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Este libro pretende ofrecer una vision de conjunto sobre los
aspectos mds significativos relacionados con la biologia
molecular, desde la perspectiva de las investigaciones sobre el
genoma humano y de las aplicaciones clinicas y médico-legales
a que estdn dando lugar aquéllas. Se abordan por diversos y
cualificados especialistas espafioles materias capitales como el
desarrollo embrionario y las técnicas de reproduccién asistida,
los diagndsticos genéticos (preconcepcional, preimplantatorio y
prenatal), el consejo genético y la terapia génica, asi como los
mecanismos de 1a herencia, las pruebas genéticas de la
paternidad y la huella genética. Precede a estos capitulos una
introduccion a la biologia molecular y un desarrollo de los
objetivos del Proyecto Genoma Humano. Con dos glosarios se
desea facilitar el acercamiento terminolégico al profano. La
obra va dirigida no sélo a especialistas en biologia molecular y
genética, sino también a médicos y a no iniciados interesados
en otros aspectos de la materia (educadores, informadores,
filésofos, moralistas, socilogos, juristas, etc...) con el fin de
favorecer desde el rigor cientifico y una muy cuidada claridad
expositiva las reflexiones que pueden suscitar los efectos
sociales de las investigaciones sobre el genoma humano,
algunos de los cuales son pincelados en la presentacion de la
obra.

La Catedra de Derecho y Genoma Humano, Fundacién BBV -
Diputacién Foral de Bizkaia, Universidad de Deusto, se ha
constituido mediante un Convenio suscrito conjuntamente por
estas tres instituciones. Esta Catedra, que es la primera creada
en el mundo con estas caracteristicas, pretende ser un foro de
investigacidn, docencia, estudio y reflexidn, pero también un
punto de encuentro y de fomento del necesario didlogo comun.
Con esta obra la Catedra inicia la publicacién de monografias
sobre las cuestiones més relevantes de la genética humana,
dentro de un ambicioso y amplio programa de acciones
relacionadas con el Proyecto Genoma Humano que se viene
impulsando y promoviendo desde los inicios de éste por la
Fundacién BBV. Desde 1994, edita también la Revista Derecho
y Genoma Humano - Law and the Human Genome Review,
que se publica por separado en espafiol e inglés. El Director de
la Catedra es el Prof. D. Carlos Maria Romeo Casabona,
Catedratico de Derecho Penal de la Universidad de La Laguna.
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Prélogo

La celebracion del Encuentro Internacional de Bilbao en 1993, sobre
«El Proyecto Genoma Humano. Aspectos legales», puso de relieve lo
fructiferas que pueden ser las reuniones de expertos del mundo de la
Ciencia, la Etica y el Derecho. Ya nadie pone en duda la necesidad de
estos encuentros multidisciplinares, que facilitan el intercambio de opi-
niones y puntos de vista, y propician la obtencién de conclusiones com-
partidas. Sin embargo, también se puso de manifiesto a lo largo de
aquellos dias el esfuerzo afiadido que deben realizar los no especialistas
en Biologia Molecular para acercarse de forma correcta al nacleo de los
nuevos problemas sociales, éticos y legales que emergen de las investi-
gaciones sobre el genoma humano y de sus posibles aplicaciones sanita-
rias, médico-legales y en otros sectores de la vida de relacion. En efecto,
es cierto que la reflexién sobre estas implicaciones desde la perspectiva
de las ciencias sociales afiade a la ya compleja dificultad intrinseca de la
misma, la circunstancia de que su rigor analitico hace imprescindible un
cierto nivel de conocimiento de algunos aspectos esenciales de la Biolo-
gia Molecular.

Por tal motivo no pudimos sino acoger con satisfaccion y calor la ini-
ciativa de la Catedra de Derecho y Genoma Humano, Fundacién BBV-Di-
putacién Foral de Bizkaia, Universidad de Deusto, de editar y coordinar
un libro redactado por cualificados expertos espafioles sobre los aspectos
cientfficos, clinicos y médico-legales fundamentales que deben ser cono-
cidos en su engranaje mas intimo por los investigadores de las diversas
Ciencias Humanas y Sociales interesados en la vertiente social de la ge-
nética humana: la Filosofia, la Etica, la Sodiologia, el Derecho, etc. La
obra debia saber conjugar el irrenunciable rigor cientifico con una clari-
dad expositiva, lejos de tecnicismos innecesarios; y también la aportacion
de conocimientos cientificos actuales con su presentacién de forma ase-
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(37) ISFH. 19971 Report concerning recommendations of the DNA Commission
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Capitulo 12
Técnicas de reproduccién asistida

José Carlos Alberto Bethencourt y Rubi Nieves Rodriguez Diaz

. Introduccién

En la Ultima década, la Reproduccion Asistida ha experimentado un
gran avance, y actualmente brinda posibilidades de procreacién para de-
terminadas parejas a las que anteriormente les estaba vetado.

Cuando se origina una alteracién, tanto a nivel del tracto masculino,
femenino o de la interaccién entre ambos, que impide la fertilizacion del
ovocito en condiciones normales, es preciso acudir a determinadas Técni-
cas de Reproduccion Asistida (TRA), ya sea la inseminacion artificial, con
semen de marido o de donante, siendo en ambos casos imprescindible la
comprobacién previa del buen estado de las Trompas de Falopio, o bien
se optard por la Fertilizacion in vitro, si el problema deriva de una obs-
truccion tubarica.

Por lo tanto, en muchas ocasiones, el tratamiento de las diversas
causas de esterilidad precisa la utilizacién de TRA que, basicamente, son
la inseminacion artificial con semen de marido, la inseminacién artificial
con semen de donante y la fertilizacion in vitro con transferencia embrio-
naria (Fig. 1).

En su aplicacién, el criterio social que debe imponerse es la salva-
guarda de los intereses de la descendencia que se planea. Este criterio
general es imprescindible para proteger los valores basicos de la sociedad
y a la vez otorga su legitimidad social a las TRA o no coital.

En el presente capitulo se efectla una descripcion de las distintas
TRA, orientada a cientificos no especialistas, sin podernos sustraer a rea-
lizar al final una valoracion de los problemas éticos que plantean.
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— Inseminacion artificial conyugal o I1AC.

— Inseminacién artificial de donante o 1AD.

— Fertilizacién in vitro con Transferencia embrionaria o FIV-TE.
— Transferencia intramiometrial.

— Transferencia de zigotos a la trompa o ZIFT.

— Transferencia intratubdrica de embriones o TET.

— Transferencia initratubérica de gametos o GIFT

— Fertilizacion Asistida:

* Zona drilling, Zona cutting, zona cracking
o Subzonal insertion o SZI.
* Microinyeccién espermatica.

— Donacién de ovocitos.
— Donacién de embriones

Figura 1
Técnicas de Reproduccion Asistida

II. Inseminacion artificial con semen de marido

En la Inseminacién Artificial Conyugal (IAC), mal llamada Insemina-
cion Homologa, término ya desechado al referirse a la igualdad de_ espe-
cies, el semen procede del conyuge o pareja de la paciente, y consiste en
la maniobra por la cual se deposita el eyaculado en el aparato genital fe-
menino: vagina, cuello o intradtero, sin que haya relacién sexual. o

No es una técnica moderna, ya que su practica se remonta varios si-
glos atras, pues ya John Hunter publico la primerf‘a gestacion obten!da
por este método a finales del siglo xvii, en una pareja en la que el marido
presentaba un hipospadias. .

Su finalidad es incrementar el nimero de espermatozoides que van a
encontrarse en la trompa en el momento de la ovulacion, al evitar la ba-
rrera del cuello en la que quedan atrapados un elevado niimero de elios,
con el objeto de ampliar la probabilidad de una gestacién.

1. Indicaciones de la IAC

Existen una serie de indicaciones por causas masculinas y otras fe-

meninas. . _
Masculinas. Entre las masculinas ocupan un lugar prlmord_lal aguello_s
casos de disfunciones coitales, como pueden ser la impotencia, bien ori-
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ginada por trastornos psicologicos, organicos o endocrinos: en la seccion
medular traumatica y otras patologias que puedan causar paraplejia; en
la neuropatia diabética; determinados pacientes que presentan impoten-
cia en el momento de eyacular o imposibilidad de hacerlo durante el coi-
1o y que s6lo lo efecttian tras masturbacion; ante una eyaculacion retro-
graday en varones con hipospadias severo o con incurvacion peneana.

También puede aplicarse la IAC a los casos de pacientes que van a
ser sometidos a una vasectomia como método anticonceptivo y, por su-
puesto, los candidatos a quimioterapia, radioterapia y transplante renal.
En éstos, el semen podria ser congelado en un banco, pues raramente
estas emisiones coincidirian con la ovulacion en la mujer o con los deseos
de descendencia.

Otro grupo, el mas frecuente, incluiria las anomalias en la calidad o
cantidad de semen, en varones con oligozoospermia, astenozoospermia,
teratozoospermia, en la que se encuentra alterado el namero, motilidad
y vitalidad de los espermatozoides, respectivamente, y ante la presencia
de anticuerpos antiespermatozoides en el plasma seminal o en el suero
del paciente.

Femeninas. Ante anomalias anatdmicas vaginales o cervicales. En pa-
cientes con vaginismo que impedirfa el coito, serfa preciso una valoracién
y tratamiento psicolégico previo, y s6lo cuando éste fracasa, estaria indi-
cada la IAC.

En el factor cervical de esterilidad: el cérvix uterino desempefia un
papel primordial en la reproduccion, a su través deben pasar los esper-
matozoides hacia el tracto genital superior donde se encontraran con el

Masculinas ‘

— Disfunciones coitales ‘
— Previo a vasectomia o tratamientos antineoplasicos

— Anomalias seminales

— Esterilidad inmunolégica ‘

Femeninas ‘
‘ — Disfunciones coitales |
— Factor cervical

— Esterilidad inmunolégica |
_—— - ]

Figura 2

Indicaciones de la IAC
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ovocito. Si las condiciones del cuello no son adecuadas, en cuanto a can-
tidad y calidad del moco, por estenosis del canal cervical, ante Test post-
coitales patolégicos en los que se demuestra una disminucién o ausencia
de motilidad de los espermatozoides en el moco cervical, o bien se de-
tecta la presencia de anticuerpos antiespermatozoides en la paciente,
(siempre superior en el moco cervical respecto a otras zonas del aparato
genital), por lo que la migracién espermaética se vera dificultada: los es-
permatozoides tienen imposibilitada su penetracién en el moco cervical
o, si lo hacen, su motilidad se afecta, siendo preciso atravesar la barreta
del cuello, depositando los espermatozmdes directamente en la cavidad
uterina (Fig. 2). !

2. Técnica

La técnica de la /AC dependera del lugar del aparato genital femenli-
no donde se vaya a depositar el semen, ya sea en vagina o cuello, o in-
tradtero.

La inseminacion intravaginal es la mas sencilla e incluso la puede rea-
lizar el propio paciente en su domicilio, depositando el semen una vez se
ha recog|do en la vagina o proximidades del cuello uterino con la ayuda
de una jeringa, y estarfa indicado en la aneyaculacién o en la |mp051b|||-
dad del coito bien por vaginismo o por disfuncién eréctil.

La inseminacion cervical o intracervical consiste en el depdsito del se-
men en el interior del canal cervical con la ayuda de un catéter acoplado
a una jeringa, para lo cual es indispensable la existencia de un moco ade-
cuado. Para evitar la pérdida de semen se puede utilizar una cipula de
plastico que se acopla al cuello y evita su diseminacion en vagina.

Mas utilizada es la inseminacion intrauterina (1Ul). Requiere una pre-
paracion previa del semen o «capacitacion» para liberarlo del liquido se-
minal portador de prostaglandinas que pueden provocar contracciones
uterinas, de bacterias y, al mismo tiempo, concentrar o recuperar los es-
permatozoides que poseen mejor vitalidad y motilidad, por lo que este
proceso se denomina también Recuperacién de Espermios Maviles (REM).

El semen se recoge por masturbacién, tras un periodo de abstinen-
cia de 3 a 5 dias, y se deja a temperatura ambiente entre 10 y 45 minu-
tos para que se licte, tras lo cual se comienza el procesamiento de la
muestra.

Existen varios métodos para la capacitacion: el centrifugado y lavado
del semen con un medio de cultivo; la técnica de Swim-up, en la que
ademas de centrifugar y lavar el semen, se incuba durante un tiempo va-
riable de 45 minutos a una hora, con lo que los mejores espermatozoi-
des ascenderan a la parte superior del tubo con medio de cultivo, técnica
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ésta que quizas sea la mas empleada; la del gradiente de albumina; la
del gradiente de Percdll; la denominada miniPercollly la de filtracion en
columnas de vidrio. La!preferencia de utilizacién de una determinada téc-
nica depende de la respuesta individual de cada semen, ya que en unos
se obtendran mayor nimero de espermatozoides con buena motilidad
mediante el Swim-up y en otros con el miniPercoll.

Una vez finalizado este proceso se introduce el semen en el interior
de la cavidad uterina a través del canal endocervical, mediante un catéter
atraumético de Teflon, haciendo coincidir la inseminacién con la ovula-
cion de la paciente, en un nimero de 1 a 3 inseminaciones por ciclo ovu-
latorio, hasta un méaximo de 4 a 6 ciclos.

Las posibles complicaciones derivadas de la /UI, sin mencionar el Sin-
drome de Hiperestimulacién Ovérica (SHO) secundario a una respuesta
exagerada de los ovarios cuando se instaura un tratamiento de estimula-
cién de la ovulacion, incluyen la aparicion de dolor abdominal por con-
tracciones uterinas desencadenadas por las prostaglandinas del liquido
seminal que, aunque se eliminan con el lavado del semen, en ocasiones
pueden quedar en pequefas cantidades; y, en una proporciéon minima,
también se pueden producir infecciones leves al eliminar la barrera anti-
bacteriana que supone el moco cervical.

3. Resultados

Los mejores resultados se obtienen en los tres o cuatro primeros ci-
clos de inseminacion, asi Marina (1) consigue el 92 % de las gestaciones
en los 4 primeros ciclos de tratamiento. Las Ultimas comunicaciones se-
fialan una tasa de éxitos globales que oscilan entre el 38,6 % por pacien-
te y un 13,70 % por ciclo (2), y el 17,1 % por paciente y el 8,4 % por ci-
clo (1) en los grupos espafioles. No obstante, estos datos varfan segin la
indicacién de la IAC, siendo minimos en los casos de patologia seminal
severa, aunque las publicaciones recientes no refieren diferencias estadis-
ticamente significativas dependientes de la etiologia de la esterilidad (2).

Sin embargo, no todas las gestaciones obtenidas llegan a término, ya
que cerca del 25 % terminaran en aborto, no atribuible a la /U/ sino a la
propia etiologia de la esterilidad.

fll. Inseminacion artificial con semen de donante

La Inseminacion Artificial con semen de Donante (IAD) consiste en la
introduccion de semen de un varén, distinto a la pareja de la paciente,
en el aparato genital femenino. Hasta hace varios afos se denominaba
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Inseminacion Heterdloga, pero al igual que citamos para la-JAC, se ha
abandonado por hacer referencia a diferencia de especies, y en este
caso, aungue sea de donante, pertenece a la misma especie.

La primera IAD se llevd a cabo en Estados Unidos por Pancoast en el
ano 1884, en una mujer cuya pareja presentaba una azoospermia o au-
sencia de espermatozoides.

En este caso el semen utilizado era fresco, sin embargo, tras la apari-
cion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y su posibilidad
de transmisién junto con otras infecciones por via seminal, desde 1988
es obligatorio la utilizacién de semen congelado, que permlte la realiza-
cion de las pruebas del SIDA en el donante el dia de la recogida de | la
muestra de semen y a los 6 meses de efectuada la congelacion.

1. Indicaciones

La indicacién principal de la IAD es la esterilidad de etiologia mascull-
na: en toda pareja en la que detectemos un factor masculino severo qu
no es susceptible de tratamiento con estimulacion de la esperm|ogene51$,
con cirugia o con técnicas de mejora del semen. i
~ Estas causas son multiples, desde la aneyaculaoon y eyaculacion re-
trograda pasando por trastornos de la ereccién o eyaculacion y azoos-
permias, en los que la esterilidad masculina es evidente; hasta otra se-
rie de patologias en la que la esterilidad es probable aunque no
evidente, lo cual ocurriria ante una oligoastenozoospermia o una oligo-
astenoteratozoospermia en las que, tras diversas terapéuticas, incluida
la Fertilizacién in Vitro y la Microinyeccién espermética, no se consigue
una gestacion.

También est4 indicada la IAC en los casos relacionados con patologia
genética hereditaria en el varén y con la incompatibilidad Rh en la pareja
Cuya mujer se encuentra sensibilizada al factor Rh..

Y por dltimo, la legislacion espafiola (3) contempla la IAD en mujeres
sin pareja que deseen quedar gestantes (Fig. 3).

— Factor masculino determinante
— Patologia hereditaria en el varon
— Incompatibilidad Rh con mujer sensibilizada

Figura 3
Indicaciones de la IAD
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2. Técnica

Para poder acceder a una IAD es imprescindible la donacién de se-
men. El sujeto que la efectda puede provenir de otras parejas en trata-
miento por esterilidad, de varones que acuden para congelar su semen
como paso previo a la vasectomia, de ciertas parejas que estan sensibili-
zadas con el problema o de jévenes solteros que lo donan a cambio de
una remuneracion, aunque este hecho no estd permitido en Espana,
aportandoles sélo una cantidad simbdlica como compensacién a los po-
sibles gastos de transporte y dieta. Por tanto, la donacion es altruista y
estrictamente andnima.

El donante debe tener un fenotipo semejante al paciente: talla, peso,
color de ojos, pelo y piel, ademas del grupo sanguineo y Rh. En &l se
hara un despistaje de anomalfas hereditarias y de infecciones, para lo
cual se realizan determinadas pruebas como la deteccién de anticuerpos

“frente al virus de la Hepatitis y del SIDA, de Sifilis y otras enfermedades

de transmisién sexual, tanto en el momento de la donacién como una
vez transcurridos seis meses de la misma para obviar el lamado «perfodo
ventana» en la aparicién de anticuerpos.

Al semen se le afiade un medio crioprotector que le preservard en
parte durante el proceso de congelacién y descongelacion, colocandolo
en pequefos tubos plésticos llamados «pajuelas» y se congela introdu-
ciéndolo en bombonas que contienen Nitrégeno liquido o Bancos de Se-
men hasta que llegue el momento de su uso.

Una vez que se ha comprobado que la paciente se encuentra en el
periodo ovulatorio, se procede a descongelar la «pajuela», depositando
su contenido en el interior del canal cervical o alrededor de él mediante
una jeringa, pudiendo utilizar una clpula plastica que se adhiere al cue-
llo con lo cual se reduciria el espacio donde se distribuye el semen.

Se han citado mejores resultados cuando se «capacita» el semen, tal
y como se describio para la IAC, e introduciéndolo directamente en la ca-
vidad uterina; pero Buxaderas (4) no encuentra diferencia en nimero de
gestaciones al comparar la IAD mediante jeringa o cazoleta en el cuello y
la intrauterina.

3. Resultados

La JAD presenta un porcentaje de gestaciones por ciclo del 17,6 % (4)
al 20,2 % (5), en tanto que por paciente éste oscila entre el 31,5 % (4) al
42,8 % (5).

Las gestaciones obtenidas mediante esta técnica no tienen mayor
riesgo ni presentan un porcentaje superior de malformaciones.
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IV. Fertilizacion in vitro y transferencia embrionaria

Consiste en la fecundacion de los ovocitos fuera del organismo
materno. Estos ovocitos son extraidos mediante la puncién folicular
ovarica, posteriormente se inseminan en el laboratorio y cuando se ha
producido la division celular, se introducen en el aparato genital de la
paciente.

Desde el nacimiento del primer bebé conseguido por los pioneros
Edwards y Steptoe en Inglaterra mediante Fertilizacion in vitro y posterior
transferencia embrionaria (FIV-TE) en el afio 1978, se ha asistido a un de-
sarrollo vertiginoso de todas las TRA encaminado a elevar los porcentajes
de éxitos, contabilizados por el nimero de embarazos y de recién naci-
dos vivos, y a simplificar en lo posible todos los procedimientos utiliza-
dos, tanto en la estimulacion de la ovulacion, en la puncion folicular ova-
rica transvaginal bajo control ultrasonogréafico, en la realizacion de los
cultivos y en la transferencia embrionaria.

Todos estos avances han significado un aumento en la tasa de emba-
razos y una reduccion de los costes, haciendo que se amplien las indica-
ciones de la FIV-TE antes utilizada s6lo para la esterilidad de causa tubari-
cay que hoy se extiende también a los casos de endometriosis, esterilidad
masculina, esterilidad de origen desconocido, etc.

1. Indicaciones de la FIV-TE

Antes de sentar la indicacién de esta modalidad de tratamiento es
preciso informar a la pareja de las complicaciones principalmente secun-
darias al tratamiento hormonal de estimulacion de la ovulacién que pue-
de causar una Hiperestimulacién ovérica y a la eventualidad de gestacio-
nes multiples, asi como de las posibilidades de éxito en la obtencién de
una gestacion.

Es indispensable disponer de test de SIDA y de Hepatitis, de resulta-
dos recientes de niveles hormonales: FSH (Hormona Foliculo Estimulante)
y LH (Hormona Luteinizante), y descartar la existencia de infeccion geni-
tal y seminal.

Las indicaciones serian las siguientes:

Esterilidad de causa tubdrica. El objetivo primario de la técnica es
el tratamiento de aquellos casos de esterilidad en los que hay una au-
sencia de las Trompas de Falopio o una afectacion tubérica irreversi-
ble, en la que es preciso sustituir el sitio anatémico donde tiene lugar
la fecundacién y el desarrollo embrionario precoz. Sin embargo hoy en
dia solo es la indicacion del 50 % de los casos de FIV-TE. En este apar-
tado también se incluyen las pacientes que han sido sometidas a este-
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rilizacion mediante Ligadura Tubarica Bilateral o ante grandes adhe-
rencias tuboperitoneales.

Esterilidad de causa masculina. Esta es la segunda causa de indica-
cion de FIV-TE. En la FIV se precisa un nimero bajo de espermatozoides
para la inseminacion ovocitaria, alrededor de 50.000 a 150.000 esper-
matozoides por mililitro o por ovocito.

Esta es pues una indicacion mas, en los casos de oligo y/o astenozo-
ospermia, aunque las tasas de fertilizacién son mas bajas que en pacien-
tes con patologia tubdrica.

Endometriosis. Cuando esta patologia causa esterilidad por una al-
teracion mecanica en las trompas debido a las adherencias periovari-
cas y peritubdricas que produce, la etiologia de la esterilidad esta clara.
Sin embargo, ante la ausencia de ellas es dificil establecer el porque
de la misma, citando ciertos desérdenes a nivel de los macréfagos,
prostaglandinas, en el sistema inmunitario, e incluso en la calidad ovo-
citaria. ,

Ante una endometriosis severa, se indicaria como primera alternativa
terapéutica una FIV-TE, mientras en los casos minimos se intentarian
otros tratamientos, y sélo ante su fracaso la indicariamos.

Esterilidad de origen desconocido. Si se efectta un estudio exhausti-
vo en las parejas con esterilidad inexplicada, en muchos casos se detecta
la existencia de una endometriosis minima, adherencias peritoneales o
alteraciones mecanicas de las trompas que habian pasado desapercibi-
das. Sin embargo, en ocasiones es imprescindible en estos casos el reali-
zar un Test FIV, o test diagndstico, cuando el estudio ha sido completado
y han fracasado otras modalidades terapéuticas menos agresivas. En este
caso al poner juntos ambos gametos si fracasa la fecundacion, podria
deberse a alteraciones en los procesos de fertilizacién o en el comienzo
del desarrollo embrionario, y se podria optar por semen de donante vy,
como ultimo paso, ovocitos de otra paciente.

No obstante, las tasas de fertilizacion en la FIV de este grupo de pa-
cientes, revela una disminucién frente a las obtenidas en patologia tu-
barica, y siempre se indicara cuando hayan fracasado otras técnicas de
reproduccion asistida que incluyen una estimulacion ovarica e insemina-
ciones intrauterinas.

Esterilidad inmunoldgica. La existencia de anticuerpos antiesperma-
tozoides en el varén o en la mujer puede causar el fracaso de la fertiliza-
cién, bien por inmovilizacion espermatica o por alteracion en el proceso
de penetracion del ovocito.

Fracaso de otras TRA. En pacientes que han completado el numero
de ciclos de IAC o IAD sin obtener una gestacién como paso siguiente en
la terapéutica de la esterilidad se indica una FIV-TE (Fig. 4).
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— Factor tubérico

— Factor masculino

— Endometriosis

— Esterilidad origen desconocido
— Esterilidad inmunolégica

— Fracaso otras TRA

Figura 4
Indicaciones de la FIV

2. Técnica de la FIV-TF

Una vez realizada la hiperestimulacion controlada de los ovarios, &
administrada la Hormona Gonadotropina Corionica (HCG) que desenca-
dena la ovulacién, los pasos de que consta una Fertilizacion in vitro son
basicamente tres: la puncién ovarica, la decumulacién y la transferenci:fc)

embrionaria (Fig. 5). F

— Puncién y aspiracion folicular

— Inseminacion ovocitaria

— Decumulacion y evaluacién de los ovocitos
— Transferencia embrionaria

Figura 5
Técnica de la FIV

Puncidn y aspiracion folicular ovérica. En la actualidad, la puncién de.
los foliculos del ovario se realiza por via transvaginal y bajo vision ecogré-
fica, en perjuicio de la laparoscopia, lo que ha disminuido los riesgos
anestésicos, los propios de cualquier intervencién quirdrgica y el coste
economico, en tanto que aumenta la tolerancia de la paciente, al ser un
procedimiento que sélo precisa de anestesia local paracervical ademas de
una ligera sedacién, y que ademas no requiere hospitalizacion, siendo
dada de alta en un margen de aproximadamente 3 horas.

Transcurridas 34 a 36 horas tras la administracion de la HCG, se pro-
cede a la puncién y aspiracion del liquido folicular. No es conveniente su-
perar los 110 mm de Hg de presion de aspiracion, por el dafio que oca-
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sionaria al poder fracturar la zona pelucida del ovocito, que en este mo-
mento se encuentra en la Metafase Il de la meiosis, siendo extremada-
mente sensible a cualquier agresion, incluido los cambios de temperatu-
ra. Por ello, es conveniente que el quiréfano se encuentre préoximo al
laboratorio, y que ambos se ubiquen en un area estéril.

El liquido folicular llega al laboratorio en un tubo de Falcon o similar.
El contenido se vierte en una placa de Petri, procediendo a la localizacion
del ovocito, a veces a simple vista, identificando el cimulus que rodea al
ovocito como una zona clara de apariencia mucosa, siempre bajo camara
de flujo laminar y mediante un estereomicroscopio, que nos va a permitir
también evaluar el grado de madurez ovocitaria.

. El ovocito es lavado para eliminar los restos de sangre y liquido foli-
cular, empleando una pipeta de Pasteur esterilizada con calor seco, e in-
troducido a continuacion en placas con medio de cultivo dentro de un
incubador de didxido de carbono (CO,) al 5%, un pH de 7,4 y un grado
de humedad del 5 %.

Inseminacion de los ovocitos. Los ovocitos se inseminan de 6 a 8 ho-
ras tras la puncién, dependiendo de su grado de madurez, precisando
aquellos con ausencia de cimulus, hasta 24 a 36 horas de preincubacion.

El semen se recoge tras una abstinencia de 2 a 4 dias, y se comienza
la preparacién o capacitacién. La técnica de la capacitacion dependerd
del semen, ya que unos responden mejor al Swim-up en tanto que otros
lo hacen con columnas de gradientes de Percoll. De esta forma se obten-
dran espermatozoides con buena motilidad y sin contaminacién bacteria-
na, inseminando el ovocito con 50.000 a 100.000 espermatozoides por
mililitro, aunque ante un factor masculino se precisara inseminar hasta
con 500.000 espermatozoides por mililitro para conseguir la fertilizacion.
Sin embargo, en ocasiones no se obtiene un numero suficiente de esper-
mios moviles, por lo que tendremos que colocar todos los ovocitos jun-
tos en un mismo pocillo e inseminarlos, o bien preparar microgotas de
medio de cultivo inmersas en aceite de parafina, precisando una menor
cantidad de espermatozoides.

En casos de esterilidad masculina determinante, se utiliza semen de
donante.

Decumulacioén y evaluacién. Permanecen en el incubador de CO,
hasta las 24 horas post-puncién en la que se procede a la decumulaciéon
y evaluacién del posible embrién.

La decumulacion se realiza con pipetas de Pasteur estériles, con un
calibre disminuido previamente por estiramiento bajo llama. Aspirando y
expeliendo secuencialmente, se va «pelando» el embrién, eliminando las
células de la granulosa, cimulo y corona, que le rodean. Una vez decu-
mulado se puede observar en un inverto-microscopio, valorando la pre-
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sencia de 2 prondcleos y corpusculos polares, diagnosticando la existen-
cia de fertilizacion. Si existieran 3 prontcleos, indicativo de una polipene-
tracion espermética, el embrién debe ser desechado y no transferido.

Transferencia embrionaria. A los dos dias de la puncion se lleva a
cabo la transferencia en un numero de tres a cuatro embriones en esta-
dios inferiores a seis células. Estos se recogen con un catéter de Teflon de
tal manera que el medio que contiene los embriones se encuentre rodea-
do por aire, y éste a su vez por medio de cultivo y que se transfieran a la
cavidad uterina en una cantidad total de 50 ul de medio.

Los resultados obtenidos en la FIV-TE oscilan entre una tasa de em-
barazos por puncion del 19,1 % y del 21,9 % por transferencia efectua-
da (6).

La transferencia es el paso mas incierto de todo el proceso de la FIVATE,
ya que se depositan los embriones en el interior de la cavidad uterina
quedando libres con la posibilidad de que se expulsen, o que no aniden
en el endometrio para proseguir su crecimiento y desarrollo. E

Por ello se han ideado otras modalidades de transferir los embriones,
siempre destinadas a facilitar la nidacion: '

Transferencia intramiometrial o intraendometrial. Recientemente,
Asch (7) ha descrito otra técnica de transferencia embrionaria que permi-
tiria depositar los embriones no s6lo en el miometrio, sino incluso en el
interior del endometrio. Para ello se precisa una aguja de transferencia
que atravesarfa el Utero por via transvaginal y bajo control ecografico,
hasta llegar al lugar deseado para colocar los embriones, con la gran
ventaja de no lesionar el endometrio y evitar que los embriones atravie-
sen un moco cervical contaminado.

Este método estaria indicado en los casos de transferencia intrauteri-.
na repetida sin obtener una gestacion y en los casos de cuellos sin posi-

bilidad de permeabilizar o con transferencias intrauterinas previas dificul-
tosas, con una tasa de gestaciones del 26,8 % (7).

Transferencia de zigotos a la trompa (ZIFT: Zigote intrafallopian
transfer). En ella la transferencia se realiza en fase de Prontcleo, a las
20 horas de la inseminacion, y no en fase de division celular, en un nd-
mero maximo de dos embriones. Ademés los cigotos se depositan en el
interior de la Trompa de Falopio con lo que siguen las condiciones del
desarrollo embrionario, resultando mas fisioldgico, y llegando al Utero
en un momento en que la cronologia endometrial es mas adecuada que
en la FIV-TE,

La transferencia se realiza mediante la laparoscopia, y precisa por lo
menos de una Trompa en buen estado donde depositar los cigotos. Aun-
que en la actualidad se dispone de un catéter con el que, introducido
por via vaginal, se atraviesa el cuello y, ya en el interior de la cavidad ute-
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rina, por sensacion tactil y por un dolor tipico que refiere la paciente o
bajo control ecogréfico, se consigue penetrar por el orificio uterino de la
trompa y depositar en ella los embriones.

Las indicaciones son las mismas que las de la transferencia intramio-
metrial, a las que se afiaden las FIV en las que se obtiene un nimero es-
caso de ovocitos o de embriones.

Los resultados son elevados, entre el 27,9 % (6) y el 43 % de gesta-
ciones por transferencia (8), pero tiene la desventaja frente a la transfe-
rencia intrauterina que precisa de laparoscopia y por tanto de anestesia
general.

Transferencia intratubdrica de embriones (TET). La diferencia con la
FIV-TE radica en que a pesar de que la fertilizacién acontece en el labora-
torio, los embriones en fase de division celular son depositados en la
trompa donde contindan dividiéndose, en lugar de en la cavidad uterina.
La transferencia embrionaria se realiza por laparoscopia, minilaparotomia
0 por via transcervical que no requiere anestesia y el gasto es minimo. La
ventaja frente a la GIFT, en la que se transfieren los ovocitos y esperma-
tozoides a la trompa, radica en que se diagnostica la fertilizacion, y res-
pecto a la FIV-TE en que no se traumatiza el endometrio durante la trans-
ferencia y el embrion llega al dtero mas tarde, con lo que el endometrio
se encuentra en una fase mas sincronizada con el estadio embrionario, y
se incrementan las posibilidades de nidacién y de embarazo.

Criopreservacion embrionaria. En la mayorfa de los casos, el nimero
de embriones conseguidos supera a los tres o cuatro que son transferi-
dos, por lo que es preciso acceder a la congelacién o criopreservacion de
fos mismos.

La técnica consiste en producir una deshidratacion de las células co-
locandolas en un medio crioprotector y luego introducirlas en nitrégeno
liquido, donde quedan almacenadas para su uso en ciclos posteriores,
durante un periodo maximo de 5 afios.

V. Transferencia intratubarica de gametos
(GIFT: Gamete Intrafallopian Transfer)

Se ha propuesto como alternativa a la FIV en pacientes que tengan al
menos una trompa indemne. La diferencia principal con la FIV estriba en
que la fertilizacion se produce en la trompa y no en el laboratorio.

Los gametos: ovocitos y espermatozoides son depositados directa-
mente en la porcién ampular de la trompa, que es el lugar fisioldgico de
la fecundacion, pero tiene el gran inconveniente que, si no hay gesta-
cidn, no se reconoce si ha tenido lugar la fertilizacién, lo cual es impres-
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cindible en patologia masculina, inmunoldgica o en esterilidad de etiolo-
gfa desconocida.

La puncion folicular ovérica se lleva a cabo mediante captacion eco-
grafica transvaginal, por laparoscopia o incluso por minilaparotomia. La
transferencia si precisa de una laparoscopia, con la condicion previa de
que exista una Trompa sana y permeable por la que se introduce un ca-
teter que contiene los gametos que son depositados en ella. En la actua-
lidad también se esta realizando por via transcervical, al igual que en la
ZIFT, o por histeroscopia.

El porcentaje de gestaciones se cifra en un 28,8 % (9).

VI. Donacién de ovocitos

En la actualidad y por determinadas razones sociales y laborales la
poblacién femenina ha retrasado el momento de la concepcion.

A partir de los 40 afos de edad se asiste a una disminucién de la fer-
tilidad en la mujer, atribuible a multiples factores, como serian: la reduc-
ciéon del indice de implantacién embrionaria, mayor tasa de abortos y
una incidencia superior de anomalfas genéticas, a lo que se aflade una
disminucién en el nimero de foliculos del ovario y la produccién de ovo-
citos defectuosos.

Estos hechos hacen que la demanda de TRA sea cada vez mayor en
edades superiores a los 40 afios, en que ademas tendran una respuesta
menor en los ciclos de tratamiento de estimulacion ovarica como conse-
cuencia de la reduccién en la dotacion folicular ovérica.

El primer parto tras una Donacidn de Ovocitos (DO) fue publicado
por Lutien (10) en 1984 en una mujer que presentaba un fallo ovarico
precoz. De esta manera se ampliaban las posibilidades de tratamiento de
la esterilidad mediante TRA a aquellas mujeres con ausencia o anomalias
funcionales de ovario, patologia hereditaria, etc.

Los ovocitos donados se obtienen mediante FIV y son transferidos al
utero de la receptora, el cual debe haber sido sometido a un tratamiento
hormonal esteroideo que permita un desarrollo endometrial adecuado,
encaminado a crear unas condiciones éptimas para la implantacion.

1. Indicaciones

Fallo ovaérico. La principal indicacién de la DO es el Fallo ovarico pre-
coz o finalizacién de la funcién de ambos ovarios en una mujer cuya
edad es inferior a los 35 afios, con unos niveles séricos de gonadotropi-
nas elevados, amenorrea y una tasa baja de estrégenos. Su etiologia
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puede ser secundaria a procesos que han obliquo_ a la e.xtirpacioln q’ui-
rurgica de los ovarios;por neoplasias, o tras quimioterapia o radiacion,
ademas de por factores hereditarios, trastornos autoinmunes, defectos
enzimaticos, alteraciones en la secrecién de gonadotropinas, por ausen-
cia de la glandula timica e idiopatica. _ )

En mujeres con fallo ovarico no precoz, con edad superior a los 35 afos,
en que al encontrarse en la perimenopausia no responden a tratamien-
tos de estimulacion de la ovulacion o bien carecen de dotacion ovocita-
ria, propio de su edad, pero que tienen deseos de descendgr}cia.

Anomalias genéticas hereditarias. Para evitar la transmision de deter-
minadas enfermedades ligadas al sexo o autosémicas recesivas.

Fracaso de otras TRA. En pacientes con ciclos FIV previos que han fra-
casado o en los que se obtuvieron ovocitos de mala ca_|idad, y en las mu-
jeres bajas respondedoras al tratamiento de estimulacién de la ovulacién

(Fig. 6).

]

— Fallo ovarico o
— Anomalias genéticas hereditarias
— Fracaso TRA
Figura 6
Indicaciones de la DO
2. Técnica

Los ovocitos donados normalmente provienen de una mujer someti-
da a una FIV-TE en la que se han obtenido un alto nimero de ellos y los
cede de forma anénima a otra paciente. En otras ocasiones son mujeres
que acceden a una Ligadura tubérica bilateral (L7B) y aceptan una esti-
mulacién ovarica, realizando la puncion folicular en el mismo acto opera-
torio de la LTB; de hermanas o de donantes aportadas por la pgciente ya
sean amigas o contratadas especialmente para la don'a!cién. Sin embar-
go, en Espana la Ley sobre TRA establece que la donacién de gametos es
un contrato gratuito, formal y secreto entre la donante y el Centro, por
lo que estas Ultimas donantes no pueden ser aceptadas para la propia
paciente, pero si para otras que precisen DO. o

Esta donante debe cumplir una serie de requisitos: edad inferior a los
35 anos para evitar el riesgo de malformaciones que se incrementg con
la edad, ausencia de Enfermedades de Transmision Sexual con anticuer-
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pos frente al Sida, Hepatitis y Lues negativos realizados dentro de los
6 meses previos a la donacién, una historia familiar en la que se descar-
ten anomalias hereditarias, y tanto ella como su marido deberan firmar
un documento solicitando la DO.

La receptora es sometida a un ciclo de sustitucién hormonal con es-
trégenos y gestagenos administrados por via oral para lograr una ade-
cuada transformacion endometrial y favorecer la implantacion.

A .Ia donante se le induce una estimulaciéon hormonal ovérica, con
posterior aspiracion folicular. Ya en el laboratorio, los ovocitos son inse-
minados con el semen del marido de la paciente, y una vez comprobada
Iq existencia de embriones, son transferidos al interior de la cavidad ute-
rina receptora, o a las trompas (TET, GIFT, ZIFT). O bien se puede proce-
der a una GIFT con la transferencia a la trompa de la receptora de los
ovocitos donados y los espermatozoides del marido.

Los resultados, muy variables, entre el 30 y 60 % de gestaciones, son
superiores a los obtenidos en la FIV.

Vil. Donacidn de embriones

Consiste en inducir la ovulacién en la donante, procediendo a la in-
seminacion con el semen del marido de la paciente, y realizar posteriores
lavados de la cavidad uterina para obtener los embriones.

Una vez detectados estos embriones se transfieren al interior de la
cavidad uterina de la receptora, cuyo endometrio habra sido convenien-
temente estimulado con un ciclo estro-progestageno.

Ademés de que los resultados son pobres, presenta el gran inconve-
niente de tener que inseminar a la donante con un semen ajeno, some-
tt_arla a un legrado uterino para eliminar la posibilidad de gestacion, que
sin embargo, a veces se produce. Todas estas desventajas han hecho que
su aplicacién haya sido practicamente desechada.

VIIl. Micromanipulacién

Esta técnica se basa en facilitar la penetracién de los espermatozoi-
des en el citoplasma del ovocito. Se disefi6 para el tratamiento de facto-
res masculinos muy severos y para aquellas parejas en las que habia fra-
casado la FIV clasica. Supone un gran avance sobre todo para varones
que presentan una oligoastenozoospermia severa, en los que previamen-
te sélo se podfa indicar una inseminacion con donante.
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En estos casos realizariamos una Fertilizacién Asistida (FA) en la que
es preciso la utilizacién de un micromanipulador.

Existen tres categorfas diferentes de FA: En la primera se realiza una
entrada artificial en'la zona pellcida, o diseccion parcial de la zona pelu-
cida mediante tres técnicas: la Zona drilling o perforacién de la zona, que
consiste en la disolucién de la zona pelticida del oocito con diversas sus-
tancias o enzimas utilizando una micropipeta con la que se consigue fer-
tilizacién pero adin no se ha conseguido una gestacién, Zona cutting o
cortes en la zona, con la perforacion mecanica de la misma con una mi-
croaguja y Zona cracking o desgarro de la zona con la ayuda del micro-
manipulador. La segunda categoria consiste en la introduccién de varios
espermatozoides, entre 3 y 12, en la subzona o Subzonal insertion (5ZJ),
depositandolos directamente en el interior del espacio perivitelino, con
unas tasas de fertilizacion que oscilan entre el 10y el 50 %. Y la tercera,
la inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICS/) o Microinyec-
cién espermaética, seria la introduccion directa de un solo espermatozoide
en el interior del citoplasma del ovocito.

Con estas técnicas, sobre todo con el ICSI, se posibilita el tratamiento
a parejas con factor masculino severo, con unos porcentajes de embara-

zo que superan a los obtenidos en las series de FIV (11) en estos mismos

pacientes.

IX. Consideraciones éticas

Desde el punto de vista ético, la Obstetricia y la Ginecologia y dentro
de ellas la Reproduccion, ocupan un lugar especial dentro de las especia-
lidades médicas.

El origen de la vida humana ha constituido un misterio para el que
los pronunciamientos éticos de bidlogos, religiosos, filésofos, juristas y
sociologos no han alcanzado un consenso. En su ausencia, hay que tener
presente que la moralidad no es absoluta y varia de acuerdo con la cultu-
ra y la experiencia: la moralidad no es inmutable ni universal.

El ginecélogo que estudia a una pareja estéril debe esforzarse por me-
jorar su estado y dignidad asi como los de la descendencia requerida. Nos
enfrentamos a una pareja, dos individuos infecundos, que sufren presio-
nes de la familia, de la sociedad, y son portadores de una ansiedad junto
con un complejo de culpabilidad secundario al fracaso de su deseo repro-
ductivo. Si se plantea un conflicto a nivel ético con la pareja a la que de-
bemos asesorar, sera preciso remitirla a otro profesional que no lo tenga.

" Tal vez no ha habido un procedimiento médico tan cuidadosamente
estudiado desde el punto de vista ético como la Fertilizacion in Vitro.
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Existe el consenso de que no hay un problema moral intrinseco-cuando se
lleva a cabo con gametos (évulos y espermatozoides) de la misma pareja.
Asi lo avalan 85 informes de 20 paises distintos (12). El Gnico documento
principal que se opuso a esta técnica fue la Enciclica Donum Vitae (1 3) del
Vaticano, que fue contestada por el Comité de Expertos de la American
Fertility Society (14). Sin duda el documento tuvo su efecto sobre algu-
nas parejas que se iban a someter a ella, sin embargo, en el programa de
FIV de Norfolk, el porcentaje de parejas catdlicas que la solicita es el mis-
mo que el de catdlicos de los Estados Unidos.

Mayor controversia despierta el uso de gametos extraconyugales.
Las razones aducidas son varias: por un lado, se romperian los vincu-
los exclusivos establecidos en el matrimonio y, por otro, confunden la
genealogia de la descendencia. Ambas razones son sustanciales, pero
la experiencia de los programas a corto plazo no parece avalarlos, con
las posibles limitaciones que se plantean ante la ausencia de un estu-
dio con el seguimiento a largo plazo de los nacidos mediante estas
técnicas.

Hay dos aspectos importantes a discutir en el caso de que se acep-
ten los gametos extraconyugales. Es imprescindible evitar la comerciali-
zacion en forma de «compensaciones» a los donantes y garantizar el
anonimato de los mismos, ya gue en ocasiones se ha defendido el dere-
cho de los nacidos a conocer su ascendencia genética, que sélo se justi-
ficaria por razones econémicas de herencia o bien patolégicas por moti-
vos ligados a enfermedades hereditarias, lo cual se puede prevenir por
lo general con las condiciones previas de seleccién impuestas a los do-
nantes.

Igual nivel de discusién plantea la criopreservacion de gametos o
de embriones. Pueden ocurrir diversos hechos como la muerte o inca-
pacidad de los padres o su separacion, divorcio o abandono. Para tratar
de evitar litigios desagradables, es importante que en tales programas
se logre un acuerdo previo entre los padres para el uso final del mate-

rial criopreservado en caso de que sucediera alguna de estas circuns--

tancias.

Por dltimo, otro tema que ha generado un interés considerable en la
comunidad cientifica es el empleo de embriones humanos para la inves-
tigacion. Todos los informes parecen estar de acuerdo en gue no se
debe permitir ningtn tipo de investigacion mas alla de los 14 dias de la
fecundacion en el laboratorio (5), ya que es el tiempo de la implanta-
cion en el (tero y el comienzo del desarrollo de la placa neural. No obs-
tante, este limite es ampliamente discutido, y en cualquier caso habra
que hacerla con la autorizacién de los donantes de gametos y la autori-
dad responsable.
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X. ‘Resumen

Las TRA constituyen un arsenal terapéutico que permite el tratamien-
to de numerosas parejas estériles que en muchos casos, y secundaria-
mente a ello, presentan problemas de salud psiquica que les impide su
realizacion como individuos y su integracién en la sociedad. Por tanto,
nadie discute en la actualidad que estos tratamientos no sélo no consti-
tuyen un lujo, sino que su aplicacidon son una auténtica necesidad dentro
de una sociedad desarrollada.

Este abanico de posibilidades de tratamiento ha experimentado
grandes avances y continuas ampliaciones, con el descubrimiento de
nuevas técnicas que nos acercan cada vez més al conocimiento de la fi-
siologia de la reproduccion, e incluso del origen mismo de la vida.

Los resultados mejoraran en los préximos afos con la obtencién de
medicamentos altamente purificados, la creacién de medios de cultivos
que contengan todos los requerimientos necesarios, el avance de la con-
gelacion embrionaria y por las posibilidades que ofrece la micromanipu-
lacién en el tratamiento del factor masculino.

La aplicacion de las mismas conlleva una serie de cuestiones y plantea-
mientos éticos, que basandose en las leyes establecidas, deben resolverse
siempre mediante una informacion adecuada a las parejas, y el consenti-
miento de las partes implicadas: pacientes y médicos, sin olvidar las posi-
bles repercusiones en los nacidos por estos métodos.
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