Scientific, Santa Ana, California, USA) the 
oocytes were transferred to a 4-well dish (Nunclon, 
Roskilde, Denmark) where removal of the cumulus cells 
were performed.  Aproximatelly 6-7 good quality MII 
oocytes were fertilized by ICSI (Intracytoplasmic Sperm 
Injection), and a minimum of 6 oocytes were cryopre-
served.  The oocytes, to be frozen, were then placed in a 
Choline based medium with 1.5M PrOH for 15 min, and 
then held for an additional 15 min in a Choline based 
medium with 1.5M PrOH plus 0.2M sucrose (Stachecki 
et al., 1998).  The oocytes were loaded in plastic straws 
(IMV International, Minneapolis,Mn, USA) and transfer-
red into a programmable freezer: Freeze Control (Cryolo-
gic CL 8000, Victoria, Australia).
The initial chamber temperature was 20°C.  The tempe-
rature was slowly reduced to –7°C at a rate of –2°C/
min.  Ice nucleation was induced manually at –7°C.  After 
holding for 10 min at –7°C, the straws were cooled slowly 
to –33°C at a rate of 0.3°C/min, rapidly cooled to –120°C 
and held for approximately 10-15 minutes to allow stabi-
lization of the final temperature, and then transferred 

into liquid nitrogen tanks for storage until thawing.
The cryotop method for oocyte vitrification was used as 
previously described (Kuwayama et al., 2005). Oocytes 
were equilibrated in 7.5% (v/v) ethylene glycol (EG) + 
7.5% dimethylsulfoxide (DMSO) in TCM 199 medium 
+ 20% synthetic serum substitute (SSS) referred to as 
equilibium solution-ES at room temperature for 15 minu-
tes.  The oocytes were then placed into “ vitrification 
solution-VS” that was the same as “ES” except that the 
concentrations were 15% ethylene glycol + 15% DMSO 
+ 0.5M sucrose.  After 1 minute in this solution, oocytes 
were placed on the cryotop strip (Kuwayama et al., 2005) 
and immediately submerged into new liquid nitrogen.  

Stimulation and endometrial preparation
The use of Gonadotropin Releasing Hormone Analogue 
(a-GnRH) started on the second phase of the menstrual 
cycle prior to the IVF cycle (down regulation). It is done by 
sequential administration of the medication until it reaches 
a complete pituitary blockage, shown by serum levels of 
estradiol less than 40pg/ml. After that, the gonadotro-
pins are added to stimulate the follicular development. 
The gonadotrophins were administered until the follicles 
reach 18-20mm, when the human chorionic gonadotro-
phin (hCG) is administered.  After 33-36 hours the admi-
nistration of hCG the oocytes were retrieved.  On the day 
of oocyte retrieval the patients started with progesterone 
gel 8%.  The semen preparation and insemination were 
performed accordingly to laboratory’s procedure. The ferti-
lization was checked 18-20 hours after the insemination. 
The criteria for normal fertilization were the presence of 2 
pronuclei and 2 polar bodies. The embryos were observed 
daily and on the day of the transfer were selected based on 
best morphological aspect (Red Latino Americana, 1998).
The embryo transfer to the uterus was done on the 
second or third day after the follicle aspiration, guided 
by ultrasound. Clinical pregnancy was confirmed with 
the presence of a gestational sac and fetal heart beat on 
ultrasound exam.  Progesterone supplement were kept 
until 12 weeks of pregnancy.

Statistical Analysis
The average oocytes inseminated, and average of 
embryos transferred were compared through Mann-
-Whitney test (p<0.05), while the fertilization, cleavage, 
implantation, and pregnancy rates were compared throu-
gh the chi-square test (p<0.05).

Table 1. Results from patients that choose to freeze oocytes 
versus patients that decided to inseminate all oocytes.

Groups
1

(Freezing 
Oocytes)

2
(All Oocytes 
Inseminated)

Cycles, n 372 1734
Average Women Age (±SD) 32.3 (± 4.2) 34.8(± 4.8)
Oocytes Inseminated, n 2414 17688
Average Oocytes Insemi-
nate (±SD)* 6.5(± 0.9) 10.2(± 4.5)

Oocytes Fertilized, n (%)* 1893 (78.4) 13090 (74.0)
Embryos Cleaved, n (%) 1840 (97.2) 12731 (97.2)
Average Embryo Transfer 
(±SD)* 2.4( ± 0.7) 3.1(± 0.9)

Pregnancies, n (%) 214 (57.5) 924 (53.3)
Clinical Pregnancies, n (%) 186 (50.0) 793 (45.7)
Implantation, n (%) 266 (29.7) 1211 (22.3)
Live Birth/ on going preg-
nancies, n (%)* 164 (44.1) 665 (38.4)

*p<0.05
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Results/Discussion
As shown in table 1, in 372 cycles the patients decided 
to freeze part of their oocytes, and in 1734 cycles, the 
patients decided to inseminate all oocytes.  Statistical 
difference was found in the number of oocytes insemina-
ted, fertilization rate, number of embryos transferred, and 
the delivery rate between the 2 groups (p<0.05).  
The difference in the number of oocytes inseminated (6.5 
versus 10.2) in each group was related to the desire of 
the patients to not freeze supernumerary embryos.  All 
patients were informed that sometimes even inseminating 
a maximum of 5 oocytes, it decreases but does not elimi-
nate the chance to freeze embryos. The fertilization rates 
were significantly different between groups (P<0.05), as 
this value for group 1 was 78.4%, whereas for group 2 
was 74%.  A possible explanation for this difference, since 
all oocytes were fresh and all submitted to the same labo-
ratory procedure, might be related to the fact that the 
oocytes inseminated in group 1, where submitted to a 
preselection, where the best oocytes with a uniform cyto-
plasm and no vacuoles where chosen to be inseminated, 
while in group 2 all Metaphase II oocytes were insemina-
ted.  Our overall fertilization rate in the clinic is about 78%, 
which is similar to obtained in group 1.  In both groups 
the fertilization rate, were higher than the 67% observed 
when fresh oocytes from donor cycles were used (Nagy 
et al., 2009), and lower than the 82.2% found in another 
group (Cobo et al., 2008) also using donor cycles, were the 
mean age was 26.7 years old.  Also, the average embryo 
transfer was statistically different between the 2 groups 
(p<0.05): an average of 2.4 embryos transferred for group 
1 where part of the oocytes where inseminated versus 3.1 
embryos/transfer in group 2 where all oocytes were inse-
minated.  This might be related to the patient’s age, since 
the mean age was different between both groups, and 
until recently, patients above 35 years old, had 3 embryos 
transferred.  However, even transferring more embryos in 
group 2, this did not result in higher clinical pregnancy, 
or implantation rates (p>0.05) when compared to group 
1.  The literature reporting double embryo transfers has 
obtained similar clinical pregnancies rates from 35.8 to 
44% (Martikainen et al., 2001; Thurin et al., 2004; Lukas-
sen et al., 2005, Van Moonfort et al., 2006), lower than our 
50%, and 45.7 pregnancy rates observed in groups 1 and 
2 respectively, although the average of 3 embryo/transfer 
in group 2.  The implantation rate observed in our paper 
(29.7 and 22.3%) was lower than the 34.3% reported in 
the double embryo transfer study (Moustafa et al., 2008). 
However it was higher than the 17.2% implantation rate 
observed, when a mean of 2.2 embryos per transfer were 
performed (Aflatoonian et al., 2010).  Considering that this 
paper reports data from the past 10 years, it may explain 
why the mean of 3 embryos were transferred in group 2.  
Also the main point of this report was the number of matu-
re oocytes that each patient had available for insemination 
or freezing regardless their age for each cycle. This factor 
may reflect the average of embryos transferred in both 
groups, but specifically in group 2.  The 44.1% delivery 
rate in group 1 was higher than the 38.4% found in group 
2.  This difference may change since many pregnancies 
are still ongoing, however these results are similar to the 
42% observed in a meta- analysis report where included 8 
reports (McLernon  et al., 2010).  

Conclusions
These results have shown that inseminating from 5-8 
fresh oocytes did not decrease any chance of pregnancy to 
the couples submitted to an ART.  Therefore the possibility 
to freeze oocytes does not decrease any chance to get the 

couples pregnant, and should be used worldwide in those 
cases where the patients do not wish to freeze embryos.
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Resumen
El artículo de  Andrew Solomon: “Meet my real modern 
family”, publicado  en la revista Newsweek del 7/2/2011 
amerita una reflexión crítica desde la perspectiva bioéti-
ca, ya que las nuevas configuraciones familiares emergen 
como consecuencia de las prácticas médicas aplicadas en 
el campo de la reproducción asistida y del reconocimien-
to del matrimonio igualitario en nuestro país. Si bien es 
cierto que la mutua implicación entre oferta tecno – cien-
tífica y demanda social fue corriendo progresivamente los 
límites de lo posible y de lo imaginable, nos encontramos 
hoy ante realidades que aún carecen de sustrato ético, 
legal y psicosocial. 
Qué sucede cuando una pareja lésbica recurre a un 
espermodonante gay conocido para realizar insemina-
ciones  artificiales a una de ellas, naciendo luego una 
niña y un niño? ¿Y cuando ese mismo genitor se une en 
matrimonio igualitario con un hombre que ya es padre 
de una niña concebida mediante fertilización in vitro con 
una mujer amiga, evitando así el contacto heterosexual? 
¿Y cuando luego de casarse los dos gays  tienen un hijo 
propio mediante ovodonación y alquiler de útero, siendo 
la locadora la lesbiana que se había inseminado con el 
semen de la pareja del gay y la donante de ovocitos una 
voluntaria anónima? 
Si bien el feliz relato del autor coincide con la foto familiar 
integrada por los cuatro niños y las tres parejas convi-
viendo felices y en armonía, a los especialistas en repro-
ducción asistida  nos  caben  interrogantes, sobre:
1) ¿qué tipo de infertilidad se está paliando en casos 
como éstos?
2) ¿todo aquello que no está prohibido deberíamos consi-
derarlo permitido?
3) ¿qué tipo de relaciones legales, afectivas y socia-
les habilitan estas prácticas entre los padres, entre los 
padres y el entorno y entre los padres, su entorno y los 
hijos advenidos?
Las reflexiones sobre estas nuevas familias homoparen-
tales concretadas por la  disponibilidad de la tecnología 
reproductiva, nos lleva a plantear si no  sería conveniente 
limitar su aplicación hasta que se disponga de un marco 
regulatorio surgido de un debate inclusivo, fundado en 
una ética que se estructura en base al diálogo y la comu-
nicación.
Palabras Claves: tecnología reproductiva , inseminaci-
ón, identidad de género

Abstract 
Bioethical reflections  about homoparental couples and 
the reproductive technologies
Andrew Solomon´s article“Meet my real modern fami-
ly” published in the Newsweek magazine on February 

7th. 2011 deserves a critical reflection from a bioethical 
perspective, because the new family configurations arise 
as a consequence of medical practices applied in the field 
of the assisted reproduction and the legal recognition of 
gay marriage  in our country.
Although it’s true that the mutual implication between 
the techno-scientific offer and the social demands were 
progressively running the limits of what’s possible and 
imaginable, we face today realities that  don’t have either 
legal or psychosocial substrate.
What happens  when a lesbian couple draw on a known 
gay sperm donor  with the aim of inseminating artificially 
one of these women, and as consequence of this practice 
a baby is born? And if this same man marries through 
an equal marriage  another man, who is the father of a  
girl born through In Vitro Fertilization -to avoid sexual 
intercourse - with the egg of a female friend who marries 
then a heterosexual man? And when after marriage both 
gay men decide to have their own child with an anony-
mous egg and an the surrogated womb of the lesbian 
woman who gave birth to the 2  children conceived with 
the sperm of one of the men ?
Although the author´s happy story matches with the 
family pictures of the 4 children and the 3 couples inter-
acting happy and harmonious, as  assisted reproduction 
specialists we can question ourselves about:
What kind of infertility are we treating/palliating en cases 
like these?
Should everything what is not forbidden be considered 
as allowed?
What kind of legal, emotional and social relationships 
emerge from these practices between parents, parents and 
their environment and between them and their children?
The reflections about the homoparental families   build 
thanks to the available reproductive  technologies lead 
us to consider  whether it would be  desirable to restrict 
their application  until a regulatory frame emerges from 
acceptable moral ethical consensus.
Key words: assisted reproductive technologies; lesbian 
insemination;  surrogacy

Resumo
O artigo de Andrew Solomon: “Conheça minha verda-
deira família moderna”, publicado na revista Newswe-
ek 2011/07/02 merece uma reflexão crítica a partir 
da perspectiva da bioética, como as novas configu-
rações familiares surgem como resultado de práticas 
médicas aplicadas no campo da reprodução assistida 
e reconhecimento do casamento igual no nosso país. 
Embora seja verdade que a dependência mútua tecno-
científica e demanda  social esteja  ocorrendo progres-
sivamente nos limites das possibilidades e da imagi-
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nável, somos agora confrontados com realidades que 
ainda não têm substrato ético, jurídico e psicossocial.  
O que acontece quando um casal de lésbicas usa  um  
doador de semen conhecido de ambas, também homoa-
fetivo, para inseminação artificial, resultando uma meni-
na e um menino? E quando esse mesmo genitor ingressou 
em igualdade no casamento com um homem que é pai de 
uma criança concebida através de fertilização in vitro com 
um amigo da mulher, evitando o contato heterossexual? 
E quando, depois de casar os dois homens  têm o seu 
próprio filho por meio de doação de óvulos e de cessão 
temporária de utero, a carreadora sendo a lésbica que 
tinha sido inseminada com  o sémen do casal de homens 
e uma doadora voluntária de oócitos anonimamente?  
Embora  a história feliz do autor mostre o retrato fami-
liar composto por quatro crianças e três casais que 
vivem juntos, felices e em harmonia, aos especia-
listas em reprodução assistida resta-nos  questões:  
1) Que tipo de infertilidade est[a se  atenuando em tais casos?  
2) Tudo o que não é proibido é permitido?  
3) Que tipo de relações jurídicas, sociais e emocionais 
capacitam tais práticas entre os pais, entre pais e seu 
entorno, entre os país, seu entorno e as crianças advindas?  
Reflexões sobre essas novas famílias homoafetivas torna-
das reais pela disponibilidade da tecnologia de reprodu-
ção, nos levam a questionar se não seia  conveniente 
limitar a sua aplicação enquanto se aguarda a disponi-
bilidade de uma regulamentação, a partir de  um  deba-
te abrangente, com base em uma ética que está se 
estruturando em torno do diálogo e a da comunicação.  
Palavras-chave: tecnologia reprodutiva,  inseminação, 
identidade de gênero.
   
Reflexión Bioética
La aparición de un artículo reciente en una conocida 
revista de divulgación, escrito por un periodista gay acer-
ca de la conformación de su muy moderna familia, nos ha 
motivado para hacer algunas reflexiones bioéticas acerca 
del tema ( Solomon, 2011).
Sucintamente, el periodista gay - previo a contraer matri-
monio con su pareja del mismo sexo - había tenido una 
hija a la que reconoció legalmente como suya, mediante 
una FIV con una amiga. Anteriormente, su pareja  había 
sido el donante no anónimo en la inseminación de una 
mujer lesbiana casada con otra lesbiana. De esta mane-
ra, la pareja de lesbianas tuvo dos hijos, los cuales tienen 
genitores idénticos .
Si bien ambos miembros de la pareja gay tenían descen-
dientes directos, quisieron tener otro hijo “propio”. Recur-
rieron a una donante voluntaria  anónima para la obten-
ción de los óvulos. La mamá lesbiana que había parido 
a sus dos hijos, a modo de agradecimiento por el gesto 
que tuvo su amigo, decide alquilarle el útero a éste y  a 
su  pareja. El semen utilizado fue  el del varón que tenía 
una hija. A su vez, la mamá  de esta niña  posteriormente 
formó una pareja  heterosexual. Por lo tanto, se podría 
afirmar que estas tres parejas independientes, dos igua-
litarias y una heterosexual, están emparentadas por sus 
hijos gracias a la tecnología reproductiva. De los cuatro 
hijos de los dos gays, dos son hermanos genéticos, dos 
son medios hermanos y uno de ellos  hermano biológico 
de los dos hermanos genéticos debido a que fue gestado 
en el mismo vientre que ellos (Fig 1).
El artículo de  Andrew Solomon: “Meet my real modern 
family”, publicado  en la revista Newsweek del 7/2/2011 
amerita una reflexión crítica desde la perspectiva bioéti-
ca, ya que la tecnología reproductiva coadyuvó al surgi-
miento de las nuevas configuraciones familiares. 
La bioética es un  saber interdisciplinario, emergente en 

la segunda mitad del siglo XX,  que pone en diálogo a la 
ciencia y la ética. Entre otras cosas, la bioética impulsa 
un nuevo modelo de relación médico – paciente,  cues-
tionando y modificando el modelo vigente de paternalis-
mo médico. Pero a partir de su surgimiento y ante  los 
crecientes adelantos diagnósticos y terapéuticos de las 
ciencias de la salud, la bioética  fue  ampliando su ámbito 
de aplicación.
Si bien es cierto que la mutua implicación entre oferta 
tecno – científica y demanda social fue corriendo progre-
sivamente los límites de lo posible y de lo imaginable, 
nos encontramos hoy ante realidades que aún carecen de 
sustrato legal y psicosocial.	
Es bien reconocido que los pilares básicos de la bioética 
son  los principios de  autonomía,  beneficencia,   no 
maleficencia y justicia. Este último se torna especialmen-
te relevante  ante los casos dilemáticos emergentes de  la  
medicina reproductiva, ya que ésta terceriza una  función 
biológica  natural que tiene como destinatario a un niño 
por nacer.
Veamos entonces las múltiples implicaciones de la singu-
laridad de  la familia de Andrew Solomon a través de la 
perspectiva bioética: 
I. Las técnicas de fecundación asistida, no reguladas 
aún en nuestro país, han desarrollado y demostrado una 
notable eficacia como medio terapéutico para obviar la 
esterilidad de una pareja heterosexual. Sin  embargo 
cuando aparecieron estas técnicas, ni el contexto, ni las 
circunstancias socio-políticas, ni tampoco la moral enton-
ces vigente, admitían su aplicación a parejas que no 
fueran heterosexuales. Con el  transcurso del tiempo se 
fueron  alejando cada  vez más de su finalidad originaria, 
y en la actualidad el espectro de “beneficiarios/ usua-
rios” de  estos  procedimientos  se fue ampliando  como 
respuesta a las más variadas y sofisticadas demandas 
sociales. También en este ámbito rigen las leyes de la 
oferta y  de la demanda.
En la República Argentina, la sanción de la ley 26.618 
que autorizó el matrimonio igualitario,  confirió a los 
contrayentes los mismos derechos y obligaciones que al 
matrimonio heterosexual.
II. Al acatar la voluntad de los contrayentes homosexua-
les, esta norma jurídica consagra indudablemente el prin-
cipio de autonomía y pone a la Argentina en un dudoso  
primer lugar dentro de Latino América, por haber abierto 
la posibilidad de que parejas homosexuales de varones 
tanto como de mujeres, reclamen la igualad en materia 
de reproducción. 
Sin duda  las parejas de mujeres homosexuales, podrán 

Fig 1. Árbol familiar
Tammy y Laura tuvieron  a Oliver y Lucy con el semen donado por John. 
Andrew previo a formar pareja con John tuvo a la pequeña Blaine recur-
riendo al fecundación in Vitro. Posteriormente Blaine forma una pareja 
heterosexual con Richard. 
Luego  la pareja John - Andrew tiene a  su propio hijo George producto 
del semen de Andrew con  ovocitos donados anónimamente y la gestación 
por Laura. De los cuatro hijos, dos son hermanos (Tammy y Lucy), dos son 
medios hermanos (George y la pequeña Blaine) y además George herma-
no biológico de Oliver  y Lucy ya que fue gestado por la misma madre. 



46 Artigo Original

JBRA Assist. Reprod. | V. 15 | nº3 | May-June / 2011

procrear mediante la inseminación con semen de banco 
o bien con espermatozoides recibidos mediante un coito 
con un varón que se preste a ello. En cambio, las pare-
jas de varones homosexuales, nunca podrían embarazar-
se por razones biológicas, debiendo entonces recurrir a 
técnicas de altísima  complejidad, utilizando la ovodona-
ción y el alquiler de un vientre.
Si se considerara estrictamente lo biológico no solo los 
homosexuales sino también las mujeres solas, mujeres 
añosas, mujeres sin útero y los varones con azoospermia 
quedarían excluidos de la posibilidad de usar la tecnología 
reproductiva para tener a sus hijos.
La  alternativa del alquiler de útero presenta  inconve-
nientes de toda índole, ya que un sujeto humano no 
puede ser el objeto de un  contrato de servicio. Desde 
Kant en adelante, los seres humanos  no pueden consi-
derarse como objetos de nada ni de nadie ya que solo 
se los puede reconocer como sujetos morales  y sujetos 
de derecho. Sin duda este es un reconocimiento relevan-
te para la bioética, entre otras cosas, porque amplía y 
profundiza el principio de justicia.                                                                       
Dada la especial significación que el derecho en gene-
ral atribuye a la vida humana y atendiendo al imperati-
vo kantiano mencionado, resulta ilícito convertir en un 
comercio a la vida humana, sea la de la gestante como 
la del embrión, feto o recién nacido (Platón “Las Leyes” 
Instituto de Estudios Políticos, Madrid 1960). Al primar la 
libertad de las acciones o de la conciencia por encima de 
los términos de un contrato,  la locadora del útero  podría 
retractarse en la entrega del nacido, o bien negarse a 
continuar su gestación. Asimismo la pareja gay locataria 
podría  arrepentirse del trato o no querer recibir al  naci-
do  por motivos diversos. Cualquiera de estas decisiones 
afectan  los derechos de un tercero que es la persona por 
nacer o ya nacida. 
Si bien los centros de reproducción asistida deben respe-
tar el principio de autonomía de las parejas homosexu-
ales masculinas, se impone anteponer un tiempo y un 
espacio de reflexión  entre los especialistas y los intere-
sados acerca del lugar del futuro hijo en el seno de una 
familia de estas características y su relación con el entor-
no social. Sí extrapoláramos esta situación a la conoci-
da doctrina del “wrongful birth”  cabría  interrogarse 
si el advenimiento de un niño a un hogar homoparental 
a través del alquiler de útero no terminaría causándole 
serios daños al ser discriminado, resistido y aun estig-
matizado socialmente. Esto podría dar  lugar a la acci-
ón resarcitoria aun contra sus padres, la gestante y los 
profesionales intervinientes, tal como se diera en Francia,  
en el caso Perruche, bajo otro supuesto fáctico ( Perru-
che,  Tribunal de Casación de Francia, 2000). 
En  la República Argentina la aprobación de la ley del 
matrimonio igualitario - sin haber contemplado las múlti-
ples implicancias y consecuencias que podrían conllevar 
- parecería legitimar la práctica el alquiler del útero, en 
tanto que para las parejas heterosexuales aún persiste la 
prohibición de  acceder a un útero subrogado por indica-
ción médica. 
III. La sanción de la ley 26.618 sobre el matrimonio igua-
litario  modifica radicalmente el concepto de  filiación 
de origen románico fundado en el ius sanguinis,  vigen-
te desde hace siglos en la mayoría de las legislaciones 
existentes.  De quien será el hijo nacido de una pareja  
lesbiana inseminada con semen de banco o dado altruis-
tamente por un varón, en ambos casos anónimamente?: 
lo razonable seria decir que es hijo de la lesbiana que lo 
dio a luz, ya que el parto determina la filiación , mientras 
que la otra mujer de la pareja lesbiana podría adoptar el 
hijo de su cónyuge. Sin embargo el reconocimiento del 

matrimonio igualitario hizo que se abandonara el vinculo 
filiatorio basado en el ius sanguinis, convirtiendo al naci-
do en hijo del matrimonio. De quién será el hijo naci-
do de una pareja gay obtenido mediante la inseminación 
de ovocitos donados con el semen de uno de ellos y la 
posterior transferencia a un útero alquilado?: lo razona-
ble sería decir que es hijo del varón que aportó su semen 
y de la mujer que lo gestó, pero al abandonarse el vínculo 
filiatorio basado en el ius sanguinis, el niño es hijo de dos 
padres, sin importar  el origen de las gametas ni tampo-
co quién lo ha gestado y parido. Por todo lo dicho, el 
matrimonio igualitario facilita todas estas prácticas en la 
medida que todos los actores involucrados  cumplan con 
lo pactado. Pero  si éstos no cumplieran lo acordado,  se 
originarían  ríspidos y bochornosos juicios ante los Tribu-
nales en los que predomina la formación romanística de 
los Magistrados, muchos de los cuales tienen además, 
profundos vínculos de interés o educativos de raigambre 
católica, poco propensos a este tipo de “progresismos”. 
En definitiva si la finalidad de  la tecnología reproducti-
va es paliar la infertilidad, las parejas homosexuales por 
naturaleza son infértiles, por lo tanto serían merecedo-
ras de ser atendidas como cualquier pareja heterosexual. 
Esta demanda que emerge de  determinado grupo social  
nos lleva a redefinir y ampliar  el concepto de infertilidad. 
Sin embargo, también deberíamos interrogarnos   si  será 
suficiente contar solo con el respaldo legal para dar cabi-
da a una serie de situaciones para las cuales la sociedad 
carece de representación psíquica y social, no habien-
do siquiera denominaciones para estos nuevos formatos 
parentales. ( Rudinesco, 2002)
Como las  prácticas involucradas son técnicamente facti-
bles, deberíamos cuestionarnos más profundamente  
acerca de las implicaciones afectivas, sociales y legales, 
ya que como agentes de salud física y mental no solo 
nuestro accionar es terapéutico sino que fundamental-
mente debe estar al servicio de la prevención.  
Las reflexiones sobre estas nuevas familias homoparen-
tales nos llevan  a concluir que la ciencia  y los cien-
tíficos, actualizados y amparados por  la interdisciplina  
propia de la bioética, deberían ajustar el desarrollo de sus  
investigaciones y la aplicación de las mismas, a marcos 
regulatorios adoptados luego de consensos morales y 
éticos aceptables y aceptados por  toda sociedad plura-
lista (Engelhard, 1995). Por su parte ese colectivo social 
deberá establecer los mínimos morales referidos. Ellos se  
obtendrán a través de compromisos previos, que faciliten 
una estructura moral común, no única, lograda a partir de 
una ética de la comunicación. De esa forma con sustento 
en la argumentación y en la crítica fundamentada, según 
lo sostenido por Ricardo Maliandi (Maliandi, 2004) se 
puede lograr una ética convergente dotada de contenido 
( Gracia, 1989), única forma de rescatar a las personas 
como  unidades  bio-psico-sociales. 
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P1 - Ovarian reserve in women 
undergoing controlled ovarian 
hyperstimulation and intrauterine 
insemination is associated to clinical 
pregnancy rate but not to the 
number of ovulated follicles
Juan Enrique Schwarze, MSc 1,2,  Jose Balmaceda 1,,  
Ricardo Pommer 1
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2 Department Obstetrics and Gynaecology, 
Universidad de Santiago de Chile 

Abstract
Almost 10% of couples are faced with infertility. Probably, 
the most frequent treatment for it is controlled ovarian 
hyperstimulation with intrauterine insemination. Among 
its recognised prognostic factors for achieving pregnancy 
are:  age, number of ovulated follicles and ovulation-
induction protocol. Previously, we found that women with 
diminished ovarian reserve (DOR), as determined by the 
clomiphene citrate challenge test, had lower pregnancy 
rate that women with adequate ovarian reserve (AOR).
Material and methods: In this retrospective cohort 
study we explore whether the effect of ovarian reserve on 
the clinical pregnancy rate was mediated by the number 
of ovulated follicles.  We analysed 173 patients that were 
stimulated only with clomiphene citrate, and compared the 
number of ovulated follicles and clinical pregnancy rate.
Results: We found that the mean number of ovulated 
follicles did not differ significantly (AOR 2.0; DOR 1.9); 
the clinical pregnancy rate was higher in the AOR group 
(13%) than in the DOR group (9%). We performed a logis-
tic regression analysis, adjusting for the number of ovulat-
ed follicles, and found that DOR group had almost half the 
odd of achieving pregnancy than that of AOR (OR=0.6).
Conclusion: Our findings grant that more research is need-
ed in order to determine whether our findings represent the 
reality of women with DOR, since we were not able to find 
statistical significance probably due to our study´s´ power. 
Keywords: Ovarian reserve,  intrauterine insemination,  
prognosis

Correspondence to: jeschwarze@mac.com

P2 - Análisis de los parámetros de 
buen pronóstico en FIV/ICSI con 
ovocitos propios y donados.
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Resumen
Objetivo׃ La FIV ha dejado de ser un procedimiento 
experimental para convertirse en un tratamiento casi 

rutinario por su eficacia y seguridad. En la medida en 
que se expandió su uso, el manejo de la calidad global  
adquirió valor. Hoy no existen dudas que el  buen servicio  
depende del cuidado y control de los  estándares técnicos  
y médicos de la práctica.  Los resultados de los  progra-
mas de ovodonación (OD) suelen usarse como  control, 
pero  no todos los ciclos de OD cumplen ese objetivo, a 
pesar que las donantes son jóvenes, fértiles y con buena 
reserva ovárica. 
Métodos׃ Estudiamos retrospectivamente las variables  
que inciden en el resultado de 2092 ciclos consecutivos 
de  FIV/ICSI,  tanto en pacientes con ovocitos propios y  
donados. Del total 1478 fueron con ovocitos propios (OP) 
y 614 con ovocitos donados (OD). Los ciclos se  dividie-
ron  en dos grupos: los de buen pronóstico (BP) aquellos 
que cumplían con todas las variables de BP, y los de mal 
pronóstico (MP) aquellos que no las cumplían.  
Resultados׃ De los ciclos  con OP, 674 fueron de BP y  
804  de MP. La tasa de nacidos vivos por aspiración fue 
del 35 y 25%, respectivamente. De los ciclos  con OD, 
312 fueron de BP y 302  de MP. La tasa de nacidos por 
aspiración fue 40 y 30%, respectivamente.   Las tasas de 
nacidos vivos con OD en el grupo  de MP  es 5% más alta 
que la tasa nacidos vivos con OP en el grupo de MP. 
Conclusión׃ Estos datos habría que tenerlos en cuenta  
no solo cuando se  quiere usar a la OD como control de 
la calidad del laboratorio de embriología,  sino también  
cuando se quiere entusiasmar  a las  parejas   con  mal 
pronóstico a la ovodonación.
Palabras claves: fecundación in Vitro, variables de buen 
pronóstico en FIV, ovodonación 
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P3 - Impacto da infecção viral 
por HIV-1 na qualidade oocitária, 
embrionária e taxa de gravidez.
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Resumo
Introdução- objetivo׃ O número total de pessoas infec-
tadas com HIV é de 33.3 milhões, segundo dados de 
2009 da Organização Mundial da Saúde.  Destes, 15.9 
milhões são mulheres que vivem com o vírus.  Com a 
melhora na expectativa e qualidade de vida dos pacientes 
soropositivos e a diminuição no risco de contaminação 
vertical, casais HIV sorodiscordantes estão considerando 
a possibilidade de gravidez com o auxílio das técnicas de 
reprodução assistida. O objetivo do estudo foi analisar o 
impacto da infecção viral por HIV-1 na qualidade oocitária 
e embrionária, e na taxa de gravidez. 
Material e métodos8 ׃ casais sorodiscordantes nas 
quais as parceiras eram soropositivas para HIV-1, com 
idade média de 38,83 anos e que realizaram 18 ciclos de 
Reprodução Assistida, no período de 2002 a 2010.   O 
grupo controle foi composto de 36 casais soronegativos 
pareados no que se refere à fator de infertilidade, idade, 
amostra seminal e estimulação ovariana, de forma a ter 
dois controles para cada casal sorodiscordante,
Resultados׃ a aspiração folicular, da fertilização, bem 
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como da taxa de gestação não tiveram diferenças estatís-
ticas (p<0,05) entre os grupos sorodiscordante e controle. 
Conclusão׃ O estudo revelou que a infecção viral por 
HIV-1 na mulher não impacta negativamente na quali-
dade oocitária ou embrionária, e na taxa de gravidez, 
concordando com estudos prévios.
Palavras chave: HIV, casal sorodiscordante, qualidade 
oocitária, qualidade embrionária, gravidez clínica
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inseminação artificial: a realidade 
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Carmo Borges de Souza4

1Biomédica
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Resumo
Introdução-objetivo׃Em setembro de 2010 foi inau-
gurado laboratório de sêmen em hospital universitário, 
referência em Reprodução Humana, primeiro no estado 
do Rio de Janeiro oferecido pelo Sistema Único de Saúde 
(SUS). O objetivo é  relatar resultados/ desdobramentos 
das inseminações artificiais homólogas (IAH) realizadas 
desde a re-estruturação de fila de espera para o proce-
dimento e do funcionamento do laboratório de sêmen.
Material e método׃ Estudo descritivo, transversal, de 
abordagem quantitativa. Casais (74) com indicação clíni-
ca para IAH entre 2003 e 2010 integraram fila, priorizando 
tempo de espera pelo procedimento e idade da paciente. 
Resultados de 24 ciclos (17 mulheres) com capacitação 
espermática e IAH integraram banco de dados no progra-
ma Excel/Office 2003 e no Special Program for Social 
Sciences (SPSS) versão 17,0. As variáveis incluem idade 
da mulher e do homem, causa da infertilidade, número e 
tamanho dos folículos pós-indução da ovulação, dose de 
gonadotrofina, data e hora do HCG, resultado da capaci-
tação espermática. Todos assinaram termo de consenti-
mento. Resultados׃ A idade média do casal é 35,5 anos 
(sd=5,71) para as mulheres e 38,1 anos (sd=8,95) para 
os homens. Das 17 mulheres que se submeteram à IAH, 
9 (54,9%) tinham idades superiores a 35 anos. Dos 24 
ciclos realizados, 12 (50%) foram em pacientes acima 
de 35 anos. Algumas pacientes, por falta de condições 
financeiras para custear o tratamento no setor privado ou 
transporte e hospedagem em outros estados, simples-
mente envelheceram na fila. 
Conclusões׃ Em função da idade das pacientes, pode 
haver comprometimento da taxa de sucesso de gravidez 
esperada para IAH. Também existe a preocupação de que 
a demanda do setor de reprodução aumente em demasia 
já que facilmente irá canalizar todos os pacientes com 
indicação de IAH no SUS do Rio de Janeiro. Como desdo-
bramento, vem sendo estabelecida fila paralela para 
pacientes com esta indicação clínica, dentro do limite de 

idade, que iniciaram atendimento. 
Palavras-chave: infertilidade, inseminação intrauterina, 
idade, acesso, gertilização in vitro.
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x grau de maturação oocitária
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Resumo
Objetivo: Quando a mulher atinge os quarenta anos sua 
fertilidade declinou significantemente. Não somente o 
número total de óvulos diminui como também a qualida-
de dos óvulos restantes é pior. Neste trabalho avaliamos 
a correlação entre a idade e a grau de maturação ooci-
tária de pacientes que se submeteram ao tratamento de 
reprodução assistida.
Material e métodos: A amostra foi composta de 960 
óvulos coletados de pacientes submetidas ao procedi-
mento de Fertilização in vitro. As pacientes foram divi-
didas em grupos etários: Grupo 1 (£ 34 anos), Grupo 2 
(35 a 39 anos) e Grupo 3 (³ 40 anos). Dentro de cada 
grupo, foram avaliados os oócitos com relação à matura-
ção: Maduros (Metáfase II), Imaturos (Vesícula Germinal 
e Metáfase I) e Anormais. 
Resultados: estão de acordo com a literatura. Foram 
coletados 960 oócitos, destes 573 (59,7%) perten-
ciam ao Grupo 1, 287 (29,9%) ao Grupo 2 e 100 
(10,4%) ao Grupo 3. No Grupo 1, dos 573 óvulos cole-
tados: 448 (78,2%) estavam maduros (Metáfase II), 91 
(15,9%) estavam imaturos (Vesícula germinal ou Metá-
fase I) e 34 (5,9%) eram anormais. No Grupo 2, dos 287 
óvulos coletados: 215 (74,9%) estavam maduros (Metá-
fase II), 59 (20,6%) estavam imaturos (Vesícula germi-
nal ou Metáfase I) e 13 (4,5%) eram anormais. No Grupo 
3, dos 100 óvulos coletados: 74 (74%) estavam madu-
ros (Metáfase II), 20 (20%) estavam imaturos (Vesícula 
germinal ou Metáfase I) e 6 (6%) eram anormais. 
Conclusão: Estes achados comprovam que a idade é um 
fator determinante para a taxa de sucesso em reprodução 
assistida e indica, em última instância, a qualidade oocitá-
ria. Espera-se que a melhora da compreensão da genética 
oocitária e da maneira como contribui para a viabilidade 
embrionária possa fornecer novos indicadores que sejam 
capazes de avaliar diretamente a qualidade oocitária.
Palavras-chave: Idade, Oócito, Maturação.
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P6 - Banco de ovocitos vitrificados: 
resultados de un programa de 
ovodonación.
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Grupo PRANOR de Reproducción Asistida, Lima - Perú.



49Pôsteres selecionados para concorrer ao Prêmio Rio de Janeiro

JBRA Assist. Reprod. | V. 15 | nº3 | May-June / 2011

Resumen
Introducción-objetivo: Un programa de vitrificación de 
ovocitos permite almacenar estos gametos para un próxi-
mo ciclo, sin tener que someter a la paciente a un nuevo 
ciclo de estimulación.  Representa además, una buena 
alternativa para pacientes que tienen riesgo de perder  su 
función ovárica y a mujeres jóvenes, que quieran poster-
gar la maternidad.  Así mismo, es una solución para los 
programas de donación puesto que permite la sincroniza-
ción de los ciclos y los periodos de ventana.
Material y metodo: analizamos los resultados obteni-
dos con un banco de ovocitos vitrificados.  Para esto, se 
calculó la sobrevida luego de la desvitrificación, la tasa de 
fecundación por ICSI y las tasas de embarazo e implan-
tación, luego de la transferencia de embriones. Se reportan 
los datos de desvitrificación de ovocitos de donantes utili-
zados en ciclos de ovodonación, realizados durante 2009 y 
2010, por el grupo PRANOR. Los ovocitos denudados y culti-
vados por 1hora, fueron vitrificados de acuerdo al protocolo 
descrito por Kuwayama (1), utilizando medios comerciales.  
Cuando se requería su uso, estos fueron desvitrificados de 
acuerdo al protocolo de Kuwayama (1) y cultivados durante 
2 horas antes de ser inyectados por ICSI.
Resultados: de 917 ovocitos desvitrificados, 780 
mostraban parámetros morfológicos normales.  Esto da 
una tasa de sobrevida de 85.1 %.  De 777 ovocitos inyec-
tados, el 69.4 % fecundó. Esto se reflejo en 96 ciclos con 
transferencia, de los cuales hubo 42 embarazos, dando 
una tasa de embarazo clínico de 43.8 % y una tasa de 
implantación de 30.4%.  
Conclusión: es posible tener un banco de ovocitos, 
puesto que los resultados sugieren que, la calidad de 
éstos, estaría intacta.
Palabras-clave׃  banco de ovocitos, vitrificación,  ovodo-
nación.
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Resumen
Introducción-objetivo׃ La mayoría de las críticas a las 
Técnicas de Reproducción Asistida (TRA) se basan en el 
aumento de los embarazos múltiples: gemelares o triples 
y más Multi Gestación Extrema (MGE), para minimizarlos 
se ha utilizado con éxito la transferencia electiva de 2 
embriones (eDET) la cual ha sido efectiva para reducir la 
MGE pero ha traído un aumento en la tasa de embarazos 
gemelares. Se hace necesario implementar un progra-
ma de transferencia electiva de 1 embrión (eSET) que 
mantenga las tasas de embarazo e implantación de los 
programas con eDET. La transferencia de blastocistos ha 
demostrado ser una herramienta eficaz al realizar eSET y 
mantener tasas de embarazo e implantación similares a 
las alcanzadas con eDET y con el beneficio del embarazo 
único. En el presente trabajo se describe el primer grupo 
de pacientes sometidos a eSET en una unidad privada 
Latinoamericana,.
Material y metodo10 ׃ transferencias de blastocistos 

de las cuales 9 tuvieron pruebas positivas, 1 embarazo 
bioquímico, 8 clínicos de los cuales 1 fue huevo muerto 
retenido y 7 resultaron en nacimientos de niños sanos. 
Resultados׃ Aunque el número de eSET en esta unidad (y 
en la gran mayoría de los centros latinoamericanos) todavía 
es pequeño, los resultados obtenidos son muy promisorios y 
podrían colaborar con promover un mayor número de eSET. 
Conclusión׃ En nuestra experiencia la transferencia de 1 
blastocisto parece ser una alternativa segura para mante-
ner altas tasas de embarazo e implantación con el benefi-
cio del embarazo único. Se debe informar a las pacientes 
por varios medios de los problemas asociados al embarazo 
gemelar para tratar de aumentar la aceptación de las eSET 
sobre todo en pacientes del programa de ovodonación 
Palabras clave: eSET, blastocisto, multigestación, emba-
razo gemelar, tasas de embarazo, tasas de implantación.
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Rolando1, R.S.Pasqualini 1, C.J. Quintans2.                                                    
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Resumen
Objetivo: Determinar el efecto de la respuesta ovári-
ca sobre los resultados logrados al transferir embriones 
en ciclos de fertilización in-vitro, realizados con ovocitos 
propios ó donados. 
Pacientes y métodos: Se incluyeron en el estudio a 
parejas que realizaron ciclos de fertilización in vitro con 
ovocitos propios, u obtenidos de donantes exclusivas. Se 
analizaron nuestros registros para determinar el resul-
tado de los ciclos con las características mencionadas, 
teniendo en cuenta los resultados según el número de 
ovocitos maduros obtenidos en cada caso.
Resultados: Se analizaron los datos correspondientes a  
3753 ciclos con ovocitos propios, y  986 ciclos de ovodo-
nación realizados con ovocitos captados en 573 ciclos de 
donantes. En los ciclos con ovocitos propios se observó 
que el resultado variaba según la respuesta, mejorando 
a medida que aumentaba el número de ovocitos, con un 
máximo cuando se lograban entre 13 y 16 ovocitos madu-
ros, para luego ir disminuyendo a medida que el número 
aumentaba. En los ciclos de ovodonación en cambio, la 
respuesta de la donante no mostró influencias sobre los 
resultados, que en este caso dependían del número de 
ovocitos otorgados a cada receptora. 
Conclusiones: Se especula que el decaimiento en los 
resultados observado con respuestas ováricas elevadas se 
debería a un detrimento de la calidad tanto ovocitaria como 
embrionaria, y de la receptividad endomentrial causados 
por la estimulación ovárica. Nuestros resultados parecen 
indicar que la principal responsabilidad en la disminución 
de los resultados se debería a un efecto negativo sobre el 
endometrio; ya que en los ciclos de ovodonación, donde el 
efecto sobre el endometrio debe descartarse, debido a que 
la receptora no recibe estimulación ovárica, los mismos no 
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dependen de la respuesta de la donante, sino del número 
de ovocitos adjudicados a la receptora. 
Palabras claves: estimulación ovárica; ICSI, ovocitos 
propios; ovodonación; tasa de embarazo
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P9 - Correlación de los niveles de 
la hormona anti-mülleriana (HAM) 
con la respuesta a la estimulación 
ovárica controlada (H.O.C.) en 
pacientes bajo tratamiento de 
reproducción asistida.
Mojica Martínez Karlo ; Castillo-Baso Jorge; Díaz-
Spindola Pablo ;  Hernández Ayup Samuel ; Santos-
Halliscak Roberto ;Galache-Vega Pedro.

Instituto para el Estudio de la Concepción Humana.
Monterrey, México.

RESUMEN
Introducción- objetivo׃ La Hormona Anti-Mülleriana 
(HAM) ha sido postulada como un marcador para
predecir la respuesta ovárica en un ciclo de estimulación 
ovárica; al ser únicamente  producida  por el ovario  y 
exhibir muy pocas  variaciones  interciclo o intraciclo la 
misma se está  posicionando  como potencial   marca-
dor de reserva ovárica  por excelencia  .  El objetivo fue 
establecer la correlación entre los valores de HAM y la 
respuesta a la estimulación ovárica controlada: número 
de ovocitos totales y ovocitos maduros; en pacientes bajo 
tratamiento de reproducción asistida.
Materiales   y métodos: Se  realizo  un  análisis corre-
lacional, longitudinal y prospectivo de las pacientes  
admitidas al programa de reproducción asistida de alta 
complejidad del XXXXXXX ciudad  XXX  . Posteriomente 
se establecieron correlaciones con respecto  los niveles 
de hormona antimülleriana y el número de ovocitos  tota-
les   y con las variables de  pronóstico reproductivo.
Resultados: Se reclutaron un total de 48 ciclos consecu-
tivos, al establecer la correlación con  el numero de ovoci-
tos totales obtenidos  encontramos  en el grupo de 0-5 
ovocitos valores de HAM de   0.59ng/dl ;  en el de 6-16 
ovocitos valores de HAM de 2.27ng/dl  y en grupo >17 
ovocitos valores de HAM de :   4.74 ng/dl . El coeficiente 
de correlación  de  para  ovocitos totales  fue  de 0.84 ( 
p<0.001 )en comparación con  FSH d3: -0.47  (p<0.001)
Conclusión: La  Hormona antimûlleriana es mejor 
marcador  que el perfil hormonal en dia 3 para predecir 
respuesta a la estimulación ovárica controlada.
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P10 - Predicting pregnancy in IVF 
patients using an ultrasonographic 
score prognostic system.
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Abstract
Objectives ׃To assess the prognostic value of ultrasono-
graphic score (USS), obtained on the day of hCG admin-
istration, in predicting the probability of achieving preg-
nancy in IVF patients.  
Materials/Methods׃ Prospective, observational study. 
A total of 53 IVF cycles ( 58 patients) performed at our 
clinic and Yale Fertility Center (CT, USA) between June 
2003 and January 2010 were evaluated. Only embryo 
transfer (ET) with morphologically grade I embryos were 
included in the analysis. The ultrasonographic evaluation 
was performed by the same investigator on the day of 
hCG administration using color/Doppler systems (Philips 
ATL HDI 4000 with 4-8 MHz probe and GE Logiq 3 with 
4-10 MHz probe). Endometrial thickness, morphology, 
vascularity, myometrial echogenicity and uterine arteri-
al blood flow, including pulsatility index (PI), resistance 
index (RI), protodiastolic notch and telediastolic blood 
flow, were scored.  A numerical qualification for each 
parameter was granted according to endometrial thick-
ness (≥ 9mm = 1, < 9 mm = 0); endometrial morphol-
ogy (trilaminar = 1, no-layering/non differentiated = 
0); endometrial blood flow (shown at least 3 color pixels 
into zone 3 [Applebaum] = 1, less than 3 color pixels 
or blood flow any other external zones = 0); myome-
trial echogenicity (homogeneous = 1, heterogeneous 
= 0). Uterine arterial blood flow (Doppler spectrum): 
pulsatility index (≥ 3 = 0, < 3 = 1), resistance index 
(≤ 0.9 = 1, ≥ 0.9 = 0), telediastolic blood flow (pres-
ent = 1, absent = 0), protodiastolic notch (present = 
1, absent = 0). A final USS was calculated adding the 
values for each variable. A β-HCG test was scheduled 
2 weeks after ET, and if positive, a transvaginal ultra-
sound was performed to visualize gestational sac(s). 
Statistical analysis to evaluate the association between 
score values, individual variables and pregnancy was 
performed as required.   
Results ׃The overall clinical pregnancy rate was 39.65 
% (23/58) and the implantation rate was 26% (37/142). 
The association between USS ≥ 6 and pregnancy was 
statistically significant (p=0.0001, 95% CI) .When evalu-
ating the association between the individual variables and 
pregnancy, only the endometrial morphology-trilaminar 
endometrium as opposed to no-layering/non differenti-
ated endometrium- had an association with pregnancy 
(p= 0.0003). While, endometrial thickness and endo-
metrial blood flow, showed a no significant association 
with pregnancy. Another variables were analyzed : HCG 
day p=0.422, Serum peak of Estradiol p= 0.422, Total 
oocytes p= 0.691, and none was stadistically significant.
Conclusions ׃The result of this preliminary study suggest 
that: 1) USS is an important tool to assess the uterine 
environment for patients undergoing IVF; 2) Endometrial 
morphology alone is very close informative about chanc-
es of implantation, and 3) High USS are associated with a 
higher probability of achieving pregnancy.
Key words׃ IVF, endometrial morphology, ultrasono-
graphic score
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P11 - Seminal parameters as 
prognostic factors for embryonic 
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Setting: Insemine Center for Human Reproduction. 
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Abstract
Objective: To evaluate the relationship among seminal 
parameters as prognostic factors for embryonic develo-
pment in couples undergoing conventional IVF or ICSI 
during their first cycle of assisted reproduction.
Patients and methods: Prospective cohort study.290 
couples with an indication for assisted reproduction.
Results: By analyzing the seminal parameters after 
semen preparation and assessing their association with 
early cleavage, correlations occurred with motility (P = 
0.006) and concentration (P = 0.002). However, there 
was no correlation with the percentage of sperm classi-
fied as A + B (P = 0.075). In assessing the semen para-
meters and early cleavage in the conventional IVF group, 
there were correlations with motility (P = 0.028) and 
concentration (P = 0.001); however, there were no corre-
lations found in the ICSI group. With regard to seminal 
parameters and average embryonic scoring, there were 
correlations with sperm motility (P = 0.0001) and motility 
A + B (P = 0.0001) in the conventional IVF group, and 
there was a correlation with concentration (P = 0.022) in 
the ICSI group.
Conclusions: Our study found correlations between 
seminal parameters and early cleavage in the conven-
tional IVF group but no correlation in the ICSI group. 
There were correlations in both conventional IVF and ICSI 
groups with regards to the average embryonic scoring.
Key Words: seminal parameters, embryo development, 
early cleavage, ICSI, conventional IVF.
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T.R.1, Zavattiero N.I.T.1, Santos J.M.2, Lopes J.R.C.2
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Abstract
Introduction: Despite the assisted reproductive tech-
nology development, the pregnancy rate for women 
over forty’s in ICSI treatments still remains low, lead-
ing to a high cost to obtain a new born. The objective of 
this study was to evaluate the costs with gonadotropins 
per baby born in patients between 40 and 43 years old, 
submitted to ICSI with their own oocytes or as recipients. 
Materials and Methods: All ICSI cycles in women 
between 40-43 years old from February 2000  to July 
2008 were evaluated in two reproductive centers in 
Brazil. Women were divided into two groups according to 
the oocytes used: Group 1 with their own (57 subjects) 
and Group 2 (44 recipients) with donated eggs from the 
egg sharing donation program. Ovarian stimulation was 
carried out with FSH until the 7th day, followed by HMG. 
The starting dose used for women over 40’s was 300ui of 
FSH and 225ui for donors. The amount and costs of FSH 
and HMG used by the patients from group 1 and donors 
that donate oocytes to group 2 were analyzed. The main 
outcome measured was the costs with gonadotropins 
used per group to have a baby born. 
Results: There were 11 born children in group 1 and 
13 in group 2. There were no differences in pregnancy 

rate (p=0,5). The costs with gonadotropins per cycle for 
group 1 and 2 were 2.731,90 vs 1.581,98 € (p<0,001). 
The costs with gonadotropins per baby born in group 1 and 
2 were respectively 14.156,21 vs. 5.354,41 (p=0,001).  
Conclusions: Egg sharing donation for advanced age women 
should be considered by medical staff and patient if costs are 
being considered, since costs per child born in cycles using 
their own oocytes were demonstrated to be especially high. 
Key-words: “egg sharing donation”; “IVF”; “oocyte 
donation”;
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P13 - Transferencia en estado de 
blastocisto: Resultados.

Jimmy Portella Ruiz ,Isabel Steurer Navea,. Víctor Bena-
vides Soto.

Grupo PRANOR. Lima, Perú.

Objetivo׃ El gran desafío de las técnicas de Reproducci-
ón Asistida (TRA) es evitar las gestaciones múltiples, las 
cuales son ocasionadas por el alto número de embriones 
transferidos. El presente estudio  revisa la experiencia y 
los resultados de ciclos de Reproducción Asistida, cuando 
se cultiva hasta día 5 de desarrollo, comparando diversos 
parámetros de acuerdo a la edad de la paciente. 
Material y método׃ Se estudiaron de manera retros-
pectiva 1874 ciclos de Reproducción Asistida con cultivo 
embrionario hasta el quinto o sexto día de desarrollo. Se 
compara de acuerdo a la edad de la paciente (˂35, 34-39, 
>39 años; y pacientes que recibieron ovocitos de donan-
tes jóvenes, OD), las siguientes tasas: fecundación,  blas-
tulación, embarazo, implantación, aborto y cancelación. 
Resultados׃ El número de embriones que alcanza el 
estadio de blastocisto, disminuye con la edad sin alcan-
zar significancia estadística. El porcentaje de ciclos 
con transferencia cancelada fue superior al 14% en las 
pacientes mayores de 34 años. El grupo de OD fue mayor 
estadísticamente significativo en cuanto a tasa de emba-
razo e implantación en comparación con los otros grupos 
estudiados(p<0.005). Entre los grupos de 35-39 años 
y mayores de 39 años no existen diferencias significa-
tivas en cuanto a la tasa de embarazo o implantación. 
Las pacientes mayores de 39 años presentan una tasa de 
aborto de 59.1%, la cual es significativamente más alta 
en comparación a los demás grupos estudiados.
Conclusión׃ El cultivo embrionario prolongado hasta 
el estadio de blastocisto puede ser aplicado a todas las 
pacientes en un programa de Reproducción puesto que 
permite una mejor selección embrionaria, lo cual lleva a 
transferir menos embriones y disminuir la probabilidad de 
un embarazo múltiple.
Palabras clave: Blastocisto –cultivo prolongado – 
ovodonación – tasa de embarazo
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P14 - Potencial da técnica do 
Assisted Hatching em pacientes 
com mais de 35 anos submetidas a 
tratamento de reprodução assistida
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Resumo
Objetivo: O Assisted Hatching (AH) é uma técnica utili-
zada em Centros de Reprodução Assistida, que ajuda na 
fragilização da zona pelúcida, permitindo que os embri-
ões possam se implantar mais facililmente no útero. Este 
trabalho objetivou analisar a sua eficácia em dois grupos 
de pacientes submetidas ao tratamento de Reprodução 
Assistida.
Material e métodos: Os oócitos foram obtidos a partir 
de pacientes que estavam pelo menos na segunda 
tentativa de tratamento. Os procedimentos de aspira-
ção, denudação, injeção e cultivo ocorreram conforme 
Remohí (1996). Foram consideradas apenas transferên-
cias que tinham pelo menos um embrião de qualidade A. 
Essa análise do embrião permitiu ao biólogo decidir pela 
utilização do AH ou não. Para o Hatching foi utilizado o 
sistema a Laser da Octax. Para a análise dos dados as 
pacientes foram divididas em dois grupos: A – < 35 anos; 
B – ≥ 35 anos. Estes se subdividiram em pacientes que 
fizeram ou não o AH, C e D, respectivamente. Doze dias 
após a transferência embrionária foi realizado o β-HCG, 
para a detecção da gestação. 91 casos foram utilizados 
para este estudo, sendo 33 pacientes do grupo AC, 13 do 
grupo AD, 36 do grupo BC e 9 do grupo BD. 
Resultados: Ao se comparar a porcentagem de β+ em 
pacientes com menos de 35 anos (Grupo A), observou-se 
que os resultados foram semelhantes nos casos onde o 
HA foi necessário e onde este não foi realizado (33,3% 
e 38,5%, respectivamente). Já quando comparado os 
casos de pacientes acima de 35 anos, os resultados de 
β+ foi maior quando o hatching foi realizado do que 
no grupo BD (55,6% e 33,3%, respectivamente). Em 
pacientes com idade inferior a 35 anos, a utilização do 
hatching manteve a taxa mínima de número de β+. Já 
para pacientes acima dos 35 anos, ele contribuiu com um 
aumento de gestações.
Palavras chave: Assisted Hatching, Oócitos, Idade.
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P15 - Criopreservación en 
estadio de blastocisto disminuye 
la proporción de pacientes con 
embriones criopreservados.
Juan Enrique Schwarze1,2 ,José Balmaceda1, Ricardo 
Pommer1, Francisca Jeria1

1Unidad de Medicina Reproductiva de Clínica 
Monteblanco. Santiago, Chile.
2Departamento Clínico de Obstetricia y Ginecología 
de la Universidad de Santiago de Chile

Resumen
Introducción: La multigestación es la principal compli-
cación de las técnicas de reproducción asistida, debido a 
la transferencia de más de un embrión.  La criopreserva-
ción embrionaria permite la transferencia secuencial de 

los embriones generados, disminuyendo así el riesgo de 
multigestación. Sin embargo, la criopreservación tiene 
algunos incovenientes asociados, sinedo la principal de 
ellas la acumulación de embriones criopreservados.
Los embriones se pueden criopreservar en distintos esta-
dios del desarrollo. Nuestra equipo decidio comenzar a 
criopreservar embriones en estadio de blastocisto, como 
una forma de disminuir la acumulación de embriones. 
Método: El presente estudio es una análisis de sensi-
bilidad de las repercusiones de esta cambio de politica. 
Para esto, analizasmos todos los casos de fecundación 
in vitro entre el 1 de enero del 2007 y el 30 de junio del 
2010, e hicimos un análisis de sensibilidad, asumiendo la 
transferencia de un máximo de dos embriones en muje-
res menores de 35 años, y un máximo de tres embriones 
en mujeres con 35 y más años.
Resultados: Encontramos que al criopreservar en esta-
dio de blastocisto la frecuencia de parejas que criopre-
servan, y el número de embriones criopreservados dismi-
nuye francamente.  El análisis de regresión logística con 
componentes mixtos  mostró una disminución del 20% 
de OR por cada año de edad y una disminución de 95% al 
comparar  el 3er de desarrollo in vitro versus el 1er día; y 
de 99% al comparar el 5to día con el 1er día.
Conclusion: la criopreservación embrionaria en estadio 
de blastocisto es una alternativa que evita la acumulación 
de embriones criopreservados.
Palabras claves:  criopreservación, análisis sensibilidad, 
blastocisto
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P16 - Análise da influência das 
diferentes classificações embrionárias 
sobre a taxa de gravidez.
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Resumo
Introdução: Os riscos materno-fetais das gestações 
múltiplas, e o desejo do casal que é na maioria das vezes 
de conceber apenas um único filho, são os dois principais 
fatores que retratam a forte tendência de se transferir 
apenas um único embrião. Existem muitas classificações 
morfológicas que visam selecionar o melhor embrião para 
a transferência, entretanto não se sabe qual é a melhor e 
mais eficiente delas.
Materiais e Métodos: Foram classificados, de acor-
do com quatro classificações em experimentação, 442 
embriões transferidos em 179 casos. A variável resposta 
foi à formação ou não de saco gestacional após a trans-
ferência. A eficiência das classificações foi avaliada pelo 
teste não paramétrico de Mann Witney. As razões de 
chances (Odds Ratio - OR) dos graus classificatórios de 
cada uma das classificações estudadas, bem como a área 
sob a curva ROC (AROC) referentes a cada uma delas, 
foram determinadas e avaliadas por regressão logística 
(método Enter).
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Resultados: Os testes estatísticos empregados 
resultaram em p=0,008, OR=15,6%, e AROC=0,691 
para a classificação Belga-dinamarquesa modificada; 
p=0,013, OR=8,8%, e AROC=0,685 para a classifica-
ção por pontuação cumulativa; p=0,017, OR=7,9%, 
e AROC=0,675 para a classificação veeck modificada; 
p=0,020, OR=11,3%, e AROC=0,674 para a classifi-
cação Veeck original.Na prática todas as classificações 
estudadas são igualmente eficientes, uma vez que os 
números de significância, razões de chance e áreas 
sob a curva ROC foram muito semelhantes. As peque-
nas variações estatísticas encontradas não são signi-
ficantes, e ocorrem devido ao próprio teor singular e 
critérios específicos adotados pelas diferentes classi-
ficações.
Conclusões: Todas as classificações embrionárias 
morfológicas analisadas por esse estudo são eficientes 
em selecionar os melhores embriões para a transferên-
cia. Levando em consideração os resultados que seriam 
obtidos na prática, a eficiência de todas as classificações 
é a mesma, não havendo classificação que seja na prática 
melhor ou pior do que a outra.
Palavras-chave׃ morfologia embrionária, classificações, 
gravidez
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P17 - Is there any difference in 
vitrification and slow freezing 
protocol for oocyte and embryo 
cryopreservation?
Virgínia Lazzari, Ricardo Azambuja, Lilian Okada, 
Luiza Dorfman, Mariangela Badalotti, Alvaro 
Petracco, 

Setting: Fertilitat Reproductive Medicine Centre, 
Porto Alegre, RS, Brazil

Abstract
Objective: Since the vitrification technique was devel-
oped, a question mark has been raised in order to find 
out if there is any indication of which protocol has better 
results in cryopreserving oocytes and embryos. This 
study had the objective to compare the cryopreservation 
efficiency between slow freezing and vitrification tech-
nique for oocytes and embryos.
Material and methods: For the past 2 years we have 
had the opportunity to thaw embryos and oocytes either 
vitrified or frozen by slow freezing protocol. A total of 
95 cycles (55 by slow freezing and 40 by vitrification) 
were performed for those patients that decided to thaw 
their oocytes and 120 cycles (60 to each method) were 
performed for those that decided to thaw their embryos. 
Two days before the embryo replacement, the oocytes 
were thawed and kept in a CO2 incubator humidified in 
air, at 37°C during 2 hours before inseminating by intra-
cytoplasmic sperm injection (ICSI). While the embryos 
where thawed in the replacement day, 2 hours before 
transferring. All embryo transfers were performed with 
catheter, under ultrasound control.
Results: Survival rates were statistically different (p<0,05) 
in oocytes (65.9% to vitrification versus 55.6% for slow 
freezing) and embryos (89.7% to vitrification against 
79.2% by slow freezing) respectively. Fertilization, cleav-
age, implantation, pregnancies and clinical pregnancies 
were not statistically different for embryos and oocytes. 

Conclusion: Although the survival rate were better for 
vitrification technique, the pregnancy rate did not show 
any difference, thus both technique are efficient and can 
be used in assisted reproduction.
Keywords: survival rate, freezing, human oocytes, 
human embryos, pregnancy rate
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P18 - Post thaw survival rate in an 
egg-cryobanking donation program: 
the oocyte morphology impact.
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Abstract
Objective: The present study aimed at evaluating 
whether oocyte dysmorphisms can affect oocyte survival 
rates in an egg-cryobanking donation program.
Material and methods: A total of 415 MII oocytes 
obtained from 54 donor patients were vitrified using 
Cryotop method. Oocyte morphology was assessed using 
an inverted Nikon Diaphot microscope (Eclipse TE 300; 
Nikon®, Tokyo, Japan) with a Hoffmann modulation 
contrast system under 400X magnification, just before 
oocyte vitrification (2-3 hours after retrieval). The influence 
of dysmorphism’s incidence on survival rates post thaw 
was assessed using linear regression analysis. Results are 
expressed as R2 and P values. Results were considered to 
be significant at the 5% critical level (p < 0.05).
Results: Out of 415 vitrified oocytes, 358 (86.3%) survi-
ved. Oocyte survival rate was not affected by the pres-
ence of the analysed oocyte abnormalities: increased 
cytoplasmic granularity (R2: 1.6%, P= 0.114), vacuoles in 
the ooplasm (R2: 2.3%, P= 0.276), aggregates of smooth 
endoplasmic reticulum in the ooplasm (R2: 0.5%  P=0.597), 
large perivitelline space size (R2: 0.1%, P= 0.119), perivi-
telline space granularity (R2: 0.5%, P=0.104), fragmented 
first polar body (R2: 1.3%, P= 0.403) and zona pellucida 
abnormalities (R2: 3.5%, P= 0.177).
Conclusions: Oocyte cytoarchiteture seems to be 
preserved after warming procedure, irrespective of the 
morphology. Nowadays, there is no way to forecast 
oocyte donors, or stimulation cycles characteristics indi-
cating in low oocyte survival after vitrifying and thawing. 
The non-invasive identification of predictive markers for 
oocyte survival potential remains a difficult task. 
Key words: oocyte vitrification, egg-cryobanking, oocyte 
quality, oocyte morphology, oocyte dysmorphism.
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P19 - Evaluating results from 
blastocyst vitrification.
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Abstract
Introduction-Objective:  The vitrification of blastocyst 
is an efficient and insurance technique that allows the 
storage of exceeding embryos.  So the objective was to 
evaluate the results of the vitrification of human blas-
tocyst in the Clinic Pró Criar / Mater Dei.  
Materials and Methods: It is an observational, retros-
pective and descriptive study. 292 patients who had 
submitted a frozen-thawed blastocyst cycle during the 
period of January of 2007 the May of 2010 had been 
evaluated. 
Results: The mean age of the women was 34,35 years. 
The mean number of vitrified and defrosted blastocyst 
for patient was 2,08 ± 0.87 (varying of 1 a 7 blastocyst), 
totalizing a total of 604 defrosted blastocyst. 482 blas-
tocyst had survived, with a survival rate of 80%. The 
average number of blastocyst transferred was 1,63 ± 
0.77. 57,53% patients had had the blastocysts frozen in 
Day 5 and 42,47% in Day 6. The global pregnancy rate 
for thawed cycle was 44,5%. The clinical pregnancy rate 
for transfer was 48%. There was no statistical difference 
in pregnancy rate when Day 5 and Day 6 were compared. 
Conclusion: the vitrification of blastocyst is an efficient 
technique, with high survival rate, that allows the storage 
of the exceeding embryos with a high pregnancy rate in 
thawed cycles. 
Key words: vitrification, blastocyst, cryopreservation
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P20 - Outcomes of assisted hatching 
in women older than 35 years 
undergoing in vitro fertilization.
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Abstract
Objective: To assess the impact of assisted hatching on 
the results of in vitro fertilization in women older than 
35 years. 
Methods: 232 cycles of in vitro fertilization in patients 
older than 35 years old were retrospectively evaluated. 
The patients were divided in 2 groups: assisted hatching 
group and control group.
Results: The mean age was similar in both groups (38± 
2,12 and 37,86± 2,17, assisted hatching group and the 
control group, respectively, P = 0,58). When compared 
to the control group, the patients who had done assisted 
hatching showed significantly less oocytes retrieved and 
metaphase II  oocytes,  and worse fertilization rate (74% 
x 82%, P=0,016) and embryo freezing rate (19% x 35%, 
P = 0,007). Besides this, the patients treated with assisted 
hatching had already done significantly more previous IVF 
cycles, and used more ampoules of gonadotropins. There 
were no statistical differences in implantation (18% x 20%) 
and pregnancy rates (37% x 41%) between both groups.

Conclusions: the patients who had the “assisted 
hatching” showed characteristics relating to the cycle of 
IVF indicating a worse prognosis for pregnancy, but even 
so, they obtained an implantation and pregnancy rate 
similar to the control group patients.   
Key words: assisted hatching, in vitro fertilization, pregnancy
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P21 - Efectividad de fertilización 
in vitro mediante inyección 
intracitoplasmática para pacientes 
con azoospermias obstructivas.
Ortega S., Martínez AR. 
Instituto de Medicina Reproductiva. Mendoza, 
Argentina.

Introducción- objetivo: La ausencia total de esperma-
tozoides en el semen (azoospermia) tiene una incidencia 
del 5% entre hombres infértiles. A su vez, las obstruc-
ciones en el tracto eferente se calculan entre el 30-40% 
de los casos de azoospermias. Actualmente este tipo de 
infertilidad puede ser tratada por medio de  la técnica de 
inyección intracitoplasmática del espermatozoide (ICSI) 
con espermas de origen testicular o del epidídimo. El objeti-
vo de este estudio fue comparar la efectividad del  ICSI con 
espermatozoides epididimarios en pacientes con azoosper-
mias obstructivas respecto a un grupo control de pacientes 
normospérmicos con esterilidad de causa tubaria.
Materiales y métodos: se compararon 2 grupos de 
pacientes infértiles: grupo A: 28 parejas con azoosper-
mias obstructivas realizaron un total de 41 ciclos (ẍ 1,4 ± 
0,7) de ICSI con espermatozoides epididimarios; grupo 
B: 42 pacientes con factor tubario recibieron 51 ciclos (ẍ 
1,2 ± 0,5) de ICSI utilizando espermatozoides eyacula-
dos. Los principales parámetros medidos fueron: porcen-
tajes de fertilización, implantación, embarazo clínico y 
tasa de aborto.
Resultados: El porcentaje de fertilización fue del 
71,9% y 77,9% para el grupo A y B respectivamente, 
con una tasa de implantación del 19% y 12,3%.  La tasa 
de embarazo clínico fue del 36,6% y 29,4%  por ciclo 
y de 35,7%  y 30,9% por paciente, en los grupos A y 
B, respectivamente, presentando una tasa de abortos de 
13,3 % en cada grupo. Ninguno de los parámetros evalu-
ados presentó diferencias significativas.
Conclusión: Los resultados de la fertilización in vitro con 
inyección intracitoplasmática de espermatozoides epididi-
marios en el tratamiento de pacientes con azoospermias 
obstructivas son comparables a los obtenidos en ICSI 
con espermatozoides  eyaculados en pacientes con factor 
tubario.
Palabras-clave: inyección intracitoplasmática de esper-
matozoides, espermatozoides epididimarios, azoospermias
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Resumen
Objetivo׃ Los excelentes resultados obtenidos con vitri-
ficación han permitido el desarrollo de nuevas estrate-
gias en la FIV. El objetivo del presente trabajo es evaluar 
las tasas de supervivencia, de clivaje y de formación de 
blastocistos de embriones de ratón re-vitrificados  suce-
sivamente.
Materiales y método׃ Para evaluar los efectos de la 
re-vitrificación de embriones, se estudió la viabilidad, el 
desarrollo y la formación de blastocistos en embriones 
de ratón luego de 3 vitrificaciones sucesivas, en estadíos 
de 2, 4 y 8 células, respectivamente. Se utilizaron los 
kit RapidVitTM y RapidWarmTM Cleave de Vitrolife®, con la 
técnica del CryoLoopTM. Las tasas de supervivencia, de 
clivaje y de formación de blastocistos de ratón que habí-
an sido re-vitrificados tres veces se compararon con las 
tasas de embriones de ratón que sólo habían sido conge-
lados una vez y con lo reportado en la literatura. 
Resultados׃ Se obtuvieron tasas finales de superviven-
cia, de clivaje y de formación de blastocistos de 97,5%, 
100% y 88,89 % respectivamente, en los embriones 
re-vitrificados. 
Conclusión׃ Los resultados sugieren que la re-vitrifica-
ción de embriones es una técnica segura que se puede 
realizar sin afectar la supervivencia, el clivaje ni su desar-
rollo hasta blastocistos.
Palabras clave: Embrión, criopreservación, vitrificación, 
re-vitrificación, fecundación in vitro, FIV.
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P23 - Criopreservación en estadío 
de blastocisto: resultados por 
congelamiento lento y vitrificación
Inés Carretero1,  Maria Fernanda  Urquiza1, Mónica J 
Donaldson1, Andréa G Alonso1, R Agustín Pasqualini1 
y Carlos J Quintans2

1Halitus Instituto Médico, Buenos Aires
2Fundación REPRO Buenos Aires
República Argentina

Resumen
Objetivo: Comparar los resultados obtenidos en un 
programa de fertilización in vitro con embriones  que 
fueron criopreservados en estadío de blastocisto, ya sea 
mediante criopreservación lenta o bien por vitrificación.
Pacientes e Métodos: Se consideraron aquellos pacien-
tes que durante los años 2009   y 2010 tuvieron ciclos de 
transferencia de embriones criopreservados en estadío 
de blastocisto.  De  nuestra  base de datos se seleccio-
naron los ciclos que correspondían a las características 
mencionadas. Los resultados se analizaron con el progra-
ma Graph Pad InStat, mediante el test exacto de Fisher.
Resultados: Se registraron 133 ciclos que correspondían 
a transferencias de embriones criopreservados en estadío 
de blastocisto realizadas los años 2009 y 2010.  De este 
total, 107 ciclos correspondían a blastocistos criopreser-
vados por la técnica  lenta (grL) y  los restantes 26 fueron 
blastocistos vitrificados (grV).  En el  grL  se descriopre-
servaron  3,28 ± 1,18 blastocistos por ciclo y en el grV  
2,96 ± 1,77 siendo  la media de blastocistos transferidos 

de 2,35 ± 0,90 (grL) y 2,30 ± 0,97 (grV) respectiva-
mente.  La diferencia en la recuperación de blastocistos 
viables entre ambos grupos no resultó significativa (P= 
0.4315). En el grL se debieron suspender 11 transferen-
cias (10,3%) mientras que en el grV   3 (11,5%) por 
falta de viabilidad de los embriones recuperados. En el 
grL se obtuvieron  39 (40.6%) embarazos clínicos y  en el 
grV  se lograron 13  (56,5%); la diferencia observada no 
resultó significativa (P= 0.2416).
Conclusiones: La criopreservación lenta en estadío de 
blastocisto se emplea en nuestro centro  con resulta-
dos satisfactorios. En los últimos dos años se comenzó a 
explorar las posibles ventajas de utilizar la vitrificación, 
para determinar si ésta  justificaría el cambio del proto-
colo lento en uso. Si bien los resultados muestran una 
tendencia a ser mejores con la vitrificación, el número de 
casos estudiado no permite aún obtener conclusiones con 
validez estadística.
Palabras clave: blastocisto, vitrificación, criopreservaci-
ón, enfriamiento lento
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Resumen
Objetivo: Estos espermatozoides maduros tiene gran 
cantidad de receptores de acido hialurónico y potencial-
mente pueden ofertar un mejor pronostico reproductivo.
El objetivo de nuestro  estudio es el determinar si existen 
diferencias significativa al seleccionar los espermatozoi-
des  con la técnica  PICSI vs ICSI en cuanto al  pronóstico 
de los tratamientos de reproducción asistida; en pacien-
tes con factor masculino severo .
Materiales y Métodos: Se realizo un ensayo clínico  
prospectivo de 256 ciclos  consecutivos frescos aplicán-
dose la técnica de PICSI de selección espermática a 40 
pacientes y 216 se les realizo ICSI; posteriormente se 
realizo un análisis del pronostico  reproductivo al  subdi-
vidir en brazos  : pacientes con Kruger <4%  y pacientes 
con Kruger>4%.
Resultados: Encontramos en el grupo de pacien-
tes de >4% de Kruger; mayor cantidad de embriones 
en GI  transferidos (47 %vs36%) y mayor cantidad de 
embriones en estadio de blastocisto transferidos (6 vs 1).   
Consecuentmente  encotramos mejores porcentajes de 
embarazo (53% vs 40%) en este grupo aunque la dife-
rencia no fue estadísticamente significativa. No encon-
tramos beneficios claros de con la implementación de la 
técnica en pacientes con Kruger > 4%.
Conclusión: La técnica   PICSI, parce ser una alternativa  
factible en casos con factor masculino severo a fin de 
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seleccionar el mejor espermatozoide.
Palabras-clave׃ espermatozoides, selección. ICSI
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P25 - Utilização de corantes do tipo 
Diff-Quik para avaliação da integridade 
da cromatina espermática humana 
e sua relação com processamento 
seminal, taxas de fertilização, clivagem 
embrionária e gravidez.

Franco GRR ; Franco ACC
Embryolife - Instituto de Medicina Reprodutiva, São 
José dos Campos, SP, Brasil. 

Resumo
Objetivo׃ No presente estudo, os autores procuraram 
testar uma técnica simples e factível, a qual mensura a 
incidência de espermatozóides com cromatina íntegra 
numa amostra. 
Material e método׃ Emprega kit de corante do tipo Diff-
-Quik, rotineiramente utilizado na análise da morfologia 
espermática, baseando-se na intensidade da pigmenta-
ção originada pelo corante na cabeça dos espermatozói-
des. Foram analisadas as possíveis relações entre a inci-
dência de espermatozóides com cromatina fragmentada 
e a fertilização, clivagem e gravidez.
Resultados׃ Corroborando com trabalhos anteriores, 
relações significativas foram observadas nas taxas de 
fertilização e clivagem, obtendo-se o patamar de 30% 
como limite de espermatozóides com cromatina fragmen-
tada na amostra.
Conclusão׃ Esta metodologia mostrou-se viável para ser 
empregada na rotina de laboratório, tornando rápida e 
barata a analogia de um parâmetro seminal de impor-
tância preditiva e sua plausível influência nos resultados 
de RHA.
Palavras-chave: Cromatina, Espermatozóide, Fertiliza-
ção, Clivagem, Diff-Quik.
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Abstract
Objective: To analyze the damage caused by the sperm 
cryopreservation technique on reproductive outcome by 
comparing freeze-thawed fertile sperm samples vs. fresh 
samples in an ovum donation program performing IVF 
and ICSI procedures in the same cohort of oocytes. 
Design: Prospective cohort study.

Setting: University-affiliated private IVF setting.
Patients and methods: Prospective cohort study.
University-affiliated private IVF setting. Couples under-
going oocyte donation sharing IVF and ICSI fertiliza-
tion procedures in the same cycle, with frozen-thawed 
(n =51), or fresh sperm (n=61) from proven fertile 
men.Interventions: None. Main outcome measures: We 
compared the results obtained by using fresh or frozen-
thawed sperm with fertilization rates and embryo quality 
parameters depending on IVF or ICSI, implantation and 
pregnancy outcome. 
Results: Sperm freezing affected fertilization rate 
per cycle in a completely different ways, since in fresh 
samples fertilization rates are comparable or even better 
in IVF treatments (-0.68 %  (SEM=2.63 NS), in compari-
son with frozen/thawed sperm where ICSI clearly exhibi-
ted a notable increase (14.77 %  (SEM=4.47) p=0.001) . 
Meanwhile embryo parameters were quite similar betwe-
en IVF and ICSI procedures when fresh sperm were used, 
embryo fragmentation experimented an increase asso-
ciated with IVF, 48h embryos (8.7% vs 9.9% p=0.043), 
72h embryos (10.86% vs 13.89% p=0.001)  in frozen-
-thawed samples.  
Conclusions: Sperm cryopreservation is negatively 
affecting its ability to fertilize during conventional IVF. 
The sperm selection performed by ICSI is overcoming 
this defect improving fertilization and embryo quality, 
obtaining comparable results in frozen or fresh sperm.
Key words: IVF/ICSI/ sperm cryopreservation / oocyte 
donation/ embryo quality/ male fertility.
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P27 - Effects of washed and 
autoclaved mineral oil overlay used 
during IVF bovine oocytes on steroid 
concentration and preimplantational 
embryo development.
Vireque AA1, Watanabe YF2, Resende LOT1, Bernuci 
MP1, Martins WP 1

, Ferriani RA¹
1, Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty 
of Medicine of Ribeirão Preto, University of São 
Paulo

2 Vitrogen Biotecnologia da Reprodução, Cravinhos - 
SP, Brazil
Setting׃ Department of Obstetrics and Gynecology, 
Faculty of Medicine of Ribeirão Preto, University of 
São Paulo, Ribeirão Preto, SP, Brazil.

Abstract
Introduction-objective׃ The toxic contamination 
produced by deterioration of mineral oil quality and 
extraction of steroids from the culture medium into the oil 
overlay has been associated with impaired in vitro devel-
opment and freezability of oocytes and embryos. Alter-
natively, the use of washed and autoclaved oil with 0.9% 
saline may provide a useful tool to prevent toxic contami-
nants in commercial mineral oil, however its effect upon 
steroids extraction from the culture medium remains to 
be determined. 
Material and methods׃ to compare the concentration 
of steroids in IVM droplets of cumulus-oocyte complexes 
(COCs) cultured under two types of oil overlay: washed 
and autoclaved mineral oil (WMO) or mineral oil in its 
commercial formulation (CMO) and to evaluate its influ-
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ence on subsequent embryo development. Bovine COCs 
were cultured at a density of 1/10 µL in TCM-199 supple-
mented with estradiol-17β at 38.5 °C, 5% CO2 and 100% 
humidity during 24 h. After fertilization, presumptive 
zygotes were co-cultured with cumulus cells until 224 
h post-insemination (hpi). Media were collected before 
and after IVM, and stored at -20 °C. Estradiol (E2) and 
progesterone (P4) were determined by chemilumines-
cence method and embryo development was evaluated by 
cleavage, blastocyst and hatching rates at 168-224 hpi. 
Results׃ E2 and P4 were dramatically reduced (P<0.01) 
in both oil overlay. Remaining levels of E2 in IVM micro-
drops were significantly higher in WMO (313.03 ± 72.6 
ng/mL) than CMO (123.5 ± 46.1 ng/mL) showing lower 
steroid absorption by WMO overlay (P<0.01). Progester-
one secreted by COCs was almost totally absorbed by 
mineral oil, irrespectively to the oil preparation. There 
were significantly lower hatching rates in WMO than CMO 
(71.4 % vs 94.4%, respectively; p<0.05).
Conclusion׃ These results suggest that the use of hydrated 
mineral oil during IVM influences estradiol bioavailability 
and may be detrimental to in vitro embryo development. 
Keywords: Reproductive techniques; Steroids; IVM; 
Mineral oil; preimplantational embryo development
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P28 - Evaluación de un sistema 
acumulativo de clasificación 
embrionaria para seleccionar los 
mejores embriones para transferir.
María Teresa Olivieri,  Estrella Rosemberg, Sammy 
Bronfenmajer 

EMBRIOS, Centro de Fertilidad y Reproducción 
Humana. Hospital de Clínicas Caracas, Caracas, 
Venezuela. 

Resumen
Introducción: Con el objeto de disminuir el número de 
embriones a transferir, se han diseñado sistemas de clasi-
ficación embrionaria para seleccionar los embriones con 
mayor probabilidad de implantación. El objetivo de este 
trabajo fue evaluar un sistema acumulativo de clasificaci-
ón embrionaria y su eficiencia para predecir el éxito de la 
Fecundación in vitro (FIV).
Materiales y Métodos: El grupo de estudio consistió 
en 257 ciclos consecutivos de FIV-ICSI, transferidos en 
D3. Se transfirieron 655 embriones evaluados usando un 
sistema acumulativo de clasificación embrionaria (SACE). 
Se analizó retrospectivamente la relación entre el criterio 
SACE y el criterio clásico de calidad embrionaria (SCC) 
con las tasas de embarazo e implantación.
Resultados: Cuando todos los embriones transferidos 
tienen puntaje SACE≤18 las tasas de embarazo y de 
implantación son 0%. Cuando se transfiere por lo menos 
un embrión con puntaje SACE>18 la tasa de embarazo es 
47,2% y la de implantación es 24,9%. Al contrario, utili-
zando el criterio SCC, se observó una alta probabilidad de 
embarazo (35,7%) aún si no se transfirió ningún embrión 
Grado I o II. En pacientes ≤34 años no se observó un 
aumento en la tasa de embarazo al incrementar el núme-
ro de embriones transferidos con SACE>18, mientras 
que en pacientes ≥35 años la tasa de embarazo aumen-
tó significativamente al transferir más de 1 embrión con 
SACE>18 y al transferir 3 embriones aumentaron tambi-

én las tasas de implantación y de embarazos múltiples. 
Conclusiones: El criterio de puntajes acumulativos 
SACE permite seleccionar embriones con alta probabili-
dad de implantación, siendo más eficiente que el criterio 
clásico SCC. El criterio propuesto permite la transferencia 
electiva de 2 embriones con puntaje SACE>18 en pacien-
tes ≥35 años y de 1 embrión en pacientes ≤34 años, 
disminuyendo la tasa de embarazos múltiples sin afectar 
la tasa de éxito de los tratamientos. 
Palabras-clave׃ clasificación embrionaria , FIV-ICSI , 
calidade embrionaria
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P29 - Comparación de resultados 
de la transferencia de blastocistos 
desvitrificados en ciclo espontáneo y 
ciclo artificial.

Alicia Elías Escudero¹, Andrea Delgado Elias¹, Luis 
Noriega Portella¹. Jimmy Portella Ruiz². 

1Médico
2Biologo
Grupo PRANOR de Reproducción Asistida. Lima, Perú

Resumen
Objetivos: Comparar retrospectivamente las tasas 
de embarazo, implantación y aborto en los ciclos con 
transferencia de blastocistos desvitrificados, usando dos 
métodos de preparación endometrial: ciclo espontáneo y 
ciclo artificial.
Material y métodos: Se evaluó retrospectivamente 
55 ciclos de Transferencia de Blastocistos Desvitrifica-
dos (TBD) entre enero del 2010 y febrero del 2011.  Las 
pacientes fueron preparadas para la TBD utilizando el ciclo 
espontáneo (n = 16/Grupo A), con inducción de la ovula-
ción utilizando Gonadotropina Coriónica Humana (HCG) 
al encontrar un folículo dominante ³18mm, confirmando 
la ovulación con una ecografía posterior; y ciclo artificial 
(n = 39/Grupo B) administrando Acetato de Leuprolide el 
día 21 del ciclo previo y tratamiento hormonal con Valera-
to de estradiol en un protocolo de dosis creciente.
Resultados: Las pacientes en ambos grupos tuvieron 
características clínicas similares. La tasa de implantación 
fue 23% en el grupo A y 21% en el grupo B (riesgo rela-
tivo [RR], 0.88; 95% intervalo de confianza [IC], 0.40-
1.96; p=0.970); la tasa de embarazo  clínico fue de 44% 
en el grupo A y 36% en el grupo B (RR, 0.82; 95% IC 
0.41-1.65; p=0.811); y una tasa de aborto de 14% en el 
grupo A y 21% en el grupo B (RR, 1.50; 95% IC, 0.19-
11.9; p=0.844). No se observaron diferencias estadísti-
camente significativas entre las tasas de implantación, 
embarazo clínico y tasa de aborto, así como en las tasas 
de embarazo en curso y embarazo múltiple.
Conclusión: El presente estudio sugiere que tanto el 
ciclo espontáneo como el artificial en TBD tienen simi-
lares tasas de implantación, tasas de embarazo, y tasas 
de aborto. Debido a  que el número de ciclos TED se está 
incrementando, es necesario realizar estudios prospecti-
vos, al azar y controlados que evalúen la relación entre 
los protocolos de preparación endometrial y los resulta-
dos de embarazo, así como evaluar los costos y satisfac-
ción de las pacientes.
Palabras-clave׃ blastocisto, desvitrificación, resultados.
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P30 - Criopreservación de ovocitos 
supernumerarios.
Isabel Carrasco¹ ,Marina Ríos², René Salinas³, 
Rodrigo Enríquez³, Patricio Donoso³, Patricio 
González³	

1Bioquímico
2Biólogo 
3Médico
Institución : Unidad de Medicina Reproductiva 
(UMR), Clínica Alemana de Santiago, Chile.

Resumen
Objetivo׃ La criopreservación de ovocitos representa una 
herramienta útil para preservar ovocitos supernumera-
rios luego de la estimulación ovárica controlada, evitando 
riesgos médicos y costos de un nuevo ciclo. Este traba-
jo  dá a conocer los primeros resultados de embarazo en 
nuestro país utilizando la metodología de congelamiento 
lento en parejas infértiles, en un centro donde no se reali-
za criopreservación de embriones ni selección de ellos 
para la transferencia al útero.  
Material y método׃ Se criopreservaron todos los ovoci-
tos maduros supernumerarios y luego de la descongelación 
se realizó la inyección intracitoplasmática del espermato-
zoide (ICSI) 2-3 horas post-incubación. La transferencia 
embrionaria tuvo lugar en día 2 ó 3 post-inyección. Un total 
de 1245 ovocitos fueron criopreservados correspondiente a 
130 ciclos, y 408 ovocitos descongelados de 52 ciclos. 
Resultados׃ Las tasas de sobrevida, fecundación, implan-
tación y embarazo clínico fueron de 44.9%, 73.1%, 10.5% 
y 19.2% respectivamente, con 5 recién nacidos vivos y 2 
embarazos en curso. No se registró embarazo múltiple. La 
tasa acumulativa de embarazo clínico fue de 49.2%. 
Conclusión׃ En nuestra experiencia, la criopreservación 
de ovocitos es una opción para evitar la eliminación de 
ovocitos sobrantes en centros donde la criopreservación 
de embriones no está permitida. 
Palabras clave: criopreservación de ovocitos, congela-
miento lento, sobrevida ovocitaria, tasa de embarazo.
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Genética e Biologia Molecular

P31 - Polymorphisms A 1298C in 
5, 10-methylenetetrahdrofolate 
reductase (MTHFR) gene: a new 
marker for ovarian reserve?
Ciro Dresch Martinhago; Raphaela P Santos; Joji 
Ueno; Mariana Angelozzi de Oliveira; Luciana 
Francisco Semião; Ricardo M de Oliveira.
RDO – Medical Diagnosis, São Paulo, SP – Brazil 

Abstract
Purpose: To verify if the A1298C polymorphism in the 
MTHFR gene is or not associated with a decrease of the 
ovarian reserve.
Methods: Samples of peripheral blood were obtained 
from 164 female patients and MTHFR genotypes were 
compared to the anti-mullerian hormone as well as FSH, 
LH and inhibin B.
Results: Samples were divided as follows; 84 samples 
of non-carriers for the A1298C polymorphism in the 

MTHFR gene, e.g. 1298AA; 62 heterozygous 1298AC for 
the mutation; and 18 presented variation in homozygous 
form, e.g. 1298CC. The AMH mean value measured for 
1298AA genotype was of 1,14 ng/mL: for the 1298AC 
genotype was of 0,91 ng/mL; and for the 1298CC geno-
type was of 1,49 ng/mL. A negative correlation between 
AMH and FSH, LH and the FSH/LH relationship was obser-
ved as expected. Inhibin B, on the other, presented a 
positive association with AMH, also as expected.
Conclusion: This study showed that by itself the A1298C 
polymorphism does not seem to affect AMH levels. 
Key words: anti-mullerian hormone, FSH and LH, 
ovarian reserve, A1298C polymorphism MTHFR.

Correspondence to׃ ciro@rdo.med.br

P32 - Relación entre la morfología 
embrionaria y las aneuploidias 
cromosomicas detectadas por FISH.

Autores ׃ Gazzo E, Vizcarra F, Noriega L & Escudero E

Grupo PRANOR de Reproducción Asistida, Lima, Perú.

Resumen
Introducción- objetivo׃ La morfología embrionaria es 
una de las pocas herramientas disponibles en los Labora-
torios de Reproducción Asistida que permite la selección 
de los embriones a transferir. Sin embargo, actualmen-
te, existe además la posibilidad de realizar diagnostico 
genético preimplantacional (PGD), que nos informa de las 
aneuploidías del embrión. Este estudio compara la morfo-
logía embrionaria en día 5 con el resultado del PGD. 
Material y método׃ Analizamos retrospectivamente, 
247 ciclos en donde se realizo PGD por FISH a 1520 
embriones en día 3. Se evalúo la morfología del embrión 
en día 5 y su resultado en el PGD.
Resultados׃ Dentro de la población de embriones que 
llegaron a blastocisto, en el día 5  (519) sólo un 39.1 % 
de ellos (203) tuvieron un diagnóstico genético normal. 
Cuando se analizó la población de embriones en estado 
de blastocisto que llegaron hasta la categoría de expan-
didos o eclosionando (184), sólo un 38.0% de ellos (70) 
tuvieron un diagnóstico genético normal. Del total de 
embriones biopsiados (1520) el 65.8% de ellos no llego 
a blastular y dentro de este grupo, sólo un 13.6% fueron 
genéticamente sanos. 
Conclusión׃ Los resultados muestran que la morfología 
del embrión en el día 5 de cultivo no sería una herra-
mienta útil para predecir que el embrión tenga una carga 
genética normal, puesto que sólo el 38% de los blastocis-
tos, era sano. Sin embargo, es de mejor pronóstico llegar 
a blastocisto, puesto que presenta mejores resultados 
que cuando el embrión se queda en etapas previas de 
clivaje. La posibilidad de utilizar el diagnóstico genético 
preimplantacional de manera rutinaria en los Laborato-
rios de Reproducción Asistida, podría mejorar los resulta-
dos de un programa de reproducción Asistida.
Palabras-clave: Reproducción Asistida, blastocisto, 
diagnostico genético preimplantacional

Contacto׃ egazzo@fertilidadperu.com

P33 - Diagnostico genetico 
preimplantacional, por hibridación 
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genomica comparada (aCGH), en un 
programa de reproducción asistida: 
primeros 6 casos.
Gazzo E, Catanzaro G, Noriega L & Sepúlveda S.

Grupo Pranor de Reproducción Asistida, Lima, Perú.

Resumen
Introducción-objetivo׃ El diagnostico genético preim-
plantacional por hibridación genómica comparada (aCGH) 
se ve como una importante herramienta para la detec-
ción de aneuploidías en  embriones humanos, pudiendo 
examinar los 24 tipos de cromosoma antes de ser trans-
ferido, lo cual podría aumentar la posibilidad de obtener 
un embarazo.El CGH, permite hacer un análisis citoge-
nético completo de todo el cariotipo. Se basa en estable-
cer una hibridación competitiva entre un DNA control con 
cariotipo 46, XY y un DNA problema, en proporción 1:1 y 
marcados con fluorocromos, sobre metafases de linfoci-
tos euploides. En este trabajo se muestra la experiencia 
preliminar realizando aCGH a pacientes del programa de 
diagnostico genético preimplantacional.
Material y método׃ Se reportan 6 casos realizados, 
entre Octubre de 2010 y Febrero de 2011. En todos ellos 
la biopsia del trofoectodermo se realizó en blastocistos 
expandidos en día 5 o 6 y posteriormente fueron vitrifica-
dos hasta recibir el resultado del aCGH.
Resultados׃ La transferencia se realizó en un ciclo dife-
rente en 4 de los 6 ciclos iniciados, logrando 3 embarazos.
Conclusión׃ Creemos importante poder contar con esta 
técnica de diagnóstico  genético más extensa, la cual 
podría permitir un aumento de la tasa de embarazo y una 
disminución de la tasa de aborto. 
Palabras clave׃ diagnostico genético preimplantacional, 
hibridación genómica comparada, experiencia preliminar.
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P34 - Atendimento a casais 
inférteis: integração entre medicina 
e psicologia
Helena Prado Lopes
Instituição: Instituto de Ginecologia – Universidade 
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ.Brasil

Resumo
Objetivo׃  Este estudo examina o processo de enfrenta-
mento de homens e mulheres inférteis durante investi-
gação diagnóstica e tratamento da infertilidade conjugal, 
realizado no ambulatório de reprodução assistida num 
hospital público. 
Material e método׃ A presente análise discute os resul-
tados de uma pesquisa qualitativa cujo objetivo é enfati-
zar a importância da integração dos aspectos médicos e 
psicológicos no atendimento aos casais inférteis. Para a 
coleta de dados, utiliza-se a entrevista psicológica semi-
dirigida. Esse recurso promove uma escuta diferenciada 
dos aspectos emocionais vivenciados pelos pacientes, 
permitindo maior reflexão aos casais sobre suas dificulda-
des diante do processo de investigação e tratamento de 
infertilidade. Resultados׃ A partir dos dados, verifica-se 
que, além do tratamento médico, os pacientes necessi-

tam de uma intervenção psicológica centrada nas reper-
cussões emocionais vivenciadas por eles durante todo o 
processo. Dada à complexidade do processo de repro-
dução assistida, é essencial considerar tanto os fatores 
médicos, imprescindíveis para se atingir a concepção do 
filho biológico, quanto os fatores psicológicos, nos níveis 
individual, conjugal e social.
Conclusão׃ a dimensão médica integrada à psicológi-
ca  auxilia esses pacientes a potencializar seus recursos e 
a buscar meios mais adaptativos para minimizar os possí-
veis dilemas e a ansiedade vividos durante o processo.
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P35 - Anticuerpos antiespermatozoides 
en mujeres cuya pareja masculina 
presenta un factor inmunologico.
Molina Rosa, Estofán Gustavo, Kuperman Natalio, 
Beltramone Fernando, Palena Celina, Estofán Daniel 

Centro Integral de Ginecología, Obstetricia y 
Reproducción (CIGOR), Córdoba.
Argentina

Resumen
Introducción: Altos títulos de anticuerpos antiesper-
matozoides (ASAs)  en la mujer afectaría la migración 
espermática por el tracto reproductor femenino y la ferti-
lización del ovocito. Hay varias teorías relacionadas a 
la etiopatogenia de la inmunoinfertilidad femenina, una 
más reciente propuesta por  Clarke (2009),  sería que, el 
sistema inmune de la mujer responde frente a repetidas 
exposiciones contra esos ASAs produciendo anticuerpos 
antiidiotipos potenciando así la respuesta inmune  a los 
espermatozoides.
Objetivo: Determinar  la presencia de ASAs en mujeres  
que consultaban por fertilidad y cuyos maridos presenta-
ban anticuerpos unidos a sus espermatozoides. 
Materiales y Métodos: Estudio Prospectivo de Cohor-
te. Se investigó ASAs en suero a  28 mujeres voluntarias 
con esposos ASAs positivos y en 6 mujeres cuyas parejas 
presentaban un Mar Test negativo. Para la determinación se 
utilizó como antígeno (Ag)  un pool de espermatozoides sin 
ASAS seleccionados por Swim Up   y estos espermatozoides 
fueron incubados con el suero de las mujeres en estudio. La 
valoración de ASAs se realizó con un kit comercial “Sperm 
Mar Test IgG Anti-Sperm Antibody Test” (FertiPro)
Resultados: El 21%  de las  mujeres (6/28) presentaron 
una fuerte respuesta inmunológica (> 40%) y el 36% 
(10/24) una respuesta leve (10 – 40%). Si sumamos 
ambas respuestas obtenemos que el 57% de las mujeres 
presentan ASAs positivos.
Conclusión: Estos resultados podrían avalar  la teoría de 
Clarke en la cual espermatozoides con ASAs  producirían una 
respuesta inmune en la mujer. Debido a la alta incidencia 
de ASAs encontrada en este grupo de pacientes, podemos 
concluir que se debería investigar de rutina la presencia ASAs 
en mujeres cuyas parejas masculinas presenten un factor 
inmunológico. Estos ASAs podrían ser una causa más que 
impactaría negativamente en la fertilidad de la pareja.
Palabras Claves: Anticuerpos antiespermatozides,  
Factor inmunológico, Infertilidad.
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P36 - Comparação da motilidade e 
morfologia espermática em grupos 
com diferentes concentrações totais 
de espermatozóides.

Autores: Iara Viana 1,3, Danielle Araújo 3, Marjorie 
Mota 2,3, Marcelo Rocha 4,3, Marcelo Cavalcante 3 e 
Marcelo Gondim Rocha 3,4

1Universidade Estadual do Ceará
2Universidade Federal do Ceará
3Centro de Reprodução Assistida do Ceará, Brasil
4Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

Instituição onde  foi realizado o trabalho: Centro de 
Reprodução Assistida do Ceará, Fortaleza, CE, Brasil

Resumo
Introdução: O fator masculino está envolvido em 50% 
dos casos de infertilidade conjugal, por isso, uma avalia-
ção inicial minuciosa deve ser realizada. O objetivo deste 
trabalho foi avaliar a motilidade e morfologia espermáti-
ca entre grupos com diferentes concentrações totais de 
espermatozóides submetidos à análise seminal. 
Material e método: As amostras foram avaliadas segun-
do os critérios da Organização Mundial de Saúde (OMS), 
para analisar concentração total, motilidade espermática 
e o critério de Krüger para morfologia espermática. Os 
grupos foram divididos com relação às diferentes concen-
trações totais de espermatozóides: Grupo 1 (0,1 a 4 x 106 
milhões), Grupo 2 (5 a 9 x 106 milhões), Grupo 3 (10 a 19 
x 106 milhões), Grupo 4 (20 a 99 x 106 milhões) e Grupo 
5 (>100 x 106 milhões). 
Resultados: Na motilidade inicial não há diferenças 
significativas entre os grupos 1, 2 e 3; os grupos 3 e 
4 também não diferem entre si e o grupo 5 apresen-
tou valores significativamente maiores que os demais 
grupos. Avaliando-se a motilidade pós-capacitação, o 
grupo 1 apresentou valores significativamente menores 
que os demais; não há diferenças significativas entre os 
grupos 2 e 3, assim como entre os grupos 3 e 4 e o grupo 
5 apresentou valores significativamente maiores que os 
demais. A análise da média da morfologia normal entre 
os grupos permite afirmar que os grupos 1 e 2 não dife-
rem significativamente; assim como os grupos 3 e 4 que 
não diferem entre si, mas são significativamente maiores 
que os grupos 1 e 2; e o grupo 5 tem valores significati-
vamente maiores que os demais. 
Conclusão: pacientes com concentrações totais de esperma-
tozóides maiores que 20 x 106 milhões possuem valores signi-
ficativamente melhores de motilidade inicial, pós-capacitação 
e morfologia. Estes fatores são relevantes para uma melhor 
taxa de fertilização e de desenvolvimento embrionário. 
Palavras-chave: Sêmen, Concentração, Motilidade e 
Morfologia.
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P37 - Estudio de los parámetros 
seminales y la fragmentación del 
AND espermático en hombres con 
sobrepeso y obesidad.
Shalom Valerie1, Olivieri María Teresa1, Rosemberg 
Estrella1, Bronfenmajer Sammy2.

1  Biologa, 
2 Médico 
EMBRIOS Centro de Fertilidad y Reproducción 
Humana. Hospital de Clinicas Caracas, Caracas, 
Venezuela. 

Resumen
Introducción: Se ha sugerido que la obesidad podría 
tener un efecto perjudicial sobre la calidad seminal y la 
integridad del ADN espermático. Este estudio tiene como 
objetivo analizar si la obesidad altera la función reproduc-
tiva del hombre. 
Materiales y Métodos: Se realizó un estudio prospectivo 
en 86 hombres divididos en donantes de semen fértiles y 
hombres de parejas infértiles (PI). Cada grupo fue dividi-
do según su índice de masa corporal (IMC), peso normal 
IMC≤ 25kg/m2, sobrepeso IMC 25-30kg/m2, obesidad 
IMC≥ 30kg/m2. Grupo I, donantes de semen con peso 
normal (n=16), Grupo II donantes de semen con sobre-
peso (n=14), Grupo III hombres de PI  con sobrepeso 
(n=18) y Grupo IV hombres de PI con obesidad (n=38). 
Los hombres fueron pesados y medidos. Se realizó el 
análisis seminal y se evaluó la fragmentación del ADN 
espermático con el kit Halosperm®. Los datos fueron 
analizados mediante el análisis de varianzas (ANOVA) y 
comparación de medias con t de Student. 
Resultados: Se encontró que los hombres con sobrepeso 
y obesidad presentaban menor concentración espermáti-
ca que los donantes de peso normal y con sobrepeso (III: 
23.7x106±27.3; IV: 27.9x106±24.6; I: 57.1x106±28.7; 
II: 63.7x106±35.7/mL) y lo mismo se observó con la 
movilidad (III: 52.8%; IV: 55.6%; I: 74.4%; II: 65.4%). 
Los donantes de peso normal presentaron una movilidad 
mayor, que los donantes con sobrepeso. La morfología 
no presentó diferencias entre los grupos. El porcen-
taje de fragmentación del ADN espermático fue mayor 
en hombres con sobrepeso y obesidad en comparación 
con los donantes de peso normal y con sobrepeso (III: 
29.24%; IV: 36.09%; I: 10.40%; II: 15.71%). Los 
donantes de peso normal presentaron menor porcentaje 
de fragmentación que los donantes con sobrepeso.
Conclusiones: En conclusión, altos niveles de índice de 
masa corporal están asociados a una disminución en la 
movilidad espermática y a un aumento de la fragmenta-
ción del ADN espermático.
Palabras claves: Obesidad, Infertilidad, Fragmentación 
de ADN espermático, Espermatograma.
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P38 - Efectos del sidenafil sobre la 
motilidad espermática en pacientes 
con astenozoospermia.

Felipe Arturo Morales Martínez1,5, Martha Merino 
Ruiz1, Eddy Efrén Angulo Velarde2,  . Hilda 
Magdalena Luna Aranda3, Geraldina Guerrero 
González1 y  Luis H. Sordia Hernández1

1Departamento de Ginecología y Obstetricia del 
Hospital Universitario, U.A.N.L. Monterrey NL, México.
 2 Biología de la Reproducción Humana del Hospital 
Universitario, U.A.N.L. 
3Químico de laboratorio de Biología de la 
Reproducción 

Centro Universitario de Medicina Reproductiva 
del Departamento de Ginecología y Obstetricia 
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del Hospital Universitario, U.A.N.L. Monterrey NL, 
México.

Resumen
Introducción-objetivo: Existe un reducido número de 
publicaciones con respecto a los efectos del sildenafil 
sobre la motilidad espermática, la mayoría en varones 
sanos cuyos resultados son controversiales. Este estudio 
busca  determinar los efectos del sildenafil sobre la moti-
lidad espermática en pacientes con astenozoospermia. 
Métodos: Participaron 32 varones de Julio de 2008 a 
Agosto 2009. Se analizaron 4 muestras de semen: la 
primera (M1) y la segunda (M2) denominadas basales, 
fueron colectadas en diferentes fechas y sirvieron para 
evidenciar el diagnóstico. La tercera muestra (M3) fue 
obtenida 1 hora después de la segunda con la finali-
dad de observar un probable efecto benéfico tanto en 
cuenta como en motilidad y la cuarta (M4) fue colec-
tada en una fecha diferente, una hora después de la 
administración de 100 mg de sildenafil con el objeti-
vo de determinar un efecto de mejora en la motilidad 
de los espermatozoides. Resultados: El promedio de 
% de espermatozoides móviles en las muestras fue de 
28.7% (M2), 31.0% (M3) y 30.1% (M4) post-sildenafil 
no mostrando diferencia significativa. La motilidad total 
(% de móviles a+b x cuenta total x volumen) fue de 
43.6% (M2), 44.0% (M3) y 56.6% (M4), que muestran 
una tendencia a la mejora aún cuando no es significati-
va. Al revisar las muestras apareadas  M2 y M4 (post-
-sildenafil) encontramos que la motilidad total mejoró  
en 15 casos (46.8%).
Conclusiones: Encontramos una tendencia a mejorar la 
motilidad de varones con astenozoospermia que recibie-
ron Sildenafil por vía oral una hora previa a la eyaculaci-
ón pero no así en muestras colectadas con una hora de 
diferencia.
Palabras clave: sildenafil, motilidad espermática, aste-
nozoospermia.
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Endometriose  e Pesquisa básica

P39 - Marcadores de estresse 
oxidativo no fluido folicular de 
mulheres inférteis com e sem 
endometriose: estudo piloto.

Michele Gomes Da Broi¹, Aline Zyman de Andrade¹, 

Jhenifer Kliemchen Rodrigues¹, Rui Alberto 
Ferriani1, Alceu Afonso Jordão Junior2, Paula Andrea 
Navarro1

1Departamento de Ginecologia e Obstetrícia da 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP - 
Ribeirão Preto (SP), Brasil
2Departamento de Clínica Médica, Faculdade de 
Medicina de Ribeirão Preto – USP, Ribeirão Preto – 
SP, Brasil
Setor de Reprodução Humana, Departamento de 
Ginecologia e Obstetrícia da Faculdade de Medicina 
de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo, 
Ribeirão Preto, SP. Brasil.
Fonte de Auxílio: FAPESP (Processo 2008/58197-
6), CNPq (Processo 474858/2009-0) e Instituto 
Nacional de Ciências e Tecnologia – INCT/CNPq – 
Hormônios e Saúde da Mulher

Resumo
Introdução: o estresse oxidativo (EO) no microambiente 
folicular pode promover anormalidades meióticas oocitárias 
e estar envolvido na etiopatogênese da infertilidade relacio-
nada à endometriose. O objetivo deste estudo foi comparar 
os níveis de cinco marcadores de EO (total de hidroperóxi-
dos, malondialdeído (MDA), produtos avançados de oxida-
ção protéica (AOPPs), glutationa (GSH) e vitamina E) no 
fluido folicular (FF) de pacientes inférteis com endometriose 
e fator tubário e/ou masculino de infertilidade. Materiais 
e métodos: incluiu-se consecutivamente 127 pacientes 
submetidas à estimulação ovariana para realização de inje-
ção intracitoplasmática de espermatozóide (ICSI) (54 com 
endometriose e 73 controles). No dia da coleta dos oócitos, 
amostras de FF do primeiro folículo aspirado (diâmetro ≥ 
15 mm) de cada paciente, livres de contaminação sanguí-
nea, foram obtidas de 78 mulheres (2 com endometriose 
sem estadiamento, 19 com endometriose graus I/II, 9 com 
endometriose graus III/IV e 48 controles). Os marcadores 
de EO foram mensurados por espectrofotometria (total de 
hidroperóxidos, MDA, AOPPs e GSH) e por cromatografia 
líquida de alta eficiência (vitamina E). ]
Resultados: encontrou-se maiores níveis de glutationa e 
menores níveis de hidroperóxidos no FF de pacientes com 
endometriose e endometriose I/II quando comparadas  às 
controles. Não houve diferença entre os grupos endome-
triose e controle com relação aos demais marcadores. 
Conclusões: as alterações encontradas no FF de pacientes 
inférteis com endometriose sugerem presença de EO neste 
microambiente reprodutivo, o que pode estar envolvido na 
etiopatogênese da infertilidade relacionada à doença. Estu-
dos com maiores casuísticas são necessários para avaliar 
melhor o papel do EO na progressão da endometriose.
Palavras-chave: endometriose; estresse oxidativo; flui-
do folicular; infertilidade feminina; reprodução assistida.
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TRA Stem cells

P40 - O papel das células-tronco 
mesenquimais de trompa de Falópio 
na regeneração óssea in vivo em 
modelo animal.

Jazedje, Tatiana1; Bueno, Daniela F1; Czeresnia, 
Carlos E2; Perin, Paulo M3; Maluf, Mariangela3; Zatz, 
Mayana, 1Centro de Estudos do Genoma Humano – 
Universidade de São Paulo, SP, Brasil
2 Célula Mater, São Paulo, Brasil
3Centro Especializado em Reprodução Humana, São 
Paulo, Brazil

Resumo 
Introdução-Objetivo. Recentemente demonstramos 
que as trompas de falópio humanas são uma fonte rica 
de células-tronco mesenquimais que apresentam uma 
capacidade acentuada para a diferenciação osteogênica in 
vitro. Como o osso é um tecido de remodelação constante, 
é possível que as células-tronco desempenhem um papel 
importante neste processo  e sejam a chave para o desen-
volvimento de novos tratamentos contra a osteoporose ou 
outras doenças ósseas. Considerando que as Células Tron-
co Mesenquimais de Trompas de Falópio (CTMTF) possuem 
excelente potencial osteogênico in vitro, nosso objetivo foi 
avaliar a capacidade das CTMTF na regeneração ossea  in 
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vivo, quando xenotransplantadas em ratos não-imunossu-
primidos (RNI) com defeitos cranianos.
Materiais e Métodos. As CTMTF foram caracterizadas por 
citometria de fluxo e avaliadas para a capacidade de multi-
diferenciação in vitro (diferenciações osteogênica, condrogê-
nica e adipogênica). Dois defeitos simétricos em cada região 
parietal de sete ratos foram realizados. O lado esquerdo 
(LE) de seis animais foi coberto com biomaterial CellCeram 
(Scaffdex) apenas, e do lado direito (LD) com o CellCeram e 
CTMTF (106 células / biomaterial). Os animais foram sacrifi-
cados aos 30, 60 e 90 dias de pós-operatório e amostras de 
tecidos cranianos foram analisadas histologicamente.
Resultados. Após 90 dias, observou-se formação de osso 
em ambos os lados. No entanto, nos animais sacrifica-
dos 30 e 60 dias após o procedimento, observou-se osso 
maduro apenas do lado direito, local no qual as células-
-tronco foram colocadas. A presença de DNA humano 
foi comprovada por reação em cadeira da polimerase e 
imunofluorescência. As células humanas não foram rejei-
tadas, confirmando a propriedade imunomodulatória das 
células-tronco utilizadas. 
Conclusão. As CTMTF melhoraram ou aceleraram a rege-
neração óssea in vivo, podendo ser uma nova opção para 
futuros tratamentos da osteoporose ou outras doenças 
ósseas.
Palavras-chave: trompa de Falópio, célula-tronco 
mesenquimal, regeneração óssea, osteoporose, medicina 
regenerativa
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P41 - Effects of androgen substrate 
on bovine cumulus-oocyte complexes 
steroidogenesis during IVM.
Autores: Bulgarelli DL ,Vireque AA , Bernuci MP , 
Pitangui CP , Sá MFS , Rosa e Silva ACJS 

Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty 
of Medicine of Ribeirão Preto,
University of São Paulo 14049-900 Ribeirão Preto, 
SP, Brazil.

Abstract
Objective: Ovarian steroids are known as important 
factors on the route of oocytes development. Since 
serum-supplemented in vitro maturation (IVM) media 
decreases estradiol secretion by bovine cumulus-oocyte 
complexes (COCs), the aim of this study was to assess 
whether this effect is caused by deficiency of substrate or 
by low cumulus cells aromatase activity. 
Material and methods: Bovine cumulus–oocyte 
complexes (COCs) aspirated from 2 to 8 mm follicles of 
slaughterhouse ovaries, were matured in (1) TCM199  in 
the presence of 10% FBS, 20 µg/mL FSH, 0.5 µg/mL LH 
(40 COCs in each treatment/replicate), or (2) as 1 but 
with the addition of 100 nmol/L androstenedione (A4) 
for 22 h at 39 degrees C in a humidified atmosphere of 
5% CO2 in air. After maturation, with or without COCs 
medium were collected and analyzed for its content of 
estradol-17β and (E2) and progesterone (P4) by chemi-
luminescence method. 
Results: The E2 content of culture medium increased 
markedly (P<0.0001) after incubation of COCs with 
TCM+A4 compared to TCM (17.52 ± 1.86 ng/mL; 0.32 

± 0.05 ng/mL, respectively). No significant difference in 
the P4 content (P = 0,4088) was detected into the IVM 
medium despite the presence of A4 (21.73 ± 1.67 ng/mL 
to TCM; 21,83 ± 1.61 ng/mL to TCM+A4).
Conclusion:  Our results suggest that decreased estra-
diol production by COCs in serum-supplemented IVM 
media is caused by deficiency of substrate rather than 
low cumulus cells aromatase activity. 
Key words: Cumulus-oocyte complex; Steroidogenesis; 
Serum; Androgen.
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P42 - Análisis jurídico de los 
derechos del embrión en México.

Fernando Manuel Talamantes Ferreira.¹,Alma 
Belén Aguilar Hernández². Marino Miguel González  
Cervantes³. 

1Abogado
2Embriologista
3Médico
Instituición: GyRA. .  E. Unidos Mexicanos, en la  
Heroica Puebla de Zaragoza.

Resumen
Objetivo׃ Con soporte en la existencia de las lagunas 
legales existentes hasta el momento,  en el presente 
libelo se analizan y valoran cuáles son los derechos no 
legitimados del producto no nacido concebido a través de 
la Reproducción Asistida; de vital importancia,  debido a 
que la Persona per se es la columna vertebral del Derecho 
Civil Así mismo se llega a la definición del momento de la 
concepción y con ello ahondar en los derechos del embrión 
Método׃ Es obligatorio analizar los derechos  jurídicos 
inherentes  no tutelados por la legislación mexicana en 
beneficio de los embriones concebidos en los laboratorios 
de Reproducción In Vitro  utilizados en los procedimientos 
de Reproducción Asistida en nuestra Nación, toda vez que 
la falta de una legislación da pauta a prácticas en ocasio-
nes indebidas tanto de los futuros padres como de los 
Centros de Reproducción Asistida. 
Conclusión׃ Concluyendo el embrión está protegido por la 
legislación civil mexicana, aunque por el momento no exis-
ta una legislación en la materia en el país, es fundamental 
el generar en las parejas contratantes de este servicio  - 
Cónyuges o Concubinos-, la conciencia de que no pueden 
abandonar el o los embriones y así evitar en los Centros 
de Reproducción Asistida la sobrepoblación de los mismos.   
Palabras-clave׃ Reproducción Asistida, legislación, 
Derecho Civil, México.
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P43 - Predictive factors of metabolic 
syndrome in adults and adolescents 
with polycystic ovary syndrome
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Vieira, Ana Carolina Japur de Sá Rosa e Silva , 
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Rosana Maria dos Reis 

Department of Obstetrics and Gynaecology, Medical 
School of Ribeirão Preto, University of São Paulo, 
Brazil.

Abstract
Objectives: Compare clinical and metabolic parame-
ters, as well as predictors of metabolic syndrome (MS), 
in adolescent and adult women with polycystic ovary 
syndrome (PCOS). 
Methods: A Cross-sectional study was conduced in Facul-
ty of Medicine of Ribeirão Preto, University of São Paulo. A 
total of 147 women with PCOS were divided into 2 groups: 
42 adolescents and 105 adults. Anthropometric measure-
ments, blood samples and pelvic ultrasound exams were 
made to assessment of the prevalence of MS and its 
components. Furthermore, the predictors of MS in women 
with PCOS were evaluated by multivariate analysis. 
Results: The prevalence of increased diastolic blood pres-
sure and changes in the lipid panel was greater in adult 
women than in adolescents (p<0.02). The prevalence 
of MS was greater in adult women than in adolescents 
(49.5% vs. 23.8%, p=0.01). In adult women, insulin levels 
and body mass index (BMI) were independent predictors 
of MS incidence (p<0.01), but in adolescents, only BMI 
was found to be an independent predictor of MS (p<0.03).
Conclusions: The insulin levels and BMI were indepen-
dent predictors of MS in the adult women with PCOS, 
however, for adolescents, only the BMI was independent 
predicted of MS, emphasizing the need to monitor these 
patients from adolescence to prevent metabolic compli-
cations. 
Key words: Polycystic ovary syndrome, adolescent, 
insulin, obesity, metabolic syndrome
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P44 - Diseño y uso del Batts (DIU) 
como profilaxis de las adherencias 
intrauterina en una clínica de Santa 
Cruz de la Sierra - Bolivia desde 
1995-2010.
Juan Carlos Montalvo Doria Medina y Henry 
Fulguera Villanueva

Instituición: Clínica Bioginecologica Montalvo, Santa 
Cruz - Bolivia

Resumen
Introducción: Objetivo: Las sinequias intrauterinas 
desde su primera descripción clínica en 1927 por Frits-
ch permanecen aun siendo en nuestros días motivo de 
investigación. El tratamiento es una de las áreas que 
actualmente es de interés colectivo, principalmente el 
relacionado al tratamiento de la prevención de las recidi-
vas de las adherencias intrauterinas. 
Material y metodo: El presente trabajo comparte  sobre 
la experiencia de 15 años en el uso de una nueva alterna-
tiva terapéutica en la protección de la cavidad intrauterina 
con un dispositivo de silicona laminado denominado como 
BATTS. La ventaja principal de este dispositivo es que su 
diseño anatómico protege la totalidad de la cavidad intrau-
terina incluido áreas vitales como el OCI, fundus y ostium, 
con lo que el riesgo de recidiva de sinequia es nula.

Conclusión: Los años de experiencia en el uso de este 
dispositivo y el numero de usuarias permite concluir que 
el BATTS es completamente inocuo para la paciente; 
tiene efectos secundarios muy leves y de fácil manejo; la 
técnica de colocado y extracción es sencilla; la protección 
de la cavidad endometrial en los casos observados es del 
100%.Por lo tanto consideramos que el BATTS en rela-
ción con otros métodos de barrera como la T de cobre, 
la sonda Foley o el acido hialurónico podría tener mejo-
res resultados: anatómico, fisiológico y obstétrico. Los 
mismos requieren ser replicados en estudios posteriores.
Palabras-clave׃ sinequias intrauterinas, prevención, 
dispositivo de silicona
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P45 - Essure® como tratamiento del 
hidrosalpinx antes de técnicas de 
reproducción asistida.

Jorge Lerner¹ , José Florencio Jiménez¹, María 
Eugenia Zeppenfeldt¹, Javier Rodríguez Kovacs¹ y 
Carlos Ramírez²
Médico
Anestesiólogo
UNIFERTES Unidad de Reproducción Asistida. 
Clínica El Ávila. Caracas, Venezuela.

Resumen
Objetivo: Describir el ESSURE® como tratamiento para 
hidrosálpinx y los resultados de un tratamiento posterior 
con  TRA en cuanto a tasa de embarazo en curso, recién 
nacido vivo en casa y abortos. Los pacientes con hidro-
sálpinx tienen  tasas de embarazo significativamente más 
bajas de FIV-TE en comparación con pacientes sin hidro-
sálpinx, con una probabilidad reducida de implantación 
de hasta un 50% y un mayor riesgo, de hasta el doble, 
de aborto espontáneo.
Materiales y Métodos: Se incluyeron las histeroscopias 
realizadas desde junio 2009 a diciembre 2010 para trata-
miento del hidrosálpinx, realizadas por vaginohisteroscopia. 
Resultados: Se colocó ESSURE® a 25 pacientes con 
Hidrosálpinx, la mayoría unilaterales (15 pacientes). 
Edad promedio: 35 años. Durante la histeroscopia se 
encontró: ningún hallazgo 72%, pólipos 16%,  miomas 
4%, sinequias 4% y útero tabicado 4%. El promedio de 
Nº de anillos visibles en el lado derecho fue de 2 con un 
mínimo de 0 y un máximo de  9 y en el lado izquierdo un 
promedio de 2 con un mínimo de 0 y un máximo de 7. La 
duración promedio: 7 minutos con un mínimo de 4 y un 
máximo de 15 minutos. De los 8 pacientes sin anestesia, 
7 con buena tolerancia y 1 toleró regular. Ningún caso 
ameritó dilatación cervical. El 80% no presentó compli-
caciones. En 2 pacientes el Essure® se encontró fuera de 
cavidad, en 1 paciente intracavitaria, 1 paciente absce-
so tubo-ovárico unilateral y en 1 paciente falsa vía. 13 
pacientes se sometieron a procedimientos de Reproduc-
ción Asistida, 7 (53.84%) con prueba positiva de emba-
razo; de las cuales 4 (30.76%) con embarazo en curso; 
2 (15.38%) embarazo bioquímico y 1 (7.69%) aborto. 
Conclusiones: Nuestra casuística, aunque pequeña, es 
la más grande publicada en Latinoamérica y el mundo, 
con resultados equivalentes a trabajos publicados.  Este 
tipo de procedimiento debería realizarse en toda pacien-
te con hidrosálpinx, con contraindicación de cirugía o sin 
ella, debido a que es seguro, fácil, tolerable y rápido, sin 
afectación de la circulación ovárica.
Palabras clave: ESSURE®, hidrosálpinx, histeroscopia. 
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Eventos

March

2011 Annual Meeting on Women’s Cancer 
Sponsor: Society of Gynecologic Oncologists 
Dates: March 6-9, 2011 
Location: Hilton Orlando Bonnet Creek & Waldorf 
Astoria, Orlando, FL, USA 
For More Information: http://www.sgo.org

2011 CREOG and APGO Annual Meeting 
Dates: March 9-12, 2011 
Location: JW Marriott San Antonio Hill Country, 
San Antonio, TX, USA 
For More Information: http://www.apgo.org 

SGI 2011 Annual Meeting 
Sponsor: Socity for Gynecologic Investigation 
Dates: March 16-19, 2011 
Location: Fontainebleua Hotel,  
Miami Beach, FL, USA 
For More Information: http://www.sgionline.org 

26th Annual Congress of the European Asso-
ciation of Urology (EAU) 
Dates: March 18-22, 2011 
Location: Vienna, AUSTRIA 
For More Information: http://www.eauvien-
na2011.org  

2nd International Congress of the Society of 
Cross-Border Reproductive Care 
Dates: March 24-27, 2011 
Location: Florence, ITALY 
For More Information:http://www.icgrt.com 

36th Annual Meeting of the Society for Sex 
Therapy and Research 
Dates: March 31-April 3, 2011 
Location: Four Seasons Resort,  
Palm Beach, FL, USA 
For More Information:http://www.sstarnet.org  

April

ASA 36th Annual Meeting 
Sponsor: American Society of Andrology 
Dates: April 2-5, 2011 
Location: Hyatt Regency Montreal, Montreal, 
CANADA 
For More Information:http://www.andrology 
society.com 

AACE 20th Annual Meeting and Clinical 
Congress 
Sponsor: American Association of Clinical Endocri-
nologists 
Dates: April 13-17, 2011 
Location: Manchester Grand Hyatt and San Diego 
Convention Center, San Diego, CA, USA 
For More Information: www.aace.com 

2011 PCRS 
Sponsor: Pacific Coast Reproductive Society 
Dates: April 13-17, 2011 
Location: Rancho Las Palmas,  
Rancho Mirage, CA, USA 
For More Information: http://www.pcrsonline.org 

2011 NEFS Annual Meeting 
Sponsor: New England Fertility Society 
Dates: April 29-30, 2011 
Location: Water’s Edge, Wesbrook, CT, USA 
For More Information: http://www.nefs.org 

2011 ACOG Annual Clinical Meeting 
Dates: April 30 - May 4, 2011 
Location: Washington, DC, USA 
For More Information:http://www.acog.org/

May

2011 Frontiers in Reproduction (FIR) 
Dates: May 1 - June 11, 2011 
Location: Marine Biological Laboratory, Woods Hole, 
MA, USA 
Application Deadline: January 18, 2011 
For More Information: http://fir.mbl.edu

10o. Congresso Geral da 
REDLARA
Data: 19-22 de maio, 2011 
Localização: Rio de Janeiro, 
Brasil 
Informações: http://www.redlara.com/congres-
so_rio/programa.asp 

June

2011 OSSD Fifth Annual Meeting 
Description:  Organization for the Study of Sex 
Differences 
Dates: June 2-4, 2011 
Place: Oklahoma City, OK, USA 
For More Information:  http://www.ossdweb.org 

13th World Congress on Menopause 
Sponsor: International Menopause Society 
Dates: June 8-11, 2011 
Location: Rome, ITALY 
For More Information: http://www.imsociety.org 

ISSCR 9th Annual Meeting 
Sponsor: International Society for Stem Cell 
Research 
Dates: June 15-18, 2011 
Location: Metro Toronto Convention Centre, 
Toronto, Ontario, CANADA 
For More Information: http://www.isscr.org 

2011 AMA Annual Assembly Meeting 
Dates: June 18-22, 2011 
Location: Chicago, IL, USA 
For More Information: http://www.ama-assn.org 

July

ESHRE 2011 
Description: 27th Annual Meeting of the European 
Society of Human Reproduction and Embryology 
Dates: July 3-6, 2011 
Location: Stockholm, SWEDEN 
For More Information: http://www.eshre.eu 

august

XV CONGRESSO BRASILEIRO DE  
REPRODUÇÃO ASSISTIDA
Data: 24 a  27 de agosto, 2011
Local: Costão do Santinho - Florianópolis/SC.
Informações: www.sbra.com.br

September

6th Congress of the Asia Pacific Society for the 
Study of Aging Male (APSSAM) 
Dates: September 1-4, 2011 
Location: Busan, KOREA 
For More Information: http://www.aspssam2011.org  



46

2011 World Endometriosis Congress 
Dates: September 4-11, 2011 
Location: Montpellier, FRANCE 
For More Information:   http://www.wce2011.com

11th Congress of the Latin American Society 
for Sexual Medicine (SLAMS) 
Dates: September 8-11, 2011 
Location: Buenos Aires, ARGENTINA 
For More Information: http://www.slams2011.org  

October

ASRM 2011 
Description:  67th Annual Meeting of the ASRM 
Dates: October 15-19, 2011  

Place: Orange County Convention Center, Orlando, 
Florida, USA 
For More Information:  view the ASRM Annual 
Meeting page 

November

XXXIII Congresso Brasileiro de Urologia
Dias 22/11 a 26/11/2011
Florianópolis – SC
http://www.sbu2011.com.br/

14th World Congress on Human Reproduction 
Dates: November 30-December 3, 2011  
Location: Melbourne, AUSTRALIA 
For More Information: http://www.humanrepro-
duction2011.com  
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enviar materiais científi cos e debater com os colegas.
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Portal da Fertilidade Anúncio 210x280mm.indd   1 22/02/11   13:16



A vida é uma obra de arte.

SAC Merck Serono: 0800.113320
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