REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

CARTA DE BIENVENIDA

La Revista |beroamericana de Fertilidad nos ofrece, gracias a un
meritorio esfuerzo editorial, la recopilacion de todas las ponencias y
comunicaciones del XXV Congreso Nacional de la Sociedad
Espariola de Fertilidad de Palma de Mallorca. Con su lectura pode-
mos resaltar el extraordinario avance que hemos experimentado en
nuestro pais en esta apasionante disciplina que nos ocupa, la
Medicina de la Reproduccion.

Marafion, con su pluma sobriay erudita, nos relata lo que podria-
mos denominar la primera inseminacion de la historia. EI Rey
Enrique IV de Castilla “El Impotente”, se casd en segundas nupcias
con Juana de Portugal. Transcurridos 6 afos sin conseguir descen-
dencia, € Rey, en su desesperacion, consulté con el maestre Somaya,
un médico judio que practicaba inseminaciones al ganado. La Reina
se sometio asiduamente a esta practica, en la que se introducia un tu-
bo de oro por lavaginay através de este se depositaba el semen. Lo
gue no nos aclara la historia es la procedencia del semen, si del Rey
(IAC) odeunamigoy fiel cortesano Don Beltran de la Cueva (IAD).
Lo cierto es que la Reina tuvo 2 embarazos, uno resulté en el naci-
miento de la Infanta Juanay el otro en aborto. Afios después la
Reina, animada por su propio esposo, tuvo un amante del cua nacie-
ron dos hijos més. Todas estas circunstancias fueron habilmente
aprovechadas por los enemigos de la corte para dudar de la paterni-
dad de la Infanta Dofia Juana a la que apodaron “La Beltrangja’.

Desde la edad media hasta la década de los 70, €l tratamiento de
la esterilidad ha permanecido sin apenas cambios. Por € contrario, en
los Ultimos 20 afios La Medicina de la Reproduccién ha sido |a esper-
cialidad médica que mas ha progresado. Segun datos del Ministerio
de Sanidad solo en Espafia, figuran registrados mas de 130 centros
dedicados a Técnicas de Reproduccion asistida.

Quiero agradecer el esfuerzo y sacrificio de todo € equipo editorial
de la RIF, que nos ha permitido contar con esta edicion especial y mo-
nogréfica del Congreso de la SEF de Palma de Mallorca. Esta publica
cién comprende 45 ponencias, 172 comunicaciones oralesy 119 pos-
ters que teniendo en cuenta la procedencia de los trabajos y el
reconocido prestigio de los ponentes aseguran € éxito cientifico de los
ponentes. Estoy convencido de que todos los que nos preocupamos en
aprender cada dia algo mas del tratamiento de la esterilidad, vamos a
conservar este giemplar en un lugar preferente de nuestra biblioteca.

Bartolomé Darder Andreu
Presidente Comité Organizador

24 Congreso Nacional SEF




24 Congreso Nacional SEF




REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Comitéde Honor

Presidencia de Honor
Su Mg estad La Reina Dofia Sofia

Miembrosde Honor
Muy Honorable Sefior Don Francesc Antich
Presidente del Gobierno delas|slas Baleares

Excelentisima Sefiora Doria Celia Villalobos
Ministra de Sanidad

Honorable Sefiora Dona Maria Antonia M unar
Presidenta del Consell de Mallorca

Honorable Sefiora Dofa Aina Salom
Consdllera de Sanidad

[lustrisimo Sefior Don Juan Fageda
Alcalde de Palma de Mallorca

Comité Organizador Comité Cientifico
Presidente Presidente
B. Darder
_ ] J. Marqueta
Vicepresidente
M. Uzandizaga Vocales
Secretario M. Bonada D. Guerra
M. Rossell6
R. Buxaderas L. Mercé
Tesorera
S. Canellas A. DelaFuente F. Pérez
Vocales S. Egozcue N. Torras
R. Caafell A. Forteza i
A. Calvo A ROSES E. Fernandez J. Vendrell
C. Cerdan M. Torres J. Ferro
JA. Ferrer C. Viader

24 Congreso Nacional SEF




Junta Directiva

Presidente
P. Viscasillas

Presidente Electo
A. Romeu

Secretario General
R. Matorras

Tesorero
B. Coroleu

Vocales
J.L. Ballesca L. Martinez
R. Bernabeu A. Palumbo
C. Cuadrado




REVISTA IBEROAMERICANA DE
Numero Especial XXIV Congreso Nacional de la SEF
Pag

Carta de bienvenida 5
Comité Organizador y Cientifico 7
Ponencias
— Pardmetros naturales en reproduccién 13
— Estudio genético de la pareja estéril/infeértil 18
— Ecografiay Reproduccion 22
—Megjoras en €l laboratorio de FIV 39
— Criopreservacion de espermatozoides en situaciones limite 45
— Racionalizacion de los tratamientos de reproduccién 54
— Laprécticade lareproduccion asistida en los hospital es publicos espariol es 60
— ¢Estamos progresando en |os diagndsticos clinico

y fisiopatol 6gico de los defectos de |0s espermatozoos 63
— Actitud ante €l paciente azoospérmico 71
— Factor masculino y calidad embrionaria 79
— Fertilidad después de una embolizacién de mioma 84
— Anticoncepcidn con gestagenos. Propuestas actuales 86
— Anticoncepcion en edades limite 90
— Nuevas técnicas de bloqueo tubérico. Esterilizacion

tubarica histeroscopica con el método ESSURE 93
— Hiperinsulinismo y Reproduccién 98
— Leptinay reproduccion, aspectos clinicos y experimentales 101
— Estudio de lareservaovarica 104
— El papel de la Enfermera de Reproduccion Asistida en Europa 108
— Seguimiento de familias de reproduccion asistida:

estudio europeo de latransicion ala adolescencia 112

\Vol. 18 - n° 4 - Julio-Agosto 2001 Sumario - 9




—Lucesy sombras de la Comision Naciona de Reproduccion Humana Asistida

— Estudio molecular de lainfertilidad masculina
secretora en una muestra de la poblacién espafiola

—Presencia del virus de lainmunodeficiencia humanay el virus
de la hepatitis C en el semen lavado: ¢ausentes o presentes pero no infectivos?

— El acido docosahexaenoico corrige un defeco lipidico en células germinales
y esperma del epididimo y aumenta la produccién de esperma en ratones cftr -/-

—Cambios hemodinamicos en pacientes asintomaticas en un ciclo de fecundacion
in vitro: Caracterizacion cronologicaalo largo de lafase lGteay su relacion
con |os esteroides ovaricos y citoquinas

— Nuevo protocolo de estimulacion con FSH recombinante en pacientes
anovuladoras grupo Il dela OMS con ciclos cancelados por nula respuesta

— Andlisis citoquimico ultraestructural de los componentes glucidicos contenidos
en lazonapellciday granulos corticales de ovocitos humanos

— Incremento de la expresion del inhibidor de CDK's (“Cyclin Dependent Kinase”)
p27 en embriones blogueados en estadio de células

— Prevencion de embarazos triples transfiriendo
“a menos un embrién de muy buena calidad”

— Latransferencia ecoguiada mejora | as tasas de embarazos y aumenta
lafrecuencia de | as transferencias faciles

— Inhibinay desarrollo folicular en € transplante heterotopico
de ovario sin pediculo vascular en ratas lewis singénicas

— Estrategia ante el fallo repetido de implantacion

— Prevencion del embarazo maltiple en reproduccion asistida

— Congelacion de ovocitos y tejido ovarico: situacion actual y perspectivas futuras
— Diagnostico genético preimplantacional

— Laclonacion: laactualidad y €l futuro

Comunicaciones Orales

Trabaj os Premiados afios 2000

Trabajos Premiados afios 2001

Comunicaciones en Poster

118

124

128

136

141

146

152

158

163

166

172
179
184
185
190
194

199

287

295

309

10

24 Congreso Nacional SEF




PONENCIAS







REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Ponencia

Par ametros naturales en reproduccion

Castilla JA, Garcia-Pefia M3_, NUiez Al, Blanco M, Fernandez A.

Unidad de Reproduccion. H.U. “Virgen de las Nieves’. Granada

En la literatura cientifica son multiples los traba-
jos que sugieren un efecto deletéreo del medioam-
biente en la capacidad reproductiva de |a especie hu-
mana en |os Ultimos afios. Estos trabajos analizan los
cambios que se producen en las tasas de hipospadias,
embarazo ectopico, cancer testicular, criptorquidia,
gemelos dicigoticos, relacion entre sexos, y calidad
seminal, entre otros (James, 1997). Todas estas mo-
dificaciones, de existir, deberian compararse con el
estado y capacidad reproductiva natural del hombre,
no obstante es dificil determinar ésta pues va a de-
pender en gran parte de factores socioculturales, los
cuales no solo son diferentes entre culturas, sino que
dentro de éstas cambian con el tiempo. Esto hace que
no sean validas muchas conclusiones extraidas de
datos epidemiol 6gicos ya que estos se encuentran
sesgados por el componente sociocultural citado an-
teriormente. Por ejemplo, no podemos decir que esta
disminuyendo la capacidad reproductiva humana ba-
sada en el nimero de hijos por matrimonio, ya que
este indice va a depender sobretodo de factores so-
cioculturales mas que de factores biol 6gicos.

Esto nos obliga a estudiar modelos demogréficos
determinados donde los factores comentados ante-
riormente influyan 1o menos posible. Dentro de los
posibles model os destaca el de la secta protestante de
los hutteritas. Esta curiosa secta, fundada en 1529
por las predicaciones de Hutter, después de muchas
vicisitudes a lo largo de 300 afios, emigro practica-
mente en masa a los Estados Unidos en 1874 estable-
ciéndose los 443 supervivientes en Dakota del Sur en
tres colonias: Dariusleut (137), Schmiedenleut (194)
y Lehreleut (112). Constituyendo unas comunidades
aisladas del resto de la poblacién y sometidas a un
especial régimen de vida. En 1918 emigran parte a
Canadé (Alberta, Manitoba), y a lo largo del siglo
XX se extienden por otros estados de Estados

Unidos. Es obligado comentar tres peculiaridades en
la doctrina hutterita que tienen interés demogréfico.
La primera es que el modo ideal de vida para ellos es
comunal. Cuando se forma un matrimonio, €l resto de
la comunidad |e construye la casa 'y |le proporciona
medios de vida. Los hijos habidos son igualmente ali-
mentados y educados por la comunidad, que recoge
todos los ingresos y subvienen a todas las necesida-
des. De esta forma no hay reparo en tener un nimero
elevado de hijos. La contracepcién esta prohibida por
precepto. Los hijos ilegitimos son casi nulos. La se-
gunda caracteristica es que €l matrimonio solo es po-
sible después del bautizo, €l cual tiene lugar después
de la mayoria de edad, con plena conciencia, por tan-
to los hutteritas no contraen matrimonio hasta des-
pués de los 17 afios. La tercera caracteristica es que
todo movimiento demografico queda recogido en €l
libro de laiglesia (kirchenbunch), 1o que permite un
registro casi perfecto. Todas estas caracteristicas ha-
cen de los hutteritas un verdadero experimento demo-
grafico que nos permite establecer parametros de re-
produccién natural.

Rendimiento reproductivo

Si queremos averiguar cudl es el nimero de hijos
gue puede tener una pareja humana en un medio fa-
vorable, podemos realizar un calculo, basandonos en
los conocimientos acerca de la duracién de la vida re-
productiva de la mujer, la frecuencia de la ovulacién
y la duracion del embarazo y lactancia. Tal célculo
arroja una cifra relativamente alta, y facilmente se
llega al calculo de 20-25 hijos. Sin embargo dicho
calculo es una especulacion, no un hecho observado
(Salvatierra, 1968).

Analicemos los datos existentes en la literatura so-
bre el rendimiento reproductivo de los hutteritas. De
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las 3 colonias con 443 habitantes comentadas (221
varones y 222 mujeres) en el censo de 1880, pasaron
aformar 93 colonias con 8.542 habitantes en 1950.
En la década 1940-50 |la poblacion norteamericana
aumento en un 14,5%, los hutteritas en un 52,1%. Se
calcula que actualmente los hutteritas se duplican ca-
da 16 afos. Guttmacher (1956) estudi6 el rendimiento
reproductor de 340 mujeres hutteritas no selecciona-
das mayores de 45 afios en 1950. Incluyendo estériles
y viudas, el término medio de hijos era de 8,9 por
matrimonio. La moda era algo mas alta (10,4). Laci-
framaxima de hijos en el grupo fue de 16. Puede cal-
cularse que si las hutteritas se casaran antes de los 17
anos, tendrian 2,5 hijos més, elevando la moda a 13.
Teniendo en cuenta que en el 12% de los embarazos
hubo aborto, la conclusién es que en una poblacion
en condiciones excelentes de vida, sin presiones ex-
ternasy sin practicas limitadoras, el nimero de emba-
razos tipico es de 14,5 por matrimonio. Este resultado
coincide con otros estudios demograficos similares en
mujeres a primeros de siglo cuando la contracepcion
no se habia extendido (Salvatierra,1968), y como ve-
mos esta al gjada de |a tedrica sugerida anteriormente.

Como muestra del modelo Gnico que son los hut-
teritas en estudios reproductivos, comentemos que el
nimero de hijos por matrimonio en los huteritas ha
disminuido a partir de los afios 60, debiéndose a una
disminucion en la capacidad reproductiva en mujeres
de 30-40 afios, es decir, el nimero de hijos por matri-
monio es el mismo a principio de siglo que a partir de
los 60 en las mujeres hutteritas que tienen entre 20-30
anos, pero es menor a partir de los afios 60 que a
principio de siglo si comparamos matrimonios cuyas
mujeres tienen 30-40 afios. Esto ha sugerido que cier-
to control de la natalidad se ha introducido en |os hut-
teritas a partir de los afos 60 (Sato et al., 1994;
Nonaka et al., 1994).

En cuanto a la incidencia de esterilidad primaria
(parejas sin embarazo al afo de casarse) antes de los
anos 60 se estima en los hutteritas que es de un 12%.
Existiendo un 3% de parejas sin hijos. La esterilidad
secundaria (sin segundo hijo alos 3 afios del primero)
se estima en hutteritas que alcanza el 5,4%.
Existiendo un 1.8% de parejas con un solo hijo alos
10 afos de casarse, siendo en la mayoria de estas pa-
rejas la mujer mayor de 35 afos. Podemos por tanto
afirmar que la esterilidad tanto primaria como secun-
daria tiende a resolverse con el tiempo en un elevado
porcentgje de casos.

Eficiencia reproductiva

El término eficiencia implica analizar los resulta-
dos obtenidos en referencia al gasto o esfuerzo reali-

zado. En reproduccién seria el nimero de coitos ne-
cesarios para obtener un embarazo. En estudios en
hutteritas se pudo comprobar por Eaton y Mayer
(1963) que €l término medio de coitos necesario para
obtener una gestacion en mujeres de 20-29 afios es de
108 coitos. Otros estudios en diferentes poblaciones
obtienen cifras similares, remarcando la importancia
de la edad de lamujer, asi como la frecuencia del coi-
to, y no solo el nimero (Salvatierra, 1968).

Gemelos dicigoticos

Es conocido desde hace tiempo que la tasa de par-
tos gemelares dicigdticos es mas alta en mujeres afo-
sas que en jovenes, por o que cabria esperar una ma-
yor tasa en mujeres hutteritas que en la poblacion
general, ya que estas tienen un vida reproductiva mas
larga. Sin embargo, |a tasa de nacimientos de geme-
los dicigotos en hutteritas de Canada es del 0.9%
frente a 1,2% de la poblacion general canadiense. El
comentado descenso del nimero de hijos medio por
familia a partir de los afios 60, en especial en mujeres
mayores de 35 afios tiene su reflejo en que el porcen-
taje de partos gemelares, esté disminuyendo desde
esa década en los hutteritas (Nonaka et al., 1993).

Con los registros de nacimientos desde 1900 hasta
1965 se demuestra que los meses que menos partos
gemelares hay entre los hutteritas es en los meses de
mayo-julio que corresponden a menos poliovulacio-
nes en los meses de agosto-octubre. Lo que sugiere
una asociacion entre factores ambientales (horas de
sol, temperatura) y regulacion de la ovulacion. Al
analizar estos datos a partir de 1965 se comprueba la
ya comentada reduccién en la tasa de embarazos ge-
melares, y se observa que se pierde el descenso en la
tasa de partos de gemelos dicigéticos descrita previa-
mente en los meses de mayo-julio. Esto puede deber-
se a factores ambientales como cambios en |a tempe-
ratura ambiente por la aparicion de la calefaccion o a
cambios higiénicos (Nonaka et al., 1993)

Consanguinidad y reproduccion

Como hemos comentado el origen definido y la
endogamia son dos caracteristicas de los hutteritas,
que los convierten en un modelo ideal de estudios ge-
nético poblacionales. A pesar de lo que cabria pensar,
la tasa de anomalias congénitas es similar en los hut-
teritas que en la poblacién de su entorno (5,1% en
hutteritas de Alberta versus 5% en poblacién general
de Alberta) (Hostetler, 1984). Esto se debe a que si
bien presentan mas frecuencia de enfermedades mo-
nogénicas. aciduria metilmalénica, hipofosfatasia, S.
Meckel, leucodistrofia, etc. (4% versus 3%), debido a
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la posibilidad de homocigosis en enfermedades auto-
sdmicas recesivas, la frecuencia de anomalias congé-
nitas multifactoriales es menor (1,1 versus 2%)
(Deformidades de extremidades, hidrocefalia, anen-
cefalia, defecto cardiaco). Esto Ultimo puede ser debi-
do a que en estas enfermedades de origen genético y
ambiental el modo de vida de los hutteritas favorece
la prevencion de dichas anomalias.

Al ser una comunidad cerrada sin incorporaciones
exteriores, el grado de endogamia va aumentando.
Ober et al. (1999) han estudiado la relacién entre ca-
pacidad reproductiva y grado de consanguinidad de
las mujeres. Comprobando que las mujeres cuyos pa-
dres tenian un alto grado de consanguinidad tenian
una media menor de hijos, tardaban méas en quedarse
embarazadas y tenian un intervalo mayor entre emba-
razos gue las mujeres que tenian padres con un bajo
grado de parentesco. Sin embargo, la tasa de abortos
no se vio influida por el grado de consanguinidad.
Estos hallazgos nos permiten concluir que deben
existir alelos recesivos que influyen negativamente en
la capacidad reproductiva.

Entre los genes candidatos podria ser que predo-
minasen unos determinados haplotipos HLA en la po-
blacion hutterita que influyera en su capacidad repro-
ductiva. No obstante, Weitkamp y Ober (1999)
demostraron que la frecuencia y variedad de genes
del sistema mayor de histocompatibilidad en los hut-
teritas no difiere del de poblaciones no endogamicas,
es decir que los hallazgos comentados no se deben a
la presencia de un haplotipo HLA infrecuente o raro
en la poblacion hutterita.

Antigenos HL A entre miembros de una pareja

Son clasicos los estudios en hutteritas que sugieren
que aquellas parejas que comparten algun antigeno
HLA presentan un periodo mas largo para quedar em-
barazadas y latasa de abortos es mayor que los que no
comparten ningun antigeno HLA (Ober et al., 1985).
Ninguna hutterita estudiada tubo dos abortos consecu-
tivos, ni predomind ningdn haplotipo en estas paregjas
con algun aborto. Aunque estos datos no son extrapo-
lables ala poblacién general (Castillay col., 1999) su-
gieren gque es necesario un reconocimiento inmunol 6-
gico por parte de la madre del feto y sus envolturas
como extrafio (inmunol 6gicamente hablando).

Si se estudian los haplotipos de recién nacidos de
parejas que comparten algun antigeno HLA, y la hi-
potesis anterior es cierta deberian predominar en los
hijos haplotipos que fueran |o méas antigénicamente
diferentes de los de la madre. Ober et al (1998) estu-
diaron los hapl otipos de parejas que compartian algun
antigeno HLA, y clasificaron a los hijos en incompa-

tible (alelo paterno heredado no coincide con ningin
alelo de la madre), compatible-homocigoto (alelo pa-
terno heredado coincide con el alelo materno hereda-
do), compatible-heterocigoto (alelo paterno heredado
coincide con el alelo materno no heredado). Estos au-
tores calcularon el porcentaje tedrico de cada tipo, y
encontraron un menor porcentaje de hijos compati-
bles-heterocigotos. Es decir que existia una tendencia
a abortar fetos que fueran idénticos a la madre. Los
fetos compatible-homocigotos y compatibles-hetero-
cigotos son equivalentes desde la perspectiva de la
madre, pues no presentan ningln antigeno diferente a
los suyos, pero desde la perspectiva del feto en los
compatibles-homocigotos la madre es diferente anti-
génicamente pues presenta un antigeno diferente no
heredado por €l feto. Sin embargo desde la perspecti-
va del feto compatible-heterocigoto la madre es anti-
génicamente igual. En resumen estos datos sugieren
gue lo importante no es que la madre reconozca como
extrafo a feto, sino que sea el feto el que reconozca
como extrafio ala madre (Ober, 1999).

Si ahora analizamos la frecuencia esperada de ho-
mocigotos HLA en la poblacion general hutterita, no
en los hijos de parejas que comparten algun antigeno
HLA como en €l trabajo de Ober (1999), se comprue-
ba que existen menos homocigotos HLA de lo esti-
mado teoricamente por la Ley de Hardy-Weinberg,
sin embargo otros polimorfimos si cumplen a la per-
feccion dichaley (Ober et al., 1997; Robertson et al.,
19999). Como ya hemos demostrado que los hijos ho-
mocigotos de parejas que comparten HLA no tienden
a abortarse, debemos descartar que la menor frecuen-
cia de homocigotos se deba a que se aborten mas di-
chos fetos. Otra posibilidad para explicar que existan
menos homocigotos HLA entre los hutteritas es que
la variedad de haplotipos HLA en dicha poblacién
sea mayor que en la poblacion general, reduciendo la
posibilidad de que se reproduzcan miembros con ha-
plotipos iguales. Esta hipotesis se puede descartar ya
gue se ha comprobado que tanto la frecuencia como
lavariedad de haplotipos HLA en hutteritas es similar
a poblaciones no imbricadas (Weitkamp and Ober,
1999). Una tercera posibilidad sugerida por algunos
autores es que, al igual que en roedores, exista una
tendencia natural entre huteritas a emparejarse con
personas que sean diferentes antigénicamente, es de-
cir HLA diferentes.

L os primeros trabajos sobre apareamiento en rato-
nesy sistema HLA, datan de mediados de los afios
70, donde se comprobd que los ratones no se aparea-
ban con ratones que tengan HLA similar a de sus pa-
dres (Yamazaki et al., 1976; Yammazaki et al., 1978).
Posteriormente, se demostr6 que lo importante a la
hora de aparearse |os ratones no era el haplotipo de
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los padres sino de quien |o habia amamantado, es de-
cir los ratones tendian a aparearse con ratones que tu-
vieran antigenos HLA diferentes de los ratones que
los habian amamantado (Yamazaki et al., 1988).
Dado que €l olor en ratones esta relacionado con los
genes del sistema HLA (Ferstl et al., 1992) parece
que los roedores son capaces de reconocer las dife-
rencias HLA mediante el olfato.

Con el objeto de comprobar que los hutteritas ten-
dian a formar una familia con hutteritas que fueran lo
mas diferente antigénicamente HLA, y gque reconoci-
an a estos por €l olor, se ha estudiado recientemente
el polimorfismo de genes de receptores olfatorios
asociados a HLA en hutteritas comprobéandose que no
existe una diferente distribucién de polimorfismo en
los hutteritas que en la poblacion general, por 1o que
los autores afirman que hoy dia no tenemos eviden-
cias para concluir que los hutteritas tienden a selec-
cionar a su pareja por el olor como ocurre en roedores
(Eklund et al., 2000). No obstante, |os datos obteni-
dos por estos autores han sido cuestionados dado que
otros autores creen que el polimorfismo estudiado
(FAT11) representa dos genes olfatorios diferentes en
vez de dos variantes alélicas de un mismo gen
(Ziegler et al., 2000)

En resumen, utilizando a los hutteritas como mo-
delo experimental Unico e irrepetible de reproduccion
natural podemos concluir que:

1.- La especie humana es poco eficiente reproducti-
vamente hablando.

2.- Lainfluencia de factores ambientales naturales
(horas de sol, temperatura) sobre el sistema re-
productor humano tiende a desaparecer posible-
mente por las condiciones de vida del mundo de-
sarrollado.

3.- Parecen existir genes recesivos que intervienen
en nuestra capacidad reproductiva.

4.- Lainterrelacion inmune madre-feto parece de-
pender mas de |o antigénicamente diferente que
sea la madre para el feto, que de lo antigénica-
mente diferente que sea el feto parala madre.

5.- Por ultimo, no tenemos evidencias suficientes
para afirmar que el sistema olfatorio intervenga
en la seleccién de pareja en humanos, siendo ne-
cesario revisar los estudios genéticos realizados
hasta ahora en hutteritas.
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Estudio genético de la pargja estéril/infértil
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El estudio genético de la pareja estéril o infértil es
complejo y asimétrico, debido a las caracteristicas
peculiares de cada sexo (Egozcue y col., 2000a), y se
inicia a partir del primer contacto con la pareja. Aqui,
analizamos el protocolo a seguir de forma escalona-
da, resumida y dando en cada caso |las indicaciones
gue creemos mas convenientes. Es obvio que el estu-
dio genético hace referencia principalmente (pero no
necesariamente) a casos de esterilidad o de infertili-
dad de origen desconocido. Por supuesto, no inclui-
MOSs en esta breve revision casos que por su rareza
deben considerarse en un tratado de genética.

ANAMNESIS

La historia clinica nos pondra sobre aviso de posi-
bles causas de origen genético. En esta fase es posi-
ble detectar si uno de los miembros de la pareja sufre
una enfermedad genética, |a posible existencia de an-
tecedentes familiares de enfermedades genéticas o de
cromosomopatias, €l nacimiento previo de hijos afec-
tos de una enfermedad genética o de una anomalia
cromosomica, si los miembros de la pareja son con-
sanguineos, si padecen una esterilidad o una infertili-
dad, si se han producido abortos espontaneos, si éstos
son 0 no de tipo recurrente, en qué momento de la
gestacion se han producido, si 1os miembros de la pa-
reja han tenido hijos con otro conyuge, y si algun fa-
miliar padece problemas reproductivos.

En este preciso momento, de todos los anteceden-
tes citados el Unico que precisa atencion inmediata
es la existencia de una enfermedad genética que afec-
te a uno de los miembros de la pareja 0 a algin fami-
liar, y que obligara a obtener un diagndstico preciso,
en caso de que no exista, a averiguar si es posible de-
tectar para €l proceso en cuestion el estado de porta-
dor, y a estimar el riesgo de transmision del proceso,

su tipo de herencia, dominante, recesivo, ligado al se-
X0, relacionado con una mutacion dindmica, expresi-
vidad, penetrancia, etc. Los demas aspectos se tratan
sucesivamente.

EXPLORACION FiSICA

En la mujer, los datos derivados de la exploracion
fisica pueden orientar a la existencia de una enferme-
dad genética (ya tratado) o de una anomalia cromoso-
mica (ver més adelante)

En el vardn existen dos signos de gran importan-
cia. En primer lugar, la ausencia bilateral (o unilate-
ral) congénita de deferentes (ABCD) como signo de
fibrosis quistica (Welsh y col., 1995; Lissensy col.,
1996), que obliga a llevar a cabo un estudio de muta-
ciones del gen CFTR (Cystic Fibrosis Trans-
membrane Conductance Regulator) en el varén y, en
caso de ser positivo, también en la mujer.

Al existir més de 900 mutaciones conocidas del
gen, es necesario solicitar en cada caso el estudio de
las mutaciones mas frecuentes en el grupo poblacio-
nal del que procede cada uno de ellos (Casals y coal.,
1997), ya que sus frecuencias y tipos varian.

Otro dato de importancia es el tamafio, volumen y
consistencia testicular, que puede orientar hacia un
diagnostico de Klinefelter o variante.

Obviamente, existen anomalias de los caracteres
sexuales secundarios que pueden también orientar el
diagnostico.

ANALITICA DE BASE

Entre los estudios a solicitar en la analitica de base
debe incluirse siempre un andlisis del cariotipo de
ambos miembros de la pareja (Egozcue, 1994). Como
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es sabido desde hace muchos afos, las poblaciones
con problemas de fertilidad presentan una incidencia
de anomalias cromosomicas detectables en el carioti-
po unas 10 veces superior a la poblacién en general
(Zuffardi y Tiepolo, 1982). En el caso del sindrome
de Klinefelter con cariotipo 47,XXY 0 en mosaico
46,XY/47,XXY estaincidencia es mucho mayor.

La presencia de reorganizaciones cromosémicas
equilibradas tanto en el var6n como en la hembra es
causa frecuente de abortos recurrentes, e incluso de
esterilidad.

En el vardn deben valorarse las cifras elevadas de
FSH y la existencia de anomalias en los seminogra-
mas. Asi, p. g., la presencia de una oligoastenoterato-
zoospermia severa se han relacionado con la posible
presencia de anomalias cromosomicas (anomalias de
apareamiento de los cromosomas) en la meiosis, que
tan sdlo son detectables mediante un estudio meiotico
en biopsia testicular (Vendrell y col., 1999; Egozcue
y col., 2000b).

Una vez establecidos estos parametros basicos
(posibles antecedentes o0 existencia de enfermedades
genéticas, cariotipo), el estudio genético de la mujer
termina, y tan sdlo se reanudarg, en su caso, con mo-
tivo del asesoramiento genético, en caso de que se
proponga un estudio preimplantacional o prenatal.

En el vardn, en cambio, existen otras pruebas po-
sibles o necesarias (Egozcue y col., 2000).

Si el cariotipo es anormal

En pacientes con una anomalia numérica de los
cromosomas sexuales 46,XY /47, XXY (los 47,XXY
puros no producen espermatozoides) o 47, XYY
(Blancoy col., 1997, 2001):

1. En funcioén de las caracteristicas del testiculo,
puede realizarse un estudio meiético para deter-
minar la configuracion de apareamiento de los
cromosomas sexual es o,

2. Llevar a cabo una valoracion del porcentaje de
espermatozoides con disomias de los cromoso-
mas sexuales por FISH.

Si el paciente es portador de una reorganizacion
cromosdémica equilibrada, es necesario establecer €l
riesgo de transmision de una anomalia a la descen-
dencia mediante:

1. Un estudio de la meiosis en biopsia testicular,
gue en caso de riesgo elevado (dependiendo de la
configuracion meidtica del multivalente) puede
completarse con

2. Un estudio de la segregacion meioética de los
cromosomas implicados por FISH (Egozcue y
col., 1997).

Si el cariotipo es normal

Teniendo en cuenta que los varones estériles o in-
fértiles presentan un riesgo de sufrir una anomalia
cromosomica (sinaptica) en un 4-8% de los casos
(Egozcue y col., 1983), cifra que se incrementa a un
18% en casos de oligozoospermia severa (Egozcue y
col., 2000b), es necesario

1. Un estudio de la meiosis en biopsia testicular,

para detectar la posible presencia de una anoma-
lia sindptica, que puede completarse con

2. Un estudio de anomalias cromosémicas en los

espermatozoides por FISH.

En caso de que €l cariotipo sea normal, pero en
funcion de las caracteristicas de los seminogramas,
las pruebas anteriormente indicadas deben matizarse
o completarse de laformasiguiente:

Azoospermia por ABCD o AUCD
1. Estudio de las mutaciones del gen CFTR, que
de ser positivo debe realizarse también en lamujer.

Azoospermia secretora

1. Microdeleciones del cromosoma Y (se encuen-
tran deleciones del Y en un 18% de azoospérmi-
cos) (Olivay col., 1998; Liow y col., 2001). En
ausencia de deleciones:

2. Meiosis en biopsia testicular (se encuentran ano-
malias sindpticas en un 4-8 % de azoospérmi-
CO0s).

Oligo(astenoterato)zoospermia severa (1.5x106/ml)

1. Meiosis en biopsia testicular (se encuentran ano-
malias sindpticas en un 18-23 % de pacientes)

2. Si existen anomalias meidticas y el nUmero de
espermatozoides lo permite, FISH de espermato-
zoides. Recientemente algunos articulos han re-
lacionado la asteno y la teratozoospermia (que
genéticamente se consideraban menos relevan-
tes) con un incremento de anomalias cromosomi-
cas en |os espermatozoides. Si no existen anoma-
lias meiGticas,

3. Microdeleciones del cromosoma Y (existen de-
leciones del Y en alrededor de un 2% de oligozo-
ospermias)

Otras anomalias del seminograma

1. Meiosis en hiopsia testicular (existen anomalias
sinapticas en un 4-8% de pacientes) (Egozcue y
col., 1983). Si hay anomalias meidticas;

2. FISH de espermatozoides. En caso de que no se
detecten anomalias mei6ticas,
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3. Microdeleciones del cromosoma Y (poco fre-
cuentes).

Finalmente, establecida si es posible la causa de la
infertilidad o la esterilidad de la pareja, hay que pro-
ceder al asesoramiento genético. En la actualidad, y
segun las caracteristicas de cada caso, es posible ofre-
cer alas pargjas los tipos de estudio que se detallan a
continuacion. En casos de elevado riesgo genético o
con una historia obstétrica que incluya interrupciones
del embarazo, estén indicados los estudios preimplan-
tacionales; si €l riesgo es bajo, es mas l6gico recurrir
a estudios genéticos prenatales. En todo caso, es la
pareja quien debe decidir, en funcién de | as prestacio-
nes gque ofrezca el sistema sanitario:

1. Si lamujer es portadora de una enfermedad ge-

nética, de una anomalia cromosémica numérica
(p. g., 47,XXX, sindrome en que es frecuente
una menopausia precoz) o de una reorganizacion
cromosémica, puede llevarse a cabo un diagnos-
tico genético preimplantacional utilizando el pri-
mer corpusculo polar (PGD 1PB). En este caso,
el diagndstico se realiza después de proceder a
una ICSI (Durban y col., 2001), y en caso nece-
sario el diagndstico puede confirmarse o comple-
tarse mediante estudio del 2PB o de blastémeros
del embrion en fase de 6-8 células.

2. El tipo de diagnéstico preimplantacional mas
utilizado es el basado en el andlisis de uno o dos
blastomeros por PCR o mediante FISH (ESHRE
PGD Consortium Steering Committee, 2002).

3. Si €l riesgo genético es bajo, parece mas légico
recurrir aun diagnéstico prenatal clasico, sea uti-
lizando una biopsia corial o liquido amnidtico.

Ademas, hay que sefialar que el uso del cribado
genético preimplantacional o preimplantation genetic
screening (PGS) puede resultar Util para conseguir un
embarazo en parejas con una historia de abortos recu-
rrentes (Pellicer y col., 1999), en portadores de reor-
ganizaciones cromosomicas, y quizaincluso en muje-
res de edad avanzada (Egozcue y col., 2002, en
prensa).
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Cada vez son mas las aplicaciones dentro del cam-
po de la reproduccion, hasta tal punto que dificilmen-
te pueden resumirse dentro de una ponencia. Para lle-
var un orden y aln a sabiendas que muchas cosas se
guedaran en €l tintero las dividiremos en:

1. Estudio pelvis en exploraciones esterilidad

2. Ecograma ovérico basal

3- Vaoracion del ciclo ovarico natural

4-  Trastornos ovulacion

5-  Valoracion ciclo estimulado

6- Valoracion del ciclo endometrial

7-  Captacion de ovocitos

8- Ayudaalatransferencia embrionaria en ferti-

lizacién in vitro

9- Diagnostico de gestacion y desarrolloinicial

1. ESTUDIO DE LA PELVISEN EXPLORA-
CIONESESTERILIDAD.

La primera ecografia dentro del estudio bésico de es-
terilidad servira parainformarnos de la existencia de pa
tol ogia organica concomitante causante o no de la esteri-
lidad pero que es Util conocer y para pautar todas las
restantes pruebas. Patol ogia organica diagnosticable:

a) Endometriosis,

b) Hidrosél pinx,

¢) Pdlipos endometriales

d) Miomas

€) Malformaciones uterinas, etc.

a) Endometriosis

Caracteristicas sonogréficas de los de los endome-
triomas:

* Formaciones ovaricas uniloculares o multilocu-
lares no tabicadas.

* Se aprecia una pared claramente o existe un li-
mite mas o menos nitido con el estroma circundante.
Es importante evidenciar pequefios focos hiperecogé-
nicos en el limite del endometrioma.

* Ausencia 0 muy escaso mapa color en la pared.
Puede existir mapa color periférico.

* Ausencia de papilas.

* Tamafio generalmente inferior a 5cm de didame-
tro.

* Contenido denso sin tractos lineales en su inte-
rior

Antes clasificdbamos los endometriomas segiin su
apariencia en grupos pero con el advenimiento de la
nueva tecnologia de alta resolucion se ha podido
comprobar que manejando los arménicos en el estu-
dio de las diversas densidades |os endometriomas de-
nominados por nosotros en el pasado de tipo 1, con
contenido en principio sonoluscente son endometrio-
mas con un contenido homogéneo menos denso pero
no tan hipoecogénico como unaformacion folicular.

La confirmacioén debe ser |aparoscopica pero esla
ecografia la que nos pone sobreaviso.

b) Hidrosalpinx

Es la secuela mas frecuente de la EIP. Tras un
proceso inflamatorio o infeccioso agudo en cualquie-
ra de las fases antes descritas y con un tratamiento
médico adecuado, €l proceso puede curarse con eli-
minacién de |os gérmenes aerobios y anaerobios cau-
santes de la enfermedad. Si se trataba de una sal pin-
gitis aguda puede evolucionar con “restitutio ad
integrum” pero en cuanto la enfermedad se halle un
poco mas avanzada y sobre todo en los casos de
Estadios I11, esto ya no es posible y nos encontramos
con colecciones de liquido sin gérmenes dentro de la
trompa. Es el [lamado hidrosalpinx. Desde el punto
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de vista ecografico se identifica una estructura tubu-
lar alargada, con una pared fina por la mucosa atrofi-
cay, contenido sonoluscente (rasgo caracteristico).
Las lesiones de la mucosa tubérica dependeran de la
gravedad del proceso pero la sonoluscencia del conte-
nido crean una ventana acustica que permite visuali-
zar, mejor si cabe los signos antes descritos, como es-
casos resaltes en el borde interno del hidrosal pinx
(signo del collar de perlas) o si latrompa dilatada al -
canza el suficiente tamafio se dobla sobre si misma
(signo del septo incompleto).

Histerosal pingosonografia

El principal proposito de la histerosonografia en
referencia a la patologia tubérica era la sustitucién de
la histerosalpingografia en el andlisis de las trompas.
L os resultados publicados son interesantes e incluso
autores como |. Goldstein o H. Yarali han comple-
mentado su uso con el Doppler sin embargo latécnica
ecografica proporciona menos informacién sobre
morfologia de la trompa, sobre su estructura internay
sobre el lugar de la obstruccién. El analisis de los Ul-
timos articul os sobre histerosonografia pone de mani-
fiesto que en la actualidad, la mayoria de los autores
utiliza esta técnica en andlisis de patologia endocavi-
taria, recurriendo todavia a la histerosonografiay ala
cromoperturbacién como técnicas de referencia para
demostrar la permeabilidad tubarica. longitud Para
comprobar la permeabilidad tubéarica se ha propuesto
laintroduccion de un liquido (suero salino o contraste
ecogréfico) através del cérvix (histerosonografia).
Mediante este procedimiento se visualiza el paso de
contraste, y €l liquido libre en la cavidad peritoneal si
es permeable. Sin embargo su utilizacion no se ha ex-
tendido por que no da informacion de como es este
paso y por o tanto no ha sustituido a la histerosal pin-
gografia como método de referencia en valorar la pa-
tologia tubérica.

c) Polipos

El diagnéstico de pdlipos endometriales es de im-
portancia fundamental porque en la mayoria de los
casos no es diagnosticable por la exploracion fisica o
y €l legrado puede fracasar en su extirpacion ignoran-
dolo, lo que explica la persistencia 6 recurrencia de
sintomas, por lo que es preciso encontrar un medio de
diagndstico seguro y eficaz. La ecografia vaginal ha
supuesto un avance en el diagnéstico no invasivo del
poélipo endometrial aportando una serie de signos ca-
racteristicos (tabla 1)

Nosotros realizamos un estudio prospectivo sobre

Tabla 1
Imagen ecogréfica tipica de poélipo

- Una masa hiperecogénica intraluminal,

- Bien definida. Bordes regulares conteniendo o no
areas quisticas (linea ecorrefringente que refleja la
interfase entra el pélipo y la pared uterina sobre la
que se apoya (Pérez-Medina).

- Pediculo.

61 mujeres que acudieron a la consulta de esterilidad
con el objeto de determinar la eficacia de la ultraso-
nografia transvaginal en el diagnostico de polipos en-
dometriales, segun el cual atodas las enfermas con
sospecha de polipo endometrial en la ecografia trans-
vaginal de rutina, al visualizarse en la exploracién
una imagen hiperecogénica de contornos regulares
gue ocupaba parcial o totalmente la luz uterina, eran
remitidas a la consulta de histeroscopia donde les era
realizada esta prueba, asociada a biopsia dirigida,
considerando el resultado como “patron-oro” para €l
diagnostico de esta patologia (Pérez-Medina).

La ecografiatransvaginal y la histeroscopia fueron
realizadas por distintos exploradores, no sabiendo los
segundos los resultados ultrasonograficos de cada en-
ferma, analizandose los hallazgos conjuntamente al
finalizar el estudio, determinandose la sensibilidad,
especificidad, valores predictivos y eficacia de la
prueba.

De las 61 enfermas del estudio, se emitio el diag-
nostico de polipo endometrial mediante histeroscopia
en 10 pacientes.

Al realizar la ecografia transvaginal se emitio el
diagndstico de pélipo endometrial en 14 enfermas,
confirmandose por histeroscopia el diagnéstico en 9
de ellas, presentando las 5 restantes otra patologia. La
histeroscopia informd de pdélipo endometrial en 1 ca
sos en los que el ecografista habia emitido otro diag-
nastico.

La sensibilidad de las ecografias transvaginal para
el diagndstico de polipo endometrial resultod ser del
92.3%, la especificidad del 90.2%, el VPP del 64.2%
y €l VPN 98.4%25.

d) Miomas y malformaciones uterinas también
pueden ser diagnosticados por ecografia en esta pri-
mera exploracion

e) Finalmente nos servira para la programacion
del resto del estudio, y constatar la validez de las
otras pruebas diagndsticas que sin la ecografia care-
cen devalor:

1. Las determinaciones de FSH, LH y estradiol
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basales deben ser realizadas cuando el ovario se en-
cuentra en situacion basal ecograficamente.

2. EL test postcoital se realizara en fase preovula-
toria.

3. Las determinaciones de progesterona en segun-
da fase precisan la constatacion de la ruptura folicular
para poder afirmar que €l ciclo es ovulatorio.

La ecografia es por tanto un pilar bésico en la pro-
gramacion del protocolo diagnostico de la paciente
estéril.

2- ECOGRAMA BASAL

La ecografia basal debe contar el nUmero de for-
maciones sonoslucentes redondeadas (foliculos) que
tiene una mujer en el momento del inicio de laregla,
cuando empieza la fase del ciclo dependiente de las
gonadotrofinas. Las situaciones que podemos encon-
trarnos son:

A. Ausencia total de for maciones sonoslucentes.

Nos indica ausencia de foliculos por estar los
ovarios en fase menopausica, fallo ovérico primario
o si son foliculos primordiales sin ningan antro (li-
guido) que es lo que determina la sonoslucencia, en
lainfancia.

A -1 a4 Formaciones sonoslucentes (foliculos) en
cada ovario, fisiolégico en la mujer en edad repro-
ductiva.

B. Ovarios multiquisticos:

5-10 formaciones sonoslucentes en la periferia. Su
tamarfio suele ser mayor que €l de los foliculos antrales
del ovario normal. El estroma no esta aumentado. Se
da en la pubertad y en mujeres sometidas a regimenes
para pérdida de peso. Aparecen como consecuencia de
una produccién reducida de GnRH con disminucion de
gonadotrofinas. Las determinaciones hormonales son
normalesy el hallazgo es sonogréfico.

C. Ovarios poliquisticos:

Mas de 10 formaciones sonoslucentes en cada
ovario, situados en la periferia, con aumento del es-
tromay del volumen del ovario, asi como alteracio-
nes hormonales con LH> FSH

Es la Unica prueba gque nos permite distinguir en-
tre insuficiencia ovarica primariay ovario resistente a
gonadotrofinas. Puede superar a la biopsia ovarica
como sefiala Metha ya que no se puede excluir por la

ausencia de foliculos en una zona, que estos no se en-
cuentren en otra zona del parénquima ovérico, alo
gue afadiriamos el inconveniente potencial de la for-
macion de adherencias y el riesgo de provocar esteri-
lidades secundarias de origen mecanico.

2-VALORACION DEL CICLO OVARICO
NATURAL

Laanovulacion, se daen un 7% de ciclos en muje-
res en edad reproductiva, pero en algunas pacientes
con ateracién de la funcidn hipotalamo hipofisaria, o
con alteraciones ovaricas severas, la anovulacion
puede ser crénica. Por otra parte, anomalias menos
marcadas en la funcién hipotalamo hipofisaria, pue-
den dar lugar a alteraciones en el desarrollo folicular
y en lafase |Gtea. Podemos decir, que globalmente, la
anovulacion y las disfunciones ovulatorias constitu-
yen entorno a un 25% en la etiologia de la esterilidad
de origen femenino.

L os ultrasonidos, nos permitiran seguir el desarro-
Ilo y crecimiento de los foliculos desde el momento
en que estos se vuelven sensibles a las gonadotrofi-
nas. En los primeros momentos del desarrollo folicu-
lar los niveles de estradiol no se elevan, siendo la
ecografia otra vez, la Unica capaz de seguir €l creci-
miento folicular en las primeras fases de desarrollo.
El conocimiento de la situacién en estas primeras fa-
ses, es también indispensable para determinar la dosis
de gonadotrofinas eficaz en los ciclos de estimulacién
ovérica. La ecografia es capaz de diagnosticar las al-
teraciones de la ovulacion , como es el caso lafalta
total de desarrollo folicular, los foliculos antrales o
dominantes que crecen y luego se atresian, la luteini-
zacion sin ruptura folicular (LUF), y los foliculos
persistentes (ausencia de luteinizacion).

Por Ultimo, los ultrasonidos, permiten una visuali-
zacion y valoracion del cuerpo |Gteo, siendo una he-
rramienta importante a la hora de valorar lafase IGtea
y su patologia.

La investigacion de los cambios circulatorios en el
Utero y ovarios, durante el ciclo menstrual normal y
estimulado, con tecnologia Doppler, constituye hoy
dia un importante complemento al estudio ecogréfico,
de la mujer estéril, buscando un nexo entre anatomia
y funcion. Cualquier érgano, depende para su correc-
to funcionamiento de un adecuado aporte de oxigeno
y nutrientes. El ovario, es uno de los 6rganos mas
vascularizados del organismo, recibiendo hasta un
0.2% del gasto cardiaco en algunas especies, |0 que
supone 7 veces mas flujo sanguineo, que drganos tan
importantes como €l higado 6 el cerebro. Con lain-
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troduccién de sondas equipadas con tecnologia dop-
pler color, podemos establecer una relacion entre flu-
joy funcion de forma incruenta. Por otra parte, se a
demostrado por multiples autores la variacion del flu-
jo ovérico y uterino alo largo del ciclo menstrual.
Por todo ello, el doppler, aporta un complemento al
estudio morfol égico con ultrasonidos convencionales,
en laevaluacion del ciclo ovérico y endometrial.

De los estudios realizados, se deduce la importan-
cia de la eleccién de la arteria a estudiar. Para poder
tomar las medidas de flujo y poder establecer compa-
raciones, es imprescindible homogeneizar este pard
metro. En nuestros protocol os de trabajo, medimos la
onda de velocidad de flujo en la arteria ovérica, en el
polo externo del ovario a nivel del ligamento infundi-
bulo pélvico. Cuando empleamos la arteria utero-ova-
rica, las medidas las tomamos a nivel del cuerno ute-
rino, entre éste y la cara interna del ovario. En la
arteria uterina el volumen de muestra se sitla en un
corte transversal anivel del orificio cervical interno 1
cm por fuerade él. Aunque existen autores que eval U-
an las variaciones de flujo en estas arterias, las medi-
das son més fiables y ofrecen mayor variacion ciclica
a nivel intraovéarico e intramiometrial. En el circuito
intraovarico, ponemos el volumen de muestra en el
estroma, o més cerca posible de la pared del foliculo
dominante o del cuerpo IGteo, y en el ovario contrala-
teral donde se visualice sefia color dentro del estro-
ma. A nivel intramiometrial, si queremos explorar las
arcuatas, situamos el volumen de muestra, en un corte
transversal alejandonos |lo més posible de las uteri-
nas, pero separados 2-3 mm de la serosa peritoneal,
para no confundirnos con ramas centripetas de las ar-
cuatas que son de mayor resistencia. Para valorar las
radiales, barremos el espesor miometrial entre el ni-
vel de las arcuatas y 2 mm de la linea externa del en-
dometrio. Por Gltimo para valorar las rectas o las es-
pirales, las determinaciones se realizan a1l mm o
menos de la unién endomiometrial, si queremos estar
seguros de que son espirales la obtencion de la onda
se debe realizar intraendometrial, o cua no es posi-
ble en la gran mayoria de los casos debido a calibre
minimo de estas arterias terminales. Tanto a nivel in-
traovérico, como intramiometrial, nunca podremos
tener la certeza de cual es el vaso explorado, debido a
la anarquia anatdémica que caracteriza estas redes vas-
culares, por €llo es conveniente tomar fotos de la zo-
nainsonada, haciendo siempre la medida en la misma
zona, con el mismo corte, y realizando varias deter-
minaciones para obtener el valor medio.

En el ciclo ovarico, podemos distinguir la fase de
desarrollo folicular, la preovulatoria 'y la fase lUtea.
Estas 3 etapas, se asocian a cambios ecograficos pa-

ralelos bien caracterizados, de forma que a través de
la ecografia, podemos colegir en que momento del ci-
clo nos encontramos A su vez, en el curso del desa
rrollo folicular vamos a distinguir 3 etapas:
Reclutamiento, Seleccion y Dominancia, cada una de
las cuales, va a tener, como ya hemos dicho unas de-
terminadas caracteristicas ecograficas.

Reclutamiento:

En la parte final de lafase I(tea, y a comienzo de
la fase folicular existe un aumento progresivo de la
FSH hipofisaria, que tiene como consecuencia, el que
una serie de foliculos que estan en fase de sensibili-
dad a las gonadotrofinas entren en crecimiento, sa-
liendo del estadio de diplotene en el que se hayan de-
tenidos. Este grupo de foliculos en desarrollo o
denominamos cohorte. Durante esta fase, el creci-
miento es variable. En general, los foliculos crecen
muy lentamente (fase de latencia), a razon de 0.5-1
mm al dia. En cada ovario pueden verse una cohorte
de 2 a5 foliculos antrales, cuyo tamafio oscila entre 3
y 7 mm habitualmente. No se puede saber en esta fa-
se cual es el ovario destinado a ovular, y a veces la
ovulacion se produce por el ovario con la cohorte me-
nos numerosa. Estas cohortes de folicul os, aparecen y
desaparecen en cualquier fase del ciclo ovérico, asi es
posible observarlos en la fase |Utea y menstrual, in-
cluso cuando la mujer toma anticonceptivos orales o
estando embarazada. Ello es debido, a que el inicio
del desarrollo folicular es independiente en sus fases
iniciales de los niveles de gonadotrofinas, pero llega-
do un punto del desarrollo adquieren esta sensibili-
dad, atresiandose si no se tienen los niveles suficien-
tes para proseguir su desarrollo.

Desde el punto de vista del Doppler a nivel intrao-
varico, apreciamos un incremento de flujo con res-
pecto a la fase lUtea precedente, sin que se pueda ob-
servar diferencias entre los dos ovarios.

Seleccion:

Es el momento en que se decide de entre los foli-
culos de la cohorte, cual es el destinado a ovular. La
seleccion se hace gracias a una disminucion de los ni-
veles de FSH, y a factores intraovéricos. Todo ello
hace posible que el foliculo que haya desarrollado
mas receptores a FSH sea el elegido. Intervienen tam-
bién procesos de necangiogénesis y aumento del flujo
sanguineo. Asi mismo la capacidad de producir estro-
genos en las células de la granulosa, las cuales produ-
cen también un aumento en la produccién del liquido
folicular, que trae como consecuencia un cambio en
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la trayectoria de crecimiento. Cuando farmacol dgica-
mente en el curso de los ciclos estimulados, suprimi-
mos esta disminucion de FSH, prosigue la fase de re-
clutamiento y no se produce la fase de seleccién, con
lo que se producira el desarrollo folicular multiple
buscado en las distintas técnicas de reproduccion
asistida. A medida que va aumentando el tamafio del
foliculo, aumentan los niveles de estradiol, existiendo
multiples trabajos que corroboran la buena correla-
cién entre tamafio folicular y estradiol plasmatico,
gue evolucionan de forma paralelay simultanea aun-
gue independiente, tanto en ciclos naturales como en
estimulados con clomifeno o gonadotrofinas. La se-
leccion del foliculo que serd el dominante, suele rea-
lizarse en los dias 5 a 7 del ciclo, pero no podremos
detectarla a ecograficamente hasta los dias 8 a 11. En
esta fase de seleccion el diametro folicular esta alre-
dedor de los 6-10 mm, y el crecimiento es mas uni-
formey serealizaarazén de 1-2 mm diarios.

Desde el punto de vista del Doppler observaremos
una estabilizacion del flujo intraovarico. En ocasio-
nes, especialmente si empleamos power Doppler, po-
dremos ya en esta fase registrar un incremento en la
vascularizacion perifolicular de los folicul os seleccio-
nados.

Dominancia:

Es el momento en el que el foliculo destinado a
ovular toma el mando del ciclo. El control se desarro-
[la a partir de un aprovisionamiento de FSH, adquisi-
cion de los receptores a LH, la amplificacion de la
respuesta ala FSH -LH, y la produccién de inhibina
gue induce atresia en los demas folicul os.

El crecimiento en esta fase se acelera, indicando
gue el foliculo a adquirido la dominancia. Crece ara-
zOn de 2-3 mm al dia. El tamafio del foliculo domi-
nante suele ser mayor de 10 mm, y la diferencia con
los otro foliculos mayor de 2 mm. Respecto alos foli-
culos acomparfiante del resto de la cohorte, cuyo nu-
mero es maximo los dias 4 a 7 del ciclo, su cantidad
disminuye conforme avanza la fase folicular, espe-
cialmente en el ovario dominante, permaneciendo
igual en el contralateral. Al final de la fase |Utea, €l
nimero de foliculos antrales se comienza a elevar de
nuevo. El volumen del ovario también se vaincre-
mentando en el ovario destinado a ovular, y se man-
tieneinvariable en el contralateral.

Desde el punto de vista del Doppler, observare-
mos un cambio del flujo intraovérico, apreciandose
una mayor cantidad de flujo a nivel del ovario que va
aovular, permaneciendo constante en el contralateral.

Desde €l inicio de la década de los 80, se demos-

tré que la ecografia podia competir con ventaja con
las determinaciones hormonales de estradiol, FSH y
LH, como herramienta para predecir el momento de
la ovulacion. Asi mismo, multiples trabajos han esta-
blecido una buena correlacién entre didmetro folicu-
lar y niveles de estradiol. Han sido varios los signos
ecogréfico descritos que nos ayudan a predecir en que
momento el foliculo a alcanzado su madurez, y esta
listo pararecibir |a descarga preovulatoria de LH, que
reanudara la madurez nuclear e iniciara los procesos
de digestion de la pared del foliculo, culminando con
la expulsion de un ovocito en estadio de metafase I,
listo para ser fertilizado. Entre los signos de madurez
el ecografistatendra que valorar:

-Aceleracion del crecimiento de 3-4 mm diarios,
en los dias que anteceden ala ovulacion.

- El tamafio final del foliculo, que suele oscilar en
ciclos naturales entre 18 y 26 mm, con una media 22
Autores llegaron a establecer unas tablas que relacio-
naban tamario del didmetro folicular y tiempo de ovu-
lacion, viendo que el tiempo oscilaba entre 0.75 y
3.75 dias cuando el tamafio era de 20 mm. Tenemos
que tener en cuenta, que esta medida es mayor en ci-
clos estimulados con clomifeno, y menor en ciclos
estimulados con gonadotrofinas, donde la media es de
18mm. Cuando existe un desarrollo folicular multi-
ple, y afiadimos andlogos de GnRH se puede observar
madurez folicular con diametros de 16mm. No obs-
tante, aigualdad de madurez del ovocito Andreani
demuestra un grado de actividad celular en células
provenientes de foliculos mas grandes, que se tradu-
ciria en una actividad de aromatizacion mas elevada,
con niveles mas altos de estradiol y progesterona en
los cultivos. Son varias las maneras de medir un foli-
culo. La forma mas sencillay perfectamente valida
cuando el foliculo es de forma ovoidea, es medir los
2 diametros mayores, es menos complicada y ofrece
|os mismos resultados que medir 3 didmetros o €l vo-
lumen del foliculo. Cuando es completamente esféri-
co bastaria con medir un solo didmetro. En cualquier
caso, pensamos que hay una considerable variacion
entre el didmetro folicular y el tiempo de ovulacion, y
que también existe variacion en el tamafio que indica
madurez folicular oscilando entre 1.6 y 33 mm.

-Descrito por primera vez por Hackeloer en los
momentos que anteceden a la ovulacion, es posible
ver en algunos casos una masa ecogénica, adherida a
la pared del foliculo, esta imagen se supone que re-
presenta al cimulo ooforo. Otros autores, 1o han des-
crito como una masa ecogénica con un area sonolus-
cente en su interior. Hay estudios que sugieren que la
ovulacién se producira 36 horas después de la visuali-
zacion ecografica del cimulo. La constancia de su vi-
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sualizacion, varia entre un 80 'y un 23% seguln los dis-
tintos autores. Hay autores que niegan la posibilidad
de visualizacién del cimulo, alegando que su tamario
no alcanza el limite de resolucién de los ultrasonidos,
e interpretan la presencia de esta ecorrefringencia co-
mo un artefacto. En nuestra opinion, es posible su vi-
sualizacién, ya que el tamafio del cimulo rondalos 2-
3 mm, y lo hemos podido detectar en un 26,6% de
casos en ciclos naturales.

-Como consecuencia de la accion enzimética in-
ducida por la LH, se desprenden células de la granu-
losa, que flotan en el liquido folicular confiriéndole
un aspecto ecogréficamente turbio, que se manifiesta
como un liguido mas ecogénico y con finos ecos in-
trafoliculares. Por la misma accién de la LH la pared
se adelgaza en algunos puntos, aunque se puede ver
engrosada en otros puntos como consecuencia del au-
mento de la capa de las células de la granulosa. La al-
ternancia de zonas engrosadas y otras adelgazadas, le
confiere el aspecto de pared dentada.

Después del pico de LH, lateca se vuelve hiper-
vascularizada y edematosa, comenzando la separa-
cion entre las células de la granulosa y de la teca.
Como manifestacion de esta separacion, se puede
apreciar un halo hipoecogénico que rodea €l foliculo,
debido a un descenso de reflectividad entre las 2 ca-
pas. El tiempo que pasa entre la aparicion del signo
del halo y la ovulacion también a sido objeto de con-
troversia, y oscila entre 4 y 44 horas. Nosotros pensa-
mos que es uno de los signos mas especificos que in-
dican madurez folicular, e indicaria ovulacién
proxima.

Desdichadamente, aunque todos estos signos han
sido descritos como de ovulacion inminente, actual-
mente no disponemos de ningln signo ecogréfico que
por si solo nos indique el momento exacto de la ovu-
lacion. Debemos considerar, que todos |os signos des-
critos solamente indican que el momento de la ovula-
cioén se encuentra préoximo. Sera la combinacién de
todos estos signos ecograficos, junto con los datos cli-
nicos propios de cada paciente, los que en manos de
un ecografista experimentado sean capaces de acercar-
nos con mucha precision al momento de la ovulacion.
No obstante, cuando el ginecélogo se este iniciando
en la programacion de la administracion de HCG para
larealizacion de técnicas de reproduccion asistida, por
su sencillez nos quedariamos con el tamario folicular,
gue nos da por si solo, una aproximacion suficiente a
lamadurez folicular. Por otra parte, aunque el resto de
los signos es posible verlos en ciclos de desarrollo
multifolicular, son mucho mas infrecuentes e incons-
tantes, debiéndonos guiar principa mente por el tama-
fio de los 2-3 folicul os dominantes.

Ovulacién

Son varios los signos ecograficos de ovulacion pe-
ro es dificil en ocasiones asegurar que la ovulacion se
ha producido, sino hemos seguido el desarrollo del
foliculo alo largo del ciclo. El Unico signo inequivo-
co de ovulacion es la desaparicion del foliculo. Pero
el vaciamiento del foliculo no es siempre inmediato.
Hanna, en un estudio sobre 25 ciclos, comprobd que
el 70% del liquido folicular se expulsa en una media
de 0.9 +/- 0.3 minutos, el 30 % del liquido restante es
expulsado en una media de 6.1 +/-1.1 minutos. El va-
ciamiento completo ocurrio en el 92% de los ciclos.
Existen casos en los que el vaciamiento folicular es
un proceso mas lento, y no llega a ser total. Por €llo,
es también signo de ovulacion la variacion en el ta-
mafo y forma del foliculo. El aplanamiento, la pared
irregular y engrosada con ecos intrafoliculares, deben
ser interpretados como signo de ovulacion. Otro sig-
no, aungue mas inconstante de ovulacion es la apari-
cion de liquido en Douglas, periuterino o periovarico
(30). No es patognomaonico, puesto que en ocasiones
puede verse liquido en cavidad que proviene exudado
peritoneal o folicular en ausencia de ovulacion, sien-
do esto especialmente frecuente en ciclos con un ex-
ceso de estimulacion.

Cuerpo lateo

El cuerpo luteo (CL), es de aparicién inconstante.
Conforme mejora la resolucion de los aparatos em-
pleados y la experiencia del ecografista su visualiza-
cion es mas frecuente, podemos decir que con las
sondas de alta frecuencia debemos ser capaces de de-
tectarlo en el 70% de los casos. Por otra parte, es mas
facil verlo en fase mesolUtea, donde alcanzamos a de-
tectarlo en un 90% de los casos. La forma de presen-
tacion es también variable, de forma que podemos
verlo como una estructura intraovérica estrellada hi-
poecogénica o con finos ecos, y otras veces se pre-
senta en forma quistica, con un tamarfio de unos 3 cm,
econegativay con pared engrosada e irregular.
Cuando el CL es hemorragico, se presenta como una
masa de ecogenicidad heterogénea, predominante-
mente anecoica, con contenido ecogénico en su inte-
rior que representan coagulos. Poco a poco, |0s coa-
gulos se organiza y se vuelve mas ecogénico, en
ocasiones ocupando todo el CL, en otras el coagulo
seretrae, y se puede apreciar un area anecoica que re-
presenta suero. Entre estas dos formas caben todas las
variedades posibles, de modo que el Cl, se ha ganado
a pulso el nombre del “gran simulador”, pudiéndole
confundirse con entidades tan dispares como un foli-
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culo, un LUF, un endometriomay hasta una neoplasia
de ovario. La morfologia del cuerpo |Uteo cambiaalo
largo de lafase I tea, como consecuencia de los feno-
menos hemorrégicos y de neoangiogénesis que ocu-
rren tras la ovulacion, y la sustitucion progresiva de
las células granuloluteinicas por fibroblastos. Es pre-
cisamente el cambio de morfologia del cuerpo IUteo a
lo largo del ciclo, lo que facilita el diagnostico dife-
rencial con otros procesos tumorales y quisticos.
Podemos decir, que los elementos constantes que lo
constituyen son una pared ecogénica de grosor varia-
ble, y una parte central cuya ecogenicidad varia desde
total mente sonoluscente a hi perecoica completa.

Son normas bésicas para el éxito final en el con-
trol de la ovulacion y su patologia, la resolucion del
equipo, los conocimientos cientificos, el tiempo em-
pleado y la integracion en equipo. Respetando estas
normas, podemos decir que la ecografia es la prueba
fundamental para el control de la ovulaciény su pato-
logia, ya que nos permite reunir en una sola prueba
informacion sobre la reserva folicular, el desarrollo
folicular, la ovulacién y sus alteraciones, y valorar €l
cuerpo |Uteo.

3.TRASTORNOSOVULACION
Son fundamental mente dos:

a) Formaciones foliculares persistentes.

Se caracterizan por la ausencia de ovulacion y de
desarrollo de la fase IUtea, con la consiguiente pro-
duccion de estrogenos durante un periodo variable y
retraso de la menstruacién, 1o que puede originar una
clinica de dolor pélvico agudo si laformacion llega a
romperse. Su incidencia es mayor en la adolescencia
y perimenopausia.

Se produce una secrecion mantenida de FSH, con
ausencia de LH, lo que origina una formacién cuyo
tamafio suele superar los 30 mm de diametro. En al-
gunos estudios se observd como el tratamiento con
ACO de dosis bajas a veces persisten foliculos con un
tamario superior a 18 mm.

Comunmente se diagnostica en el curso de un es-
tudio de esterilidad ya que requiere de ecos seriadas y
determinaciones hormonales. Sus caracteristicas son:

Unilaterales, sonoluscentes, limites precisos, bor-
des regulares, pared fina, sin tabiques en su interior y
asociados a engrosamiento endometrial. En caso de
producirse torsion o hemorragia de dicha formacion
el aspecto sonogréfico seria muy similar al del cuerpo
[Gteo hemorragico.

La conducta ha de ser expectante con control eco-
grafico en 3 a6 meses. En nuestra propia experiencia,
desaparecen el 80 % de dichas formaciones en los
primeros 6 meses.

Si el tamafio aumenta por encima de 6 cm 0 no
disminuye tras tratamiento, se aconseja una PAAF,
porque probablemente el diagnostico no fue el co-
rrecto y estemos ante una formacion no disfuncional.

b) Sindrome del foliculo luteinizado no roto.

En este sindrome, no se evidencia la ruptura del
foliculo, pero si se observan signos de luteinizacion,
reflejados estos en el aumento de la temperatura cor-
poral basal y las determinaciones de progesterona.

Existen 2 mecanismos etiopatogénicos bien estu-
diados:

1) Origen central (gje hipoté amo-hipofisario)

2) Origen periférico (ovarico).

El mecanismo central se encuentra en una altera-
cion preovulatoria de la LH que produce un fallo del
inicio en larotura folicular mediado por las prosta-
glandinas, con la consiguiente disminucion en la lu-
teinizacion de las células de la granulosa, que se re-
fleja en una fase lUtea de duracion normal con bajas
concentraciones de progesterona. Este mecanismo
puede acontecer de forma ocasional no siendo una
causa de infertilidad.

La causa periférica se debe a una ateracion en el
metabolismo ovarico de las prostaglandinas, no pro-
duciéndose isquemia apical en el foliculo, y por tanto
ausencia de ovulacién. Las células de la granulosa su-
fren una luteinizacion adecuada dada la normalidad
de laLH, por lo que las concentraciones de progeste-
rona se incrementan aungue con niveles séricos infe-
riores en la mitad de la fase lUtea con relacion a las
observadas en ciclos ovulatorios. Se conoce que el
abuso de AINESs puede producirlo y su retirada puede
ser el tratamiento mas eficaz.

La introduccion de la ecografia en el estudio de
la reproduccion humana constituye uno de los mayo-
res avances en el estudio del sindrome. Del foliculo
luteinizado no roto, confirmandose el diagndstico en
el estudio combinado ecografia-determinacion hor-
monal.

Apareceran criterios indicativos de ausencia de
ovulacién como son la ausencia de liquido libre en
Douglas (aungue este en ocasiones aparece por sim-
ple transudacion) y la persistencia del foliculo domi-
nante tras 36 h del pico de LH, que en lugar de rom-
perse aumenta de tamario; ademas aparecen signos de
luteinizacién, a saber: pared gruesay dentada con
ecorrefringencia en su interior.
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Con el estudio doppler se observa la ausencia de
la onda de conversion que caracteriza a la aparicion
del cuerpo luteo.

Enfermedades que asocia LUF.-

1.- Endometriosis.- Basandonos en |os estudios
realizados hasta la actualidad podemos decir que pa
rece existir una asociacion causal entre la endome-
triosis y el sindrome del foliculo luteinizado no roto
en los casos mas graves de la enfermedad, posible-
mente como consecuencia de las adherencias.

2.- Sindromes adhesivos pélvicos.- Parece existir
una relacion entre ambos procesos de entorno a un 40
a un 80 %. La hipdtesis méas aceptada que explica €l
mecanismo por el cual las adherencias periovéricas
pueden inhibir la foliculogénesis son por una parte €l
factor mecénico y por otra la ooforitis subclinica (di-
cha hipdtesis explica el empeoramiento del sindrome
cuando se realizan técnicas de microcirugia). En los
procesos pélvicos que cursan con adherencias se re-
comienda realizar laparoscopiay cirugia con adhesio-
tomia

3.- Cirugia ovérica.- En estos casos actuaria una
membrana fibrosa como factor mecanico

4.- Factores psicogenos.- Como la hiperprolactine-
mia por estrés, aunque existen pocos estudios al res-
pecto.

VALORACION CICLO ESTIMULADO PARA
FIvV

L os objetivos de la monitorizacion ecogréfica de
la respuesta ovérica a la estimulacién en los ciclos de
FIV son:

* Determinar si la respuesta a las gonadotropinas
es suficiente para la obtencion de un nimero adecua-
do de oocitos maduros

* Evitar el sindrome de hiperestimulacion ovérica

* Determinar el momento Optimo para inducir la
maduracion final de los oocitos.

El control ecografico de los ciclos de FIV varia
dependiendo de si se utilizan 0 no agonistas o antago-
nistas de la GnRH. Una vez se comienza la estimula-
cion con gonadotropinas se recomienda una eco basal
( figura 8).La siguiente la hacemos en nuestros proto-
colos a los 5 dias de administraciéon de gonadotropi-
nasy apartir de ahi con la frecuencia que sea necesa-
ria acorde al crecimiento folicular. En cada una de
ellas se cuentan el numero de foliculos y se miden,
contrastando la sincronia o asincronia en el creci-
miento.

Cuando se obtengan 2-3 foliculos con diametro
16-18 mm, menos de 15 foliculos y un grosor endo-
metrial (7mm puede administrarse la hCG ese diay
realizar la puncion 36 horas después. Si los foliculos
tienen un tamafio menor debe calcularse un creci-
miento de unos 2 mm/dia. Los datos de 16-18 mm y
15 folicul os son orientativos pero tienen un valor des-
de el punto de vista préctico.

a) Usando agonistas analogos de la GnRH: pauta
larga, pauta corta, pauta ultracorta

Los agonistas sintéticos de la GhRH son unos de-
capéptidos caracterizados por primera vez en 1971
aungue se comenzaron a utilizar desde mediados de
los afios 80.

Tienen una gran afinidad por el receptor de la
GnRH hipotaldmico con una mayor vida media que la
hormona enddgena. Su efecto resulta en una estimu-
lacion inicial de las gonadotropinas (efecto flare up)
seguida de una supresion de la liberacion de las mis-
mas que ocurre tras 14 dias de administracion conti-
nuada.

El objetivo de la administracién de los agonistas
de la GnRH es la supresion de la ovulacion al preve-
nir el pico de secrecion de la LH prematuro que po-
dria producir una luteinizacion precoz de los foliculos
en desarrollo.

Existen preparados con diferente via de adminis-
tracion: subcutanea o intramuscular depot,
Triptorelina (Decapeptyl, Ipsen Pharma),
Leuprorelina (Procrin, Abbott) e intranasal,
Nafarelina (Synarel, Seid). Laviaintranasal de absor-
cion tiene una pequefia fluctuacion inter e intra indi-
vidual que en la mayoria de los casos resulta ser sufi-
ciente para prevenir elevaciones prematuras de los
picos de LH.

La supresion hipofisaria por los agonistas de la
GnRH se realiza de forma variable segln el protocolo
de administracion (largo, corto o ultracorto).

b) Protocolo largo de administracién de analogos
de GnRH

Seinicia en la fase |Utea media (dia 21 del ciclo).
Se deben administrar al menos durante 14 dias hasta
gue se produzca €l freno hipofisario que se comprue-
ba por la medida del estradiol plasmatico (E2 < 50
pg/ml) y mediante la ETV (todos los foliculos meno-
res de 10 mm).(figura 12). La dosis administrada sue-
le ser de 0.1 ml de acetato de leuprolide/dia subcuté-
neo (Procrin, Abbott) o de 2 inhalaciones de
nafarelina/12 horas (Synarel, Seid). Una vez se ha
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producido el freno hipofisario comienza la fase de es-
timulacion con gonadotropinas a tiempo que se dis-
minuye la dosis de agonistas (0.05 ml de acetato de
leuprolide/dia subcutaneo 6 1 inhalacion de nafareli-
na/12 horas) que se mantendra durante el resto del ci-
clo hasta la administracion de la hCG (5.000-10.000
Ul) para inducir la ovulacion tal y como se ha expli-
cado antes.

Otros protocolos incluyen el doble freno hipofisa-
rio en los que administran anticonceptivos orales
(ACO) desde el comienzo del ciclo anterior.

La pauta a seguir se resume en el Esquema 2:

nmg 1 w2 23 1 H .
e  —
heshat G RH D el & Bl T DI il & hikeri 2
1]
Bedadobrpdis Y-
G B e J0pped ¥ [Mur]
PFaliculos « |0 ety
Esquema 2

Esguema de la induccién-estimulacién de la ovulacion con go-
nadotropinas en la Fecundacién in vitro usando agonistas
GnRH en pauta larga con doble freno hipofisario.

c¢) Protocolo corto de administraciéon de anédlogos
de GnRH

Consiste en la administracion del agonista de
GnRH desde el primer dia del ciclo ala misma dosis
hasta la aplicacién de la hCG. De esta forma la hipo-
fisis tendréa su funcién suprimida tras 5 dias de admi-
nistracion y se aprovecha el efecto flare up de libera-
cion de gonadotropinas enddgenas que se suma al
efecto de las exdgenas y se disminuye el excesivo
freno ovérico.

Se comienza con la administracion de gonadotro-
pinas el dia 2-3 del ciclo hastala obtencién de los fo-
liculos preovulatorios. La asincronia es més frecuente
con este protocolo que con el anterior de tal forma
gue la calidad oocitaria es muy desigual.

En un esquema el protocolo de administracién se-
ria (Esquema 3):

d) Usando antagonistas dela GnRH

L os antagonistas de la GnRH (GnRHa) son molé-

1

13 14 21

. .

[{mm

Esquema 3
Esguema de la induccion-estimulacion de la ovulacion con go-
nadotropinas en la Fecundacion in vitro usando agonistas
GnRH en pauta corta

culas originadas tras la sustitucion de determinados
amino&cidos en la molécula nativa de GnRH. Son in-
hibidores competitivos especificos de |os receptores
de la GnRH lo que produce una rapida disminucién
de las gonadotrofinas hipofisarias (LH en primer lu-
gar y posteriormente FSH) seguida de una rapida fase
de recuperacion (entre 3y 4 dias) tras su retirada.
Ello permite un control mas fino del ciclo hormonal
en los programas de Reproduccion Asistida.

Desde el primer compuesto sintetizado en 1972,
han sido varios los intentos de reducir su principal
efecto secundario, la liberacion de histamina, hasta
conseguir en la actualidad dos compuestos con esca-
sos efectos nocivos como son el Cetrorelix
(Cetrotide; Asta Medica) y Ganirelix (Orgalutran;
Organon). Otros compuestos como el Antide
(Serono), Antarelix o Azaline-B, se encuentran adn
en fases més precoces de investigacion.

PROTOCOLOSDE ADMINISTRACION

El objetivo principal de su administracion, al
igual que para los antagonistas de la GnRH, se basa
en la prevencién de una elevacién prematura de la
LH. Para ello se han disefiado dos protocolos de ad-
ministracion del cetrorelix segln sea dosis Unica o
multiple.

- Dosis Unica:

se comienza con estimulacion con gonadotropinas
desde el dia 3 del ciclo. Inicialmente se prescindio de
la ecografia recomendandose una Unica dosis de
Cetrorelix el dia 8 ciclo. Actualmente la administra-
cién se basa también en la ecografia como veremos
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mas adelante. La dosis minima eficaz sugerida es de
3 mg de cetrorelix.

En bajas respondedoras puede ser necesario repe-
tir la dosis cada 3-4 dias hasta la administracion de la
hCG.

Algunos autores sostienen que la administracion
en dosis Unica se asocia a una menor duracion del tra-
tamiento con gonadotropinas a costa de obtener un
menor nUimero de embriones.

En un esquema el modo de administracion con do-
sis Unica seria (Esquema 5):

I
H 1234567891011 12 13 1413
Dias  Lz#i%2 &
SOy odiala
GdRH. 1y .
Goaatorepas ———
Esquema5

Esquema de la induccion-estimulacion de la ovula-
cion con gonadotropinas en la Fecundacion in vitro
usando antagonistas de la GnRH en dosis Unica.

* Dosis multiple:

Del mismo modo se comienza con estimulacion
con gonadotropinas exdgenas desde el dia 3 del ciclo.
Se administran pequefias dosis de Cetrorelix en com-
binacién con gonadotropinas exégenas (FSH) desde
€l dia 6-7 de estimulacion (cuando se alcancen folicu-
los de 13-14 mm). En este caso la dosis minima efi-
caz sugerida es de 0.25 mg tanto con ganirelix como
con cetrorelix.

A modo de esquema, la pauta a seguir con dosis
mltiple seria (Esquema 6):

INDICACIONES DE USO

Entre los casos en los que resulta beneficiosa la
utilizacion de los antagonistas de la GnRH destacan:

* Mujeres con factores de riesgo a desarrollar un
Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO)

* Parareducir la actividad de los cuerpos |Gteos al
administrarlo durante la fase |Utea

* Sindrome del Ovario Poliquistico (SOP) con va-
lores elevados de LH y del cociente LH/FSH

| 12345678910 1112 13 1415
Dias .
Bdngodis o—— -
adRH.DA
eart - —
ciclo
Gonudoropuas ——-
Esquema 6

Esquema de la inducci6n-estimulacion de la ovula-
¢ion con gonadotropinas en la Fecundacion in vitro
usando antagonistas de la GnRH en dosis multiple

* Mujeres bajas respondedoras

En mujeres con SOP, el efecto nocivo atribuido al
exceso de LH parece depender mas de la presencia de
hiperinsulinismo que de la adicién de LH al protocolo
de estimulacion, dada la escasa vida media de la LH
exdgena.

MONITORIZACION DEL CICLO

La monitorizacion suele comenzar tras 5 dias de
estimulacion con periodicidad de 48 horas hasta la
obtencion de un foliculo entre 1.2-14mm que serd el
dia de la administracion del antagonista (para dosis
Unica) o el primer dia de administracion (para dosis
multiples).Es importante tener en cuenta este aspecto
del tamario folicular (Tabla5).

Posteriormente se hardn controles hasta la admi-
nistracion de hCG segln la pauta habitual .

Hay que tener en cuenta que la administracion de
la hCG se recomienda que se realice antes de las si-
guientes 24 horas de la Ultima administracion del an-
tagonista.

COMBINACION CON OTROSPROTOCOLOS

Debido a su rapida supresion del pico de LH, los
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Tabla 5
Importancia del tamafio folicular en la administracion de
los antagonistas de la GnRH

El dia de la administracion del antagonista de la
GnRH no debe ser antes de que exista al menos un
foliculo >12-14 mm debido a que podria interferir con
el desarrollo folicular y la produccion de estradiol.
Ademas es bastante improbable que aparezca un pico
de LH antes de dicho tamafio folicular.

antagonistas de la GnRH también tienen su aplica-
cion en pacientes poco respondedoras o con ovarios
poliquisticos, al administrarse junto con citrato de
clomifeno y gonadotropinas.

También se esta estudiando su uso en ciclos natu-
ralesy en ciclos de |AH durante la fase folicular tar-
dia, con lo que se consigue una menor tasa de cance-
lacién de ciclos por la prevencién de la luteinizacion
precoz folicular

1. Casos especiales de induccion-estimulacion de
la ovulacion

El objetivo principal en estos casos seralarestaura-
cion lo mésfisiolégica posible de lafuncidn ovérica.

PACIENTES CON SOP ANOVULADORAS
(GRUPO || OMS)

En estas pacientes la FSH presenta unos niveles
normales mientras que la LH resulta estar elevada.
Tanto si se induce la ovulacion con HMG o con FSH,
ocurre la ovulacion, con un nimero equivalente de
gestaciones. Sin embargo el uso de FSH tiene asocia-
do una menor tasa de SHO. Seguln diversos autores la
FSH recombinante es mas efectiva que la FSH urina-
ria (tanto FSH purificada como FSH altamente purifi-
cada) al inducir el desarrollo folicular, necesitarse
una menor dosis total y una menor duracion de trata-
miento.

Existen diferentes protocolos de administracién
segulin se comience con estimulacion con bajas dosis
gue van incrementandose progresivamente hasta con-
seguir la ovulacion (protocolo step-up o low dose
step-up) 0 comenzar con una mayor dosis que poste-
riormente se va disminuyendo (protocolo step-down).

La posibilidad de ir aumentando progresivamente
la dosis de FSH estimulante (protocolo step-up) re-
sulta mas segura dada la alta sensibilidad de los ova-
rios poliquisticos a las gonadotropinas exégenas y la

posibilidad de producirse una hiperestimulacién ovéa-
rica. Podria ser el protocolo de eleccion en este tipo
de ovarios. En el protocolo de low dose step-up la
dosis administrada inicialmente puede ser muy pe-
guefia, ajustandola individualmente. Balasch et al
proponen la administracién de dosis iniciales de 37.5
Ul de FSHr en pacientes con SOP subiéndola a la se-
mana si no hay respuesta. La media de tratamiento
fue de 13 dias. En este sentido, el Estudio 10-50 es el
primer estudio observacional, prospectivo, multicén-
trico realizado en Espafia con FSH recombinante (fi-
lotropina beta), que demuestra la eficacia 'y seguridad
de una pauta de baja dosis (50 Ul de FSH recombi-
nante) en induccién de la ovulacion. El estudio selle-
vO a cabo con 456 pacientes con esterilidad anovula-
toria (grupo Il dela OMS). La dosis media diaria
requerida para obtener 1 a 3 foliculos ( 16 mm fue de
50 Ul con una duracion media entre 9 y 14 dias de
tratamiento. La ecografia es la forma de monitorizar
el tratamiento. Se consigui6 inducir la ovulacién en
el 84% de las pacientes evaluadas y se obtuvo una ta-
sa de gestacion acumulada del 48% en los primeros 4
ciclos de tratamiento y del 53% alos 6 ciclos. En lo
que respecta a la seguridad de la pauta, en todos los
ciclos evaluados la incidencia del SHO fue pequeiia
no observandose ningln caso grave. El riesgo de em-
barazo gemelar fue bajo (no se notificaron embarazos
multiples de orden superior), y latolerabilidad a nivel
local y sistémico fueron aceptables.

Con este estudio se demuestra la eficacia, seguri-
dad y tolerabilidad de esta pauta de estimulacion de
la ovulacion con dosis bajas de FSHr en pacientes
anovuladoras.

El coste de la hormona FSHr por unidad, sigue
siendo alto y es de esperar que en un futuro descienda
con lo que el paso habra sido importante.

La ecografia, es también la piedra angular en la
que nos apoyamos las modernas unidades de repro-
duccién parala aplicacion de las distintas técnicas, ya
que nos ayuda a valorar las dosis inicial de gonado-
trofinas, y la respuesta a estas, de modo que ovarios
con un tamafio inferior a 3 cc, y menos de 5 foliculos
antrales tendrian peor respuestay mayor tasa de can-
celacion (1,2,3), lo cual esimportante, ya que nuestro
grupo a encontrado un porcentaje mayor de embara-
Z0s por ciclo en pacientes con alta respuesta (34). La
medida de los foliculos también es importante, ya
que hay estudios que demuestran que por debagjo de
14 mm, el indice de fertilizacién es menor (35). Por
otra parte, la ecografia, nos indica cual es el ovario
destinado a ovular, el momento en que debemos ad-
ministrar la HCG previa la Inseminacion artificial o
la puncién en Fecundacion In Vitro. También la eco-
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grafia nos aporta datos sobre la situacién hormonal,
existiendo multiples trabajos que relacionan el tama-
fio delosfoliculosy el estradiol.

Recientemente se han publicado trabajos utilizan-
do power Doppler, en el que se registro la vasculari-
zacion de los foliculos de formaindividual utilizando
un sistema de puntuacion de acuerdo a la proporcién
de la circunferencia del foliculo que mostraba vascu-
larizacion. Grado 1 con menos de un cuarto de folicu-
lo vascularizado seria el méas pobrey grado 4 con mas
de 3/4 de la circunferencia del foliculo irrigada seria
el mejor. Se encontré una mayor proporcion de ooci-
tos de buena calidad en los foliculos mejor irrigados
con mejor calidad embrionaria. Otro dato interesante
fue que se encontrd una asociacion significativa entre
grado de vascularizacién pobre y laincidencia de em-
briones triploides.

Si comparamos ciclos naturales con ciclos estimu-
lados con clomifeno o gonadotrofinas, se puede ob-
servar que en general el flujo sanguineo es mas alto,
y mas facilmente registrable de forma precoz en ci-
clos estimulados. Esto es mas marcado cuanto mayor
es el grado de respuesta del ovario. Por el contrario,
los cambios de una fase a otra del ciclo son menos
marcados, debido como ya hemos dicho a que €l flujo
se incrementa de forma mas precoz, y tiende a ser
més uniforme durante todo €l ciclo. No obstante, tam-
bién se puede constatar un aumento de este alo largo
del ciclo. Algunos autores (41), han demostrado que
es posible mejorar el flujo sanguineo a nivel uterinoy
ovérico por medio de la administracion exdgena de
estrégenos y progesterona.

Desde el punto de vista de la exploracién con
Doppler, €l cuerpo IUteo se caracteriza por un aumen-
to de la neoangiogénesis, que tiene como resultado la
formacién de unared vascular que lo rodea (anillo de
fuego), este anillo es més acentuado si exploramos
con power Doppler. El cuerpo lUteo llega a recibir
hasta un 90% del flujo del ovario en fase litea media.

A partir de la ovulacion, se produce un incremento
de flujo, que produce un aumento de la intensidad de
recepcion, con un registro mas facil delaOVFy un
mapa color masrico. En el sonograma, la superposicion
de ondas y la dispersiéon de frecuencias, es causada por
un aumento de laturbulencia del flujo, que es originado
por la neocangiogénesis, la formacion de anastomosis y
la pérdida de la forma helicoidal de las arterias espira-
les, que son distendidas al aumentar el tamafio del ova
rio, ocasionando una pérdida de la estabilidad hemodi-
namica. Todo €llo, lleva a una dispersion de frecuencias
gue origina una pérdida de la nitidez en el perfil de la
onda. Por ultimo, si existia, desaparece laincisura entre
sistoley diastole. A este conjunto de cambios, L. Merce

lo denomind como Onda de conversion latea. Las ca-
racteristicas de la onda de conversion se mantienen du-
rante toda la fase |Gtea. En ciclos con fase |Gtea defi-
ciente Merce y col, encontraron signos de conversion
IGtea, pero no los encontraron en ciclos con anovula-
cién. Se pueden apreciar signos de conversion Iitea en
los momentos que anteceden a la ovulacion con desa-
rrollo folicular multiple, 1o que es frecuente en ciclos
hiperestimulados.

Ha sido propuesto que la angiogénesis en €l cuer-
po lUteo es necesaria para el metabolismo de las pro-
teinas de baja densidad y la regulacion en la produc-
cién de progesterona. Por ello una vascularizacion
inadecuada del Cl, ha sido implicada como marcador
de un defecto de fase IUtea. Glock y col, demostraron
una correlacion positiva entre los niveles de progeste-
ronay el IR en el CL en ciclos naturales. En ciclos
estimulados la relacion entre los IR y los niveles de
progesterona son mucho menos consistentes. Hemos
podido observar, al igual gque otros autores una mayor
impedancia en el circuito intraovérico en los ciclos
con insuficiencia lGtea. En los ciclos ovulatorios los
IR no superaban 0.47(rango 0.35-0.47), y en ciclos
con fase |Utea deficiente el IR era superior a 0.50.
Aungue la LH no participe directamente en este pro-
ceso, parece gque lo hace por medio de las prostaglan-
dinas, potentes vasodilatadores, cuya presencia pare-
ce esencial paralatransformacion Iatea. Como
podemos comprobar, los tltimos estudios para deter-
minar una posible insuficiencia del cuerpo lteo, es-
tan basados en estudios fluxométricos con Doppler.
Serian de mal prondstico los cuerpos IUteos con indi-
ces de resistencia mayores de 0.55, y escaso mapa co-
lor en fase mesolltea, |0 que indicaria una pobre vas-
cularizacion, que se acompafia de una secrecion
esteroideainsuficiente.

Kupesic , Kurjak y col , encuentran una relacion
estadisticamente significativa entre la perfusion uteri-
nay ovarica con marcadores hormonales e histol 6gi-
cos de receptividad uterina, alcanzando una maxima
sensibilidad en el flujo intrauterino e intraovarico.
Surge pues, un huevo método para evaluar la funcion
|Utea, que hoy diatiene alin gran incidencia de falsos
positivos y negativos debido a la falta de reproducti-
bilidad de los distintos valores propuestos, y alava
riabilidad interobservador. Son necesarios la realiza-
cioén de trabajos prospectivos y randomizados, y un
método més objetivo para el andlisis de las OVF. No
obstante, pensamos, que actual mente es preciso la va-
loracion morfoldgicay fluxométrica del cuerpo IGteo,
gue complementada con las determinaciones de pro-
gesterona plasmatica nos dara una informacion mas
veraz y precisa de lafuncionalidad de esta importante
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glandula, que tiene como funcién la preparacion se-
cretora del endometrio, para aumentar su receptividad
alaimplantacién embrionaria.

El Doppler a nivel intraovérico, también resulta
ser de utilidad en los programas de reproduccién asis-
tida. Asi, Nargund y col, encontraron una relacién
positiva entre el porcentaje de recuperacion y la pre-
sencia o ausencia de color perifolicular. El pico sisto-
lico maximo era mas alto en aquellos foliculos que
dan embriones de buena calidad morfoldgica, conclu-
yendo su estudio afirmando que el valor del pico sis-
tolico determinado antes de la HCG, puede ser em-
pleado para identificar los foliculos con alta
probabilidad de dar lugar a embriones preimplantato-
rios de buena calidad. Resultados similares encuentra
Oseyansa . Chui (51), va un poco més lgjos, y aunque
no encuentra diferencias estadisticas entre el grado de
vascularizacion y los porcentajes de fertilizacion, si
encuentra diferencias en el porcentaje de implanta-
cion, de manera que €l grado de vascularizacion, seria
un marcador de la capacidad de implantacion embrio-
naria. Otros estudios como el realizado por Bassil
(52), encuentran que con IR>0.56 el nimero de ovo-
citos obtenidos es menor, y mayor la duracion de la
estimulacion. Aunque algunos autores no encuentran
correlacion entre los IR e IP con el riesgo de HPO
(53), otros como Moohan y col (54), encuentran que
en pacientes con hiperrespuesta a gonadotrofinas , €l
riesgo de hiperestimulaciéon aumenta, si €l IR esinfe-
rior a0.48y el IP inferior 0.75. Esto parece indicar
un mayor riesgo de HPO en pacientes con ovarios
més vascul arizados.

Muy recientemente se ha escrito sobre el papel de
la tension de oxigeno en la salud del ovocito. El
Grupo de Blerkom, (55, 56) en Colorado, ha observa-
do una gran variacion en la PO2 de los liquidos foli-
culares estudiados, sugiriendo que algunos foliculos
estarian pobremente vascularizados, o con problemas
en el transporte de oxigeno a través de la pared foli-
cular. Los ovocitos de provinientes de foliculos hipo-
Xicos se asociaron con una alta frecuencia de altera-
ciones en la organizacion de los cromosomas en el
uso acrosomico de la metafase, lo que daria origen a
problemas en la segregacién de los cromosomas 'y a
graves problemas de mosaicismo en |os estadios em-
brionarios tempranos. Asi pues, lairrigacion perifoli-
cular parece jugar un papel esencial en la regulacién
de latension de oxigeno intrafolicular.

Como vemos por estos estudios, también el
Doppler y la ecografia aportan datos, que sin duda
son de gran utilidad para mejorar y predecir 10s re-
sultados cuando empleamos técnicas de reproduc-
cion asistida. De estos estudios se deduce que €l cli-

nico debe prestar mucha mas atencién a los detalles
de la angiogénesis perifolicular, si quiere obtener
0VvOocitos sanos.

2. Valoracion del ciclo endometrial

Durante |a fase menstrual inicial, el endometrio
permanece hiperecogénico al igual que en la fase IU-
tea, pero poco a poco aparecen areas anecoicas en €l
interior, que representan sangre. Las zonas ecogéni-
cas son debidas a endometrio desprendido y a detritos
retenidos en la cavidad uterina. Un refuerzo posterior,
propio también de la fase |Gtea puede mantenerse,
aunque habitualmente de menor intensidad. Poco a
poco las areas anecoicas se hacen coalescentes, y se
entremezclan con zonas hiperecogeénicas que repre-
sentan restos endometriales. Se puede visualizar con
Power doppler la salida de sangre por el cérvix.
Cuando la mayoria del endometrio se ha desprendido
y expulsado, se visualiza como un area anecoica (san-
gre), rodeada de una capa fina hiperecogénica que re-
presenta la union endometrio-miometrial y la capa
funcional del endometrio.

Una vez descamado el endometrio, éste se ve co-
mo una delgada linea hiperecoicade 1 a 3 mm, en
ocasiones con sangre residual. Sin embargo, la mayo-
ria de las veces aparece como una sola linea ecogéni-
ca, que representa la cavidad uterina. En ocasiones,
se puede ver un halo hipoecoico rodeando el endome-
trio, que se atribuye a una capa de vascularizacion
entre el miometrio y el endometrio.

Muy pronto las lineas hiperecogénicas que repre-
sentan la unién endometrio-miometrial se hacen pa-
tentes, y el endometrio comienza a ofrecer el tipico
aspecto de triple linea. El desarrollo de las lineas hi-
perecogénicas de la union endomiometrial, en gene-
ral, no se realiza simultdneamente, sino que comien-
za a aparecer en algunas zonas que pronto convergen
y se hacen prominentes, rodeando la totalidad del en-
dometrio.

El endometrio que hemos dado en denominar co-
mo de triple linea, esta formado por dos lineas exter-
nas hiperecogeénicas, que representan la unién entre el
endometrio basal y el miometrio, dos bandas hipoe-
coicas, que representan la capa funcional esponjosa
del endometrio, con sus glandulas y vasos, y por una
linea central hiperecogénica, que representa la luz de
la cavidad, que es ecogénica debido a que el endome-
trio esta tapizado por mucosidad, y por la capa com-
pacta del endometrio, originandose una interfase que
reflgja los ultrasonidos. Puede apreciarse también en
esta fase el halo hipoecogénico ya citado que rodea el
endometrio, de aproximadamente 2 mm, justo por €l
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exterior de las dos lineas hiperecogénicas de la unién
endomiometrial.

Conforme avanza la fase folicular, el endometrio
se va haciendo progresivamente mas grueso, crecien-
do arazodn de 0,5 mm de media diario, llegando habi-
tualmente a alcanzar de 9 a 14 mm. Todo el creci-
miento lo hace a partir de la esponjosa, es decir, de la
capa intermedia sonoluscente, por lo que podriamos
decir que una vez puesto €l pilar (la basal ecorrefrin-
gente) y el techo (la compacta eco refringente) el edi-
ficio crece mediante los pisos (Ia esponjosa sonolus-
cente).

Las lineas exteriores se hacen méas prominentes y
ecogénicas, especiamente en los momentos que pre-
ceden ala ovulacion, debido probablemente al au-
mento en los niveles plasméticos de progesterona que
se produce tras el pico preovulatoriode LH .

A menudo puede verse liquido en la cavidad en-
dometrial durante la fase periovulatoria. Este liquido
no es secundario ala secrecién de las glandul as endo-
metriales, que no aparecen hasta ya iniciada la fase
IGtea. Lo més probable, es que el moco cervical sea
aspirado por contracciones miometriales hasta la ca-
vidad. El moco es muy abundante en esta fase como
consecuencia del alto nivel de estrégenos circulantes.
Las contracciones miometriales, por lo general, pro-
gresan desde el cuello hasta el fondo uterino en lafa-
se folicular tardia, y son de una intensidad mayor en
los momentos que preceden a la ovulacion. Estas
contracciones uterinas las hemos podido observar y
grabar personalmente en los ciclos que monitoriza-
mos. Para ello tan solo es preciso tener paciencia, y
mantener la sonda en posicién durante unos minutos,
aungue no siempre este esfuerzo se vera recompensa-
do, ya gque se producen de manera aislada y arritmica.
Son especial mente frecuentes cuando introducimos
sondas en el curso, por gjemplo, de las inseminacio-
nes intrauterinas, ya que se producen consecuencia de
un estimulo mecénico, como es el contacto de la c&
nula con el endometrio. También son mas frecuentes
en los ciclos estimulados por los altos niveles estro-
génicos. Estas contracciones parecen importantes ya
que estan relacionadas con el ascenso rapido de es-
permatozoides a la cavidad uterinay a las trompas.
Como contrapartida negativa, diremos que pueden
causar reflujo en las inseminaciones intrauterinas, y
en los ciclos de FIV pueden causar la expulsién de
los embriones hacia la vagina, o bien hacia las trom-
pas, siendo la causa de |os embarazos ectopicos en
mujeres con patologia tubérica. El liquido en cavidad
resulta, pues, un factor de mal prondstico.

Tras la fase folicular sucede la | Utea, que también
tiene su traduccion ecografica. En los primeros mo-

mentos después de la ovulacion, el engrosamiento de
las dos lineas externas hiperecogénicas se hace muy
notorio. Este engrosamiento de la capa basal a veces
es anterior ala ovulacion y es debido al aumento de
progesterona que precede a la ovulacién, y cabe pues
ser interpretado como signo de ovulacion inminente,
aunque cuando se observa de manera muy precoz po-
driaindicar la existencia de picos de LH y luteiniza-
Ccion precoz.

El crecimiento en grosor del endometrio se retar-
da, apreciandose en los primeros dias postovul atorios
incluso una disminucion inconstante de 1 a2 mm. En
los dias de fase Iitea media se alcanza el grosor méa-
ximo del endometrio, que suele ser 1 a 3 mm mayor
gue el endometrio en fase folicular preovulatoria, a-
canzéndose una meseta en €l crecimiento unos 5-6 di-
as tras el pico de LH. Las bandas anecoicas que re-
presentan el endometrio funcional, se comienzan a
Ilenar de zonas ecogénicas irregulares, hasta hacerse
totalmente hiperecogénicas. Este proceso es siempre
centripeto, es decir, se efectlia del exterior haciael in-
terior. En los 4 a 6 primeros dias de fase |Utea se pue-
de apreciar, aunque con menor nitidez, la linea ecogé-
nica de la cavidad endometrial. La transformacion del
endometrio funcional de hipoecogénico a hiperecogé-
nico suele estar completo a los 7-8 dias de fase |Utea,
y asi el endometrio triple linea se haido transforman-
do, poco a poco, en un endometrio completay unifor-
memente hiperecogénico, al que progresivamente
acomparia un leve refuerzo posterior, dando el aspec-
to clésico del endometrio secretor avanzado. Siete di-
as después de la ovulacion, en el periodo propicio pa-
ra la implantacién, es frecuente ver una halo
hipoecogénico que rodea a endometrio, y que se co-
rresponde con irrigacion edema de la basal.

En los dias que preceden a la menstruacion, pe-
guefas areas hipoecogénicas van apareciendo. Estas
areas probablemente representan hemorragias y zonas
de degeneracion del endometrio, que son un preludio
del inminente inicio menstrual. Estas zonas pueden
comenzar a apreciarse varios dias antes del sangrado
menstrual.

3. Captacion de oocitos

Después de una época en que la obtencién de ovo-
citos se hacia por laparoscopia, la puncion transabdo-
minal, guiada por ultrasonidos, vino a desplazarla
parcialmente y la puncién transvaginal totalmente, de
formay manera que es hoy la forma més sencilla se-
guray rapida de obtener oocitos y la utilizada por
practicamente todos |os grupos del mundo.

Nosotros la adaptamos en 1988, y desde entonces
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hemos realizado 9325 punciones sin haber tenido que
realizar no una sola laparotomia por hemorragia y
con un indice de complicaciones muy bajo (0,65%)
aun incluyendo enfermedad inflamatoria pélvicas, y
cuadros adherenciales tardios, que pudieran atribuir-
sele alatécnica. Aunque han sido descritos no hemos
tenido en nuestra casuistica ningun caso de lesion
ureteral. No es aqui €l lugar para hacer una descrip-
cion exhaustiva del procedimiento, pero es evidente
que gracias a él los ginecélogos hemos sido capaces
de poner sobre la placa de | os bidlogos un niimero
considerablemente mayor de oocitos que con la lapa-
roscopiay de unaformamucho mas facil y repetible.

4. Ayuda ala transferencia embrionaria en fertili-
zacion in vitro.

Recientemente varios trabajos apoyan la idea que
la transferencia guiada por ultrasonidos, evitando la
estimulacién del fundus uterino, induciria menos con-
tracciones miometriales y provocaria una menor tasa
de expulsiones embrionarias y por ende mayor de im-
plantaciones y embarazos. Si estos trabgjos se confir-
man habria que incorporar la ecografia de forma ruti-
nariatambién alatransferencia.

5. Confirmacion dela gestacion y desarrollo
inicial

Evidentemente la ecografia es también el método
confirmatorio de la gestacion intrauterina tras la
BHCG positivay permite identificar el saco gestacio-
nal a los dos pocos dias de retraso. Con los nuevos
equipos el power doppler ya avisa de que el endome-
trio esta bien irrigado y no se va a descamar y tan
pronto como dos dias de amenorrea puede identificar-
se un anillo sonoluscente pequefio que corresponde al
saco gestacional. Luego pueden identificarse vesicula
viteling, y desarrollo embrionario, pero no es este €l
lugar para una descripcion detallada del proceso.
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REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Ponencia

Mejorasen el laboratorio de FIV

Amparo Ruiz A, delos Santos M3)
Equipo 1VI

La complejidad creciente de algunas de las técni-
cas que se aplican en los laboratorios de embriologia
clinicay el mantenimiento de los embriones fuera del
ambiente materno durante un tiempo mas prolonga-
do, hacen indispensables las mejoras del laboratorio
para asegurar el éxito del tratamiento.

Ademas de las condiciones de cultivo propiamen-
te dichas, que no analizaremos porque constituirian
un capitulo a parte, existen una serie de puntos indis-
pensables para garantizar estas condiciones optimas
de trabajo en el laboratorio.

Recursos humanos

Instalaciones del laboratorio

Dotacion técnica

Condiciones Ambientales

3.- Control de calidad

Test de embriotoxicidad

Acreditacion del laboratorio de FIV

1.- RECURSOS HUMANOS

Cada uno de los procedimientos que se desarro-
[lan en un laboratorio de Fecundacion in Vitro (FIV),
desde la puncion para la obtencion de ovocitos hasta
la transferencia de embriones, pasando por la mani-
pulacién de los medios de cultivo y de las muestras
de semen, entrafian el mismo grado de responsabili-
dad, todos ellos son igualmente importantes.
Descuidos y falta de atencion pueden desencadenar
fallos de fecundacion o bloqueo del desarrollo em-
brionario con la consiguiente pérdida del ciclo de la
paciente. Es fundamental por lo tanto, que el grado
de atencién sea siempre el maximo incluso en agque-
[los procedimientos que no impliquen la manipula-
cion directa de embriones o gametos. Este fin se con-
sigue siguiendo una serie de requisitos como son,
asegurar una plantilla suficiente para poder realizar

todos los procedimientos sin precipitacion , realiza-
cion de un Unico procedimiento alavez y la concien-
ciacion del personal del laboratorio a cerca de laim-
portanciay trascendencia del trabajo que realiza.

El nimero de personas que componen la plantilla
del laboratorio repercute en el tiempo que un embrio6-
logo puede destinar a cada caso en concreto, asi co-
mo en la agilidad mental y destreza a la hora de
realizar un procedimiento en concreto. Los procedi-
mientos que se realizan en un laboratorio son muy
complejos, y muchas veces resultan largos y compli-
cados exigiendo indudablemente concentracion para
evitar errores. Tasas de fecundacion, calidad embrio-
nariay tasas de gestacion, pueden verse significativa-
mente afectadas por este tipo de variable.

El nimero de embridlogos y técnicos de laborato-
rio es por lo tanto, pieza clave en la organizacion del
laboratorio. Este depende de las caracteristicas de ca-
da centro y debe estar en funcion del nimero y €l ti-
po de procedimientos que se realizan al afio, de la
complejidad de las técnicas utilizadas y del reparto
de actividades entre embriélogos y técnicos.

Una media bastante aceptabl e seria de 1 embridlo-
go por cada 100 procedimientos anuales, existen no
obstante laboratorios con proporciones méas desaho-
gadas, 1 embridlogo cada 50 procedimientos o inclu-
SO0 mas gjustadas, 1 embridlogo por cada 250 proce-
dimientos.

Sin embargo, basar esta proporcion solo en el nu-
mero de ciclos no es adecuado, ya que no es lo mis-
mo un FIV de 4 ovocitos con transferencia en dia 2
de desarrollo, que un ICSI con espermatozoides de
biopsia testicular de 30 ovocitos con transferencia en
dia 6 o la aplicacién de técnicas especiales como la
aspiracion de fragmentos embrionarios o la biopsia
embrionaria.

Debe por tanto establecerse una medida lo mas
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objetiva posible, que evalle el peso de cada uno de
los procedimientos.

2.- INSTALACIONESDEL LABORATORIO

a.- Dotacion técnica del laboratorio

Si el nimero de personas que componen la planti-
[la del laboratorio es importante, no 1o es menos el
equipamiento del laboratorio. De hecho es otro de los
el factores limitantes del éxito de la FIV. Este, al
igual que el personal, depende de las necesidades y
rutina de trabajo de cada laboratorio y también esta
funcioén de la cantidad de procedimientos que se rea-
lizan.

Distinguiremos dos puntos importantes en este
apartado: equipos y mantenimiento.

Equipos.- La disponibilidad de cabinas de flujo la-
minar, microscopios estereoscopicos e invertidos,
equipos de micromanipulacion, incubadores |,
etc...son piezas importantes para el buen funciona-
miento del laboratorio de embriologia'y permitiran
realizar los procedimientos dentro del tiempo requeri-
do paraello.

El nimero de cabinas de flujo laminar debe ser su-
ficiente para no tener que realizar simultaneamente
dos procedimientos en la misma cabina. En lo refe-
rente al resto del equipo, es decir, lupas estereoscopi-
cas, microscopios invertidos, equipos de micromani-
pulacién y equipos de congelacion, debe ser
suficiente para que permita no tener que retrasar la
realizacién de un procedimiento concreto mas de lo
necesario.

El nimero de incubadores y su funcién es otro te-
ma fundamental. Si bien es cierto que lo ideal seria
tener un paciente por incubador, la razén de 3 pa-
cientes por incubador es bastante razonable. La apa-
ricién del los incubadores denominados de trabajo o
temporales son esenciales en el laboratorio ya que
esto evitara la apertura innecesaria de |os incubado-
res de cultivo.

Mantenimiento.- La estabilizacion de las condi-
ciones de cultivo a méximo lleva asociado el mante-
nimiento de las condiciones de cultivo de la forma
mas estable posible. Una de las variables que afecta a
la viabilidad de ovocitos y embriones es claramente
la temperatura (1, 2). Para evitar grandes fluctuacio-
nes de temperatura, ademas de la adopcién de ciertas
técnicas de cultivo como la utilizacion de ceite mine-
ral, el equipamiento de las campanas, lupas y micros-
copios con plataformas atemperadas resultan alta-
mente beneficiosas.

b.- Condiciones Ambientales

El creciente interés por el efecto de contaminantes
ambientales sobre la salud y el de los embriologos
por la mejora de las condiciones de cultivo de game-
tos y embriones, ha creado una interesante corriente
de interés de la que nace una preocupacion por el im-
pacto de las diferentes condiciones ambiental es sobre
el desarrollo preimplantacional de los embriones.
Existen una amplia gama de productos, que por sus
condiciones especificas Unicamente pueden realizarse
bajo las condiciones ambientales de una “ cleanro-
om”. Desde medicamentos especiales, hasta equipos
Opticos de gran precision, necesitan ser producidos o
ensamblados bajo unas condiciones ambientales es-
peciales. Resulta, por lo tanto, bastante ildgico pen-
sar que células tan valiosas como son gametos 'y em-
briones humanos, no se vean también beneficiadas de
estas condiciones especiales durante su manipulacion
in vitro.

En el laboratorio, gametos y embriones se ven ex-
puestos a una serie de situaciones artificiales como
son cambios de temperatura, presion de O2 'y CO2 ,
cambios en las condiciones de luz, temperatura,
etc..que pueden afectar a su integridad y desarrollo
(1-3), ademas de verse expuestos a sustancias con
las que dificilmente llegarian a contactar de forma
natural y que pueden afectar al desarrollo embriona-
rio (4, 5).

Entre estas nuevas sustancias con las que circuns-
tancialmente contactaran, podemos destacar: particu-
las de polvo, restos de vidrio, derivados del plastico,
compuestos organicos volatiles, desinfectantes, etc....
Todas estas nuevas situaciones a las que embriones y
gametos se veran expuestos pueden ser mitigadas en
gran medida por la conversién de los laboratorios de
FIV en cleanroom. Esta conversion no solo facilitara
el control de la calidad del aire, es decir la concentra-
cion de particulas de un tamafio determinado, y la
presencia de compuestos organicos volatiles
(VOC's), sino también la consecucion de unas condi-
ciones estables de temperaturay humedad.

La calidad del aire dentro del laboratorio de FIV
va a depender no solo del filtrado exterior sino tam-
bién del laboratorio en si. El nUmero de personas asi
como la indumentaria deben tenerse en cuenta para
controlar este parametro. Sin laindumentaria adecua-
da, una persona puede generar arededor de 2 millo-
nes de particulas menores de 0.5um/min, alrededor de
300.000 particulas mayores de 0.5 um/min y alrede-
dor de 160 particulas con bacterias (6). Es por ello
que el uso de mascarilla, gorro y calzado exclusivo
resultarén imprescindibles.
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De las clases de cleanroom existentes, tal vez la
clase SO 5, seria una opcion bastante razonable para
el laboratorio de embriologia. No obstante, |a utiliza-
cioén de las cabinas de flujo laminar puede rebajar a
ISO 6 6 1SO 7 €l tipo de cleanroom a que €l labora-
torio de FIV puede convertirse.

La utilizacion de cabinas de flujo laminar equipa-
das con filtros HEPA, permiten el paso de solo 3 de
10.000 particulas de tamafio no superior a 0.3° m.
Estas resultan por lo tanto suficiente para evitar el pa-
so de microorganismos, |os cuales vienen normal-
mente unidos a otro tipo de material como restos de
células de las piel, o agregados de polvo llegando a
alcanzar tamafios de 10 a 15 °m.

La adaptacion del laboratorio de FIV al tipo de
normativa 1SO elegida y la presién positiva con res-
pecto a estancia contiguas en el laboratorio debe ser
suficiente para mantenimiento de la pureza del aire en
lo que a particulas se refiere. Sin embargo, esta pre-
surizacién no es suficiente para mantener el laborato-
rio libre de VOC. Su control en el laboratorio se de-
bera realizar a varios niveles esto es, a nivel de los
gases que llegan a los incubadores, a nivel del aire
que llega desde el exterior, y por dltimo a nivel del
producido en el interior del laboratorio. Los dos Ulti-
mos apartados pueden ser controladas de forma eficaz
con la utilizacion de los filtros basados en carbén ac-
tivado y permanganato potasico instalados en 10s sis-
temas de aire que abastecen el laboratorio de FIV. El
control de la posible contaminacién debida alaimpu-
reza del CO2 utilizado en incubadores, puede ser
controlada adaptando un sistema de filtros instalados
en el sistema de abastecimiento de gases, evitando
apurar completamente las balas de CO2 y utilizando
un sistema de tuberias de canalizacion de gases con
bajo potencial de liberacién de residuos.

El control de calidad de las cleanroom, revision de
filtros, control de particulas y mediciones de VOC,
sera también importante para poder conservar las
cualidades del aire.

Dada la dificultad de adecuar los sistemas de fil-
trado para el control de las particulas, microorganis-
mos y VOC a laboratorios ya construidos, puede re-
currirse a la utilizacion de medidas paliativas: dejar
siempre €l flujo laminar en marcha para que las cabi-
nas actlien como unidades eliminadoras de particulas
en el ambiente, cambiar |os métodos de cultivo de ga-
meto y embriones, instalar unidades CODA en puntos
estratégicos, etc... La instalacion de filtros CODA en
algunos laboratorios han aumentado significativa-
mente de las tasas de gestacion, y disminuido la de
abortos en FIV (7). No obstante, se debe analizar la
presencia de los VOC normalmente presentes en are-

as urbanas que podrian estar afectando a los resulta-
dos de un laboratorio concreto y a partir de ahi dise-
far estrategias particulares.

Existen muchos estudios sobre los efectos nocivos
de los diferentes contaminantes ambientales sobre la
salud. La exposicioén breve a determinados tipos de
estos compuestos son suficientes para ser detectados
en sangre, y tras su exposicién més prolongada, éstos
pueden atravesar la placentay detectarse en €l liquido
amniético (8, 9). Ademas, se sabe que su exposicion
continuada puede aumentar el riesgo de infecciones
pulmonares (10), cancer de pulmoén (11) asi como te-
ner consecuencias de indole reproductivo (8, 12, 13).

Debido a la ubicacion urbana de los laboratorios
de FIV y a material utilizado para el trabgjo rutina-
rio, (rotuladores, mecheros de, productos de desinfec-
€ion, microscopios, monitores de television, placas de
pléstico, etc,..), no es raro que tiendan a acumularse
en el ambiente diferentes tipos de VOC.

Las medidas llevadas a cabo en algunos laborato-
rios FIV, demuestran que determinadas practicas alre-
dedor del laboratorio puede dar lugar a una elevacion
inesperada de ciertos compuestos y que algunos de
ellos pueden encontrarse en mayor concentracion en
el interior de los incubadores llegando a ser 5 a 6 ve-
ces la concentracion encontrada en €l aire exterior del
laboratorio (5). Es por ello que resulta interesante co-
nocer si la presencia de estos compuestos en los labo-
ratorios pueden afectar a los resultados de FIV. Los
datos publicados provienen de estudios realizados en
otras especies animales, y en muchos casos utilizan
concentraciones muy superiores a las encontradas co-
mo término medio en los laboratorios, por 1o que tie-
nen un valor parcialmente informativo, sin embargo,
unidos a los resultados indirectos obtenidos de cen-
tros de reproduccion asistida en los que se ha relacio-
nado las gestaciones con la calidad del aire, pueden
ofrecer una orientacion a seguir frente a la presencia
de ciertos VOC en los laboratorios de FIV (5, 14).

La presencia de benceno y sus derivados, tiene
efectos negativos en reproduccion. Inhalacion de va-
pores de tolueno a concentraciones entre 6 y 20 veces
las permitidas por la Administracion de Salud y
Seguridad Ocupacional americana (OHSA) son capa-
ces de disminuir significativamente el recuento de es-
permatozoides y ser embriotdxico en roedores (13).
La presencia de benceno en el medio de cultivo pro-
duce aneuploidias, alteraciones en la sintesis de ADN
y mutaciones génicas en embriones de hamster (15),
lo cual puede repercutir seriamente en la capacidad
de division e implantacion.

Otras sustancias como el metanol, que también
puede ser encontrado en concentraciones mayores
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dentro de los incubadores, también tiene efectos noci-
vos sobre los embriones de rata a concentraciones
proximas a 300 mM, aungue no a 200 mM, el meta-
nol tiene efectos embriotéxicos (16).

La presencia de aldehidos como la acroleina en las
proximidades de los laboratorios de FIV, es otra de
las circunstancias que se ha relacionado con la dismi-
nucion de las tasas de gestacion.

La acroleina es un aldehido que es letal para el
hombre en concentraciones de 10 ppm. Las concen-
traciones actuales de dicho compuesto en las ciuda-
des muy contaminadas es de alrededor de 9 ppm.
Algunos estudios realizados en ratén sobre el efecto
de la acroleina en el medio de cultivo demuestran que
la presencia de dicho compuesto, en concentraciones
del orden de 1.4 ppm, inhibe parcialmente el desarro-
[lo hasta blastocisto mientras que concentraciones del
orden de 5.6 ppm lo inhibe por completo (5).

3.- CONTROL DE CALIDAD
a. Aplicacion de los controles de calidad

Los controles de calidad y la eleccion del tipo de
test a utilizar sobre los medios de cultivo y material
utilizado en el manejo de los gametos y embriones
(jeringas, puntas de pipetas, placas de cultivo, etc...),
es otro tema muy importante para el mantenimiento
de las condiciones éptimas de trabajo. Aunque la ne-
cesidad de su realizacion podria ser cuestionada en
algunos productos, ya que éstos estan testados en sus
lugares de fabricacion, las condiciones de transporte
y almacenamiento pueden afectar a la viabilidad de
los embriones por 1o que resulta aconsejable repetir
los tests para mayor seguridad.

Hay descritos muchos tipos de test para compro-
bar la embriotoxicidad de los productos utilizados en
los laboratorios de FIV. Entre ellos estan los que estu-
dian la probabilidad de que los embriones de ratén de
1 6 2 células lleguen hasta blastocisto (17-19), o los
gue se basan en el indice de motilidad de espermato-
zoides de animales de laboratorio (20, 21), o esper-
matozoides humanos (22, 23).

El tipo de test més apropiado para comprobar la
viabilidad de los medios y resto de material del 1abo-
ratorio es un tema polémico ya que existen datos en
la literatura que bien no encuentran asociacion del re-
sultado de los tests con las tasas de gestacion (24-26)
0 que encuentran mejor asociacion con los parame-
trosdel FIV con unos test que con otros (18, 20, 21).

Puesto que los resultados pueden ser muy varia-
bles dependiendo del tipo de test realizado, del tipo
de producto sobre el que se realiza, etc, ...cada labo-

ratorio debe utilizar aquel que mejor se correlacione
con su tasa de desarrollo embrionario y gestacion.

Otro control de calidad que debe llevarse a cabo e
el laboratorio es el chequeo diario de temperaturas de
los diferentes instrumentos como frigorificos, placas
calefactoras, incubadores, niveles de CO2 de los in-
cubadores, pH de los medios ,etc, lo que contribuira
al mantenimiento de la estandarizacion del trabajo
diario y ala obtencién de buenos resultados.

b. Acreditacion del laboratorio de FIV.

Dados los riesgos que conlleva el trabajo en un la-
boratorio de RA. La aplicacion de los controles de ca-
lidad se hacen indispensables. Estos son importantes
para asegurar la reproducibilidad y la estandarizacion
de los procedimientos que se realizan en el laborato-
rioy esfundamental que el personal conozca como se
deben readlizar. La estandarizacion de las condiciones
de trabajo en el laboratorio no sdlo facilitala agilidad
y calidad del trabajo sino que permite el control rapi-
do sobre el efecto negativo de nuevas variables que
se hayan introducido asi como la reproducibilidad de
los resultados en diferentes |aboratorios.

Muchos paises tienen legislacion sobre la forma
de trabajo en los laboratorios de RA. En Estados
Unidos, Gran Bretafia o Suecia existen organismos
responsables de autorizar y ofrecer recomendaciones
para la préactica de procedimientos de RA tras la cola-
boracion con diferentes asociaciones cientificas como
la ASRM, ESHRE, ALPHA, etc..(27-30). En Europa,
la Cooperacion Europea para la Acreditacion
(www.european-accreditation.org) es la encargada de
acreditar laboratorios de RA que pertenecen a los
miembros de la Comunidad Europea. Para poder pa-
sar con éxito sus auditorias es imprescindible que €l
laboratorio cumpla con un serie de requisitos relacio-
nados con €l trabajo de tipo administrativo, aspectos
concernientes al laboratorio y aspectos clinicos los
cuaes deberdnir en lalinea de las normas SO o EN.

El laboratorio de FIV debera tener actualizados la
calibracion de todos | os instrumentos/ equipos, dispo-
ner de un manual que explique detalladamente todos
los procedimientos que se realizan en el laboratorio,
en los certificados e informes debe constar direccion
del laboratorio, fechay firma de la persona que
aprueba o certificalos informes.

La estabilidad de |as condiciones de cultivo de ga-
metos y embriones estara asegurada si €l trabajo en el
laboratorio de FIV se lleva a cabo siguiendo unos re-
quisitos que aseguren el control del trabajo rutinario.
Aspectos como el tamafio de la plantilla, equipamien-
to adecuado y controles de calidad son algunos de es-
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10.

11.

12.

13.

tos requisitos. El establecimiento de las condiciones
Optimas de trabajo en el laboratorio de FIV es unata-
rea arduay dificil, pero alas que sin duda deben ten-
der todos los laboratorios de embriologia para asegu-
rar el éxito.

BIBLIOGRAFIA

. Munné S, Cohen J.: Chromosome abnormalities in

human embryos. Hum Reprod Update 1998;4:842-55.

. Almeida PA, Bolton VN.: The effect of temperature

fluctuations on the cytoskeletal organisation and chro-
mosomal constitution of the human oocyte. Zygote
1995;3:357-65.

.Noda Y, Goto Y, Umaoka Y, Shiotani M, Nakayama

T, Mori T.: Culture of human embryos in a pha modi-
fication of Eagle’s medium under low oxygen tension
and low illumination. Fertil Steril 1994;62:1022-7.

. Cohen J, Gilligan, A., Schimmel, T., Cecchi, M.,

Wiemer, K.: Environmental factors affecting devel op-
ment of embryos. Annual Review of Preimplantation
Embriology. Cancuin, Mexico, 2001:33-40.

. Hall J, Gilligan A, Schimmel T, Cecchi M, Cohen

J.: The origin, effects and control of air pollution in
laboratories used for human embryo culture. Hum
Reprod 1998;13 Suppl 4:146-55.

. Whyte W.: Cleanroon design. Second ed: John Wiley

& Sons, 1999.

. Racowsky C, Jackson, K.V., Nureddin A, de los

Santos, M.J., Kelley, J.R., Pan Y.: Carbon-activated
air filtration results in reduced spontaneous abortion
rates following IVF. 11th World Congress on In Vitro
Fertilization and Human Reproductive Genetics.
Sydney, Australia, 1999.

. Ungvary G, Tatrai E.: On the embryotoxic effects of

benzene and its alkyl derivativesin mice, rats and rab-
bits. Arch Toxicol Suppl 1985;8:425-30.

. Backer LC, Egeland GM, Ashley DL, et al.:

Exposure to regular gasoline and ethanol oxyfuel du-
ring refueling in Alaska. Environ Health Perspect
1997;105:850-5.

Diez U, Kroessner T, Rehwagen M, et al.: Effects of
indoor painting and smoking on airway symptoms in
atopy risk children in the first year of life results of the
LARS-study. Leipzig Allergy High-Risk Children
Study. Int JHyg Environ Health 2000;203:23-8.
Cohen AJ, Pope CA, 3rd, Speizer FE.: Ambient air
pollution as arisk factor for lung cancer. Salud
Publica Mex 1997;39:346-55.

Hudak A, Ungvary G.: Embryotoxic effects of benze-
ne and its methyl derivatives: toluene, xylene.
Toxicology 1978;11:55-63.

Ono A, Sekita K, Ogawa Y, et al.: Reproductive and

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

developmental toxicity studies of toluene. Il. Effects
of inhalation exposure on fertility in rats. J Environ
Pathol Toxicol Oncol 1996;15:9-20.
Boone WR, Johnson JE, Locke AJ, Crane MMt,
Price TM.: Control of air quality in an assisted repro-
ductive technology laboratory. Fertil Steril
1999;71:150-4.
Tsutsui T, Hayashi N, Maizumi H, Huff J, Barrett
JC.: Benzene-, catechol-, hydroquinone- and phenol-
induced cell transformation, gene mutations, chromo-
some aberrations, aneuploidy, sister chromatid exchan-
ges and unscheduled DNA synthesisin Syrian hamster
embryo cells. Mutat Res 1997;373:113-23.

Brown SK.: Chamber assessment of formaldehyde
and VOC emissions from wood-based panels. Indoor
Air 1999;9:209-15.

Fleetham JA, Pattinson HA, Mortimer D.: The
mouse embryo culture system: improving the sensiti-
vity for use as a quality control assay for human in vi-
tro fertilization. Fertil Steril 1993;59:192-6.

Montoro L, Subias E, Young P, Baccaro M,
Swanson J, Sueldo C.: Detection of endotoxin in hu-
man in vitro fertilization by the zona-free mouse
embryo assay. Fertil Steril 1990;54:109-12.
Fleming TP, Pratt HP, Braude PR.: The use of mou-
se preimplantation embryos for quality control of cul-
ture reagents in human in vitro fertilization programs:
acautionary note. Fertil Steril 1987;47:858-60.

Bavister BD, Andrews JC.: A rapid sperm motility
bioassay procedure for quality-control testing of water
and culture media. J In Vitro Fert Embryo Transf
1988;5:67-75.

Rinehart JS, Bavister BD, Gerrity M.: Quality con-
trol in the in vitro fertilization laboratory: comparison
of bioassay systems for water quality. J In Vitro Fert
Embryo Transf 1988;5:335-42.

Critchlow JD, Matson PL, Newman MC, Horne G,
Troup SA, Lieberman BA.: Quality control in an in-
vitro fertilization laboratory: use of human sperm sur-
vival studies. Hum Reprod 1989;4:545-9.

Claassens OE, Wehr JB, Harrison KL.: Optimizing
sensitivity of the human sperm motility assay for embr-
yo toxicity testing. Hum Reprod 2000;15:1586-91.
Quinn P, Warnes GM, Kerin JF, Kirby C.: Culture
factorsin relation to the success of human in vitro fer-
tilization and embryo transfer. Fertil Steril
1984,41:202-9.
van den Bergh M, Baszo |, Biramane J, Bertrand E,
Devreker F, Englert Y.: Quality control in IVF with
mouse bioassays: a four years' experience. J Assist
Reprod Genet 1996;13:733-8.

Leveille MC, Carnegie J, Tanphaichitr N.: Effects
of human sera and human serum albumin on mouse
embryo culture. J Assist Reprod Genet 1992;9:45-52.

24 Congreso Nacional SEF

43




27. McLendon WW.: The American Fertility Society-
College of American Pathologists Collaborative
Program for Accreditation of In Vitro Fertilization
Embryo Laboratories. Building bridges to enhance pa-
tient care. Arch Pathol Lab Med 1992;116:317-8.

28. Visscher RD.: Partners in pursuit of excellence.
Development of an embryo laboratory accreditation
program. Arch Pathol Lab Med 1992;116:318-9.

29.

30.

Wikland M, Sjoblom C.: The application of quality
systems in ART programs. Mol Cell Endocrinol
2000;166:3-7.

Gianaroli L, Plachot M, van Kooij R, et al.: ESHRE
guidelines for good practice in IVF laboratories.
Committee of the Special Interest Group on Embryology
of the European Society of Human Reproduction and
Embryology. Hum Reprod 2000;15:2241-6.

24 Congreso Nacional SEF




REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Ponencia

Criopreservacion de esper matozoides en situaciones limite
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Laboratorio de Andrologiay Embriologia. Fundacié Puigvert, Barcelona

INTRODUCCION

La criopreservacion de semen se empez6 a reali-
zar en lamayoria de centros de reproduccion asistida
con el propésito inicial de garantizar la seguridad
microbioldgicay virolégica de |os especimenes de
semen procedente de donantes, permitiendo la reali-
zacion de estudios serol égicos tras periodos prolon-
gados de cuarentena. Sin embargo, la metodologia y
la infraestructura desarrollada abri6 |a puerta a la
criopreservacion preventiva de semen (CPS) o auto-
conservacion en hombres jévenes que precisaban de
tratamientos agresivos basados en farmacos citostati -
cos y/o radioterapia, con alta toxicidad gonadal.
Durante las tltimas dos décadas diversos bancos de
semen han acumulado experiencia en el manejo de
estos pacientes (Kelleher y cols., 2001; Lass y cols.,
2001). En combinacién con el perfeccionamiento de
las técnicas de reproduccion asistida que paralela-
mente ha tenido lugar, los gametos de estos pacien-
tes, criopreservados preventivamente, pueden ser uti-
lizados afios més tarde para conseguir descendencia,
con resultados similares a los de otras causas de este-
rilidad (Mahadevan y cols., 1983; Padron y cols.,
1997; Bassas y cols., 2000). Esta conjuncion ha faci-
litado una progresiva ampliacion de la procedencia
de los gametosy las indicaciones a tratar.

En pacientes afectos de esterilidad conyugal, los
espermatozoides obtenidos por métodos quirlrgicos
en el conducto deferente, el epididimo o el testiculo
pueden ser criopreservados con éxito en azoosper-
mias obstructivas, y también en muchos casos de le-
siOn secretora testicular.

Aunque la evolucién de la criobiologia ha conse-
guido establecer procedimientos razonablemente efi-
caces para la criopreservacion de espermatozoides,
los efectos de la congelacion y la descongelacion to-

davia son letales para el 35-50% de las células que
sufren este proceso. Las células supervivientes pue-
den sufrir lesiones estructurales y cambios metabdli-
cos que limitan su funcidén biologica (Alvarez y
Storey, 1993). Por otra parte, la propia naturaleza de
las enfermedades que sufren los hombres candidatos
a CPS, y a veces |os tratamientos recibidos previa-
mente, deterioran gravemente la espermatogénesis.
Finalmente, diversos aspectos derivados de la CPS
plantean problemas clinicos, éticos 'y legales de con-
siderable entidad. Es razonable por tanto que el pro-
fesional en contacto con estas situaciones se pregun-
te si existen limites en la congelacién de
espermatozoides, y en su caso cuales son.

MANEJO CLINICO Y METODOS
DISPONIBLES

Tumores malignosy enfermedades graves

Las indicaciones potenciales para la CPS son
aquellas enfermedades graves que afectan mas fre-
cuentemente a hombres jovenes y a adolescentes.
Los tumores testiculares malignos y los linfomas
constituyen el 30% y el 20% de las indicaciones, res-
pectivamente (Bassas y cols., 2000; Kelleher y cols,
2001),. A cierta distancia le siguen las alteraciones
urolégicas, leucemias y los tumores sarcomatosos (5-
10% para cada diagnostico). Un tercer grupo esta
constituido por enfermedades inflamatorias, colage-
nosis, insuficiencia renal croénica, y otros tumores
menos frecuentes en este grupo de edad. El deseo de
conservar semen antes de someterse a anticoncep-
cion definitiva (vasectomia) puede considerarse una
indicacion electiva a tener en cuenta, aunque con cla-
ratendencia ala baja durante los Ultimos afios.

Ninguna de | as entidades mencionadas debe consi-
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derase a priori como excluyente para la CPS
(Naysmith y cols., 1998). De todos modos, |a perspec-
tiva de un tratamiento altamente toxico, como la com-
binacion de radioterapiay quimioterapia para trasplan-
te de médula 6sea, la procabazina, las mostazas
nitrogenadas, o |la radioterapia aislada a dosis totales
superiores a 40 Gy refuerzan la conveniencia de la
CPS. Al contrario, |as pautas de quimioterapia preven-
tiva basadas en cisplatino o carboplatino que se dan en
tumores testiculares localizados, suelen presentar una
buena recuperacion de la espermatogénesis, tras un pe-
riodo de oligozoospermia 0 azoospermia transitoria
(Tabla 1). A pesar de los efectos conocidos de los dis-
tintos regimenes terapéuticos, no es posible pronosti-
car €l riesgo individual de quedar azoospérmico con
suficiente fiabilidad. La variabilidad en el grado de le-
sion testicular permanente esta relacionada con la afec-
tacion producida por la propia enfermedad de base, y
también con la susceptibilidad individual de los pa-
cientes. Por este motivo se aconseja proceder ala CPS
incluso cuando €l riesgo es relativamente bajo.

Resulta altamente recomendable realizar el proce-
so de CPS en un programa de atencion clinica inte-
gral (Kelleher y cols., 2001; Lassy cols., 2001). Los
objetivos generales de dicho programa son la evalua-
cion androlégica, la informacion, el seguimiento y €l
asesoramiento y eventual tratamiento reproductivo.
Debe empezar con la anamnesis general y especifica
sobre fertilidad. Es especialmente importante detallar
la informacion disponible sobre la enfermedad que
motiva la solicitud de CPS, asi como €l plan de trata-
miento inmediato previsto. La administracién de tan-
das de quimioterapia o radioterapia recibidas durante
los meses anteriores puede condicionar la idoneidad
de la congelacion, puesto que se asocian a empeora-
miento severo de la calidad seminal y alesiones cro-
mosomicas. La exploracion fisica debe incluir 1a me-
dicion del volumen y la consistencia testicular. Hay
que realizar andlisis de antigeno de superficie de he-
patitis B, y anticuerpos para hepatitis C, VIH y CMV.
L os especimenes congelados deberdn mantenerse en
cuarentena hasta comprobar de nuevo la negatividad

Tabla 1l
Parametros seminales previos a la CPSy recuperacion después del tratamiento*

Grupo diagnosticor I I 11 v V
Pacientes [n] 8 14 2 17 11
Edad d realizar laCPS 25,3 26,9 31 26,1 25,7
[afios] (20-32) (22-40) (29-33) (17-46) (13-35)
Espermatozoides por eyaculado 134,6 129,5 17,7 129,7 77
en semen basal [millones] (13,5-455) (0-800) (3,5-32) (3-480) (0,05-390)
Movilidad progresiva 50,7 22 60 32,4 25,4
en semen basal [%)] (36-59) (0-54) (52-68) (14-61) (0-70)
Motilidad progresiva 18,5 94 11 18,5 10,9
Criosupervivencia [%)] (9-26) (0-23) (0-22) (2-50) (0-23)
Tiempo desde CPS hasta 4 32 1 4.2 2,4
reeval uacion [afios] (1-12) (1-8) (2-9) (1-8)
Espermatozoides por eyaculado 314 102,9 1425 82,8 62,1
en lareevaluacion [millones) (0-210) (0,1-480)  (90-195) (0-360) (0-213)
Movilidad progresivaen la 25,8 36,2 50,5 43 30,7
reeval uacion [%0] (0-60) (0-70) (21-80) (0-65) (0-61)
Variacion absoluta del nimero de -38,1 35,9 53 417 -11,5
gametos con motilidad progresiva
por eyaculado [millones] (-102-1,8) (0-152) (34-72) (-24,5-108) (-167-61)
* Media (rango)
r 1. Tumores testiculares malignos (linfadenectomia + quimioterapia)

I1.  Tumores testiculares malignos (quimioterapia)

I11.  Tumores de células de Leydig (orquiectomia)

IV. Linfomas (quimioterapia + radioterapia)

V.  Grupo mixto: Leucemias (3), Carcinoma papilar tiroides + linfoma (1), sarcoma (1),
cervicotomias (2), IRC (1), astrocitoma (1), aplasia medular (1), seminoma + leucemia mieloide aguda (1)
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de la serologia infecciosa. La informacion es un as-
pecto esencial en la atencion de los pacientes candi-
datos a CPS. Teniendo en cuenta que en la actualidad
el coste del mantenimiento del semen congelado re-
cae sobre los propios pacientes, deben quedar claras
cudles son las expectativas de fertilidad para el futu-
ro, considerando de forma individual el riesgo de es-
terilidad.

Recuperacion de la esper matogénesis

La recuperacion de la produccién espermatica de-
pende primariamente del tipo de régimen terapéutico
recibido, y secundariamente de la indicacion o pato-
logia que presentan los pacientes (Howell y Shalet,
2001). Por esta razon se ofrecera un seguimiento cli-
nico tras la congelacion de semen, preferentemente
después de haber completado |a fase de tratamiento.
En esta visita se puede evaluar la recuperacion semi-
nal, decidir si procede continuar con el mantenimien-
to del semen congelado, y realizar un asesoramiento
reproductivo, en una situacién menos angustiosa para
el paciente. El plazo de tiempo que debe transcurrir
para dicha evaluacion dependera del tipo de trata-
miento recibido (mayor cuanto més agresivo), de la
remision del proceso de base y de los resultados se-
minales previos a la congelacién. En general se reco-
mienda esperar al menos un afo desde el final de la
terapia, y dos afos si el paciente es joveny no se
plantea la procreacion en breve.

Pacientes estériles con azoosper mia

En pacientes estériles con azoospermia idiopatica
en los que esta indicada una biopsia testicular para
diagnéstico histolégico y/o estudio de cromosomas
mei 6ticos, debe considerarse la obtencion de pulpa
testicular adicional para extraccion y, en su caso con-
gelacion, de espermatozoides (Buch y cols., 1994;
Chany cols., 1995; Qates y cols., 1997). Sin embar-
go, larealizacién de tal maniobra no es siempre obli-
gada. ni debe realizarse automéaticamente. Hay que
tener en cuenta, en primer lugar, que los resultados de
las técnicas de reproduccion asistida son inferiores
con material criopreservado, si se consideran series
grandes de pacientes. Ademas, la congelacion de es-
permatozoides testiculares no esta exenta de conse-
cuencias asistenciales, puesto que introduce un ele-
mento de presién en la eleccién terapéutica de las
parejas estériles. En ciertos casos de riesgo genético,
y en otras circunstancias en las que una pareja esta
indecisa acerca de la mejor opcion de paternidad, es
aconsejable no alterar el proceso de decision con una

extraccion espermética no solicitada expresamente.
L os sujetos en los que ya se conoce |la naturaleza obs-
tructiva de una azoospermia, se beneficiaran prefe-
rentemente de una primera extraccion testicular si-
multanea a la ICSI. Los pacientes azoospérmicos en
los que se sospecha una lesion primaria testicular pre-
sentan mayor dificultad. En general las mayoria de
expertos se inclinan por el beneficio informativo y
prondstico que aporta la realizacion de una biopsia
con extraccion espermatica, con criopreservacion si
se encuentran suficientes gametos. Un resultado ne-
gativo en el intento de extraccion espermatica testicu-
lar, junto con un dictamen histol6gico que confirme
una lesion tubular severa, comporta un mal pronésti-
CO en sucesivos intentos. Si a pesar de ello se tomala
decisién de realizar un nuevo intento de extraccién
testicular, las mejores opciones pasan por una biopsia
acielo abierto ampliada, o bien multiples biopsias en
distintas regiones testiculares.

Evaluacion esperméatica

El estudio de las caracteristicas seminales en los
especimenes que se pretenden congelar aportard in-
formacion para el futuro, en el caso que deban usarse
como reserva de fertilidad. Especialmente importante
es la estimacion de la capacidad fecundante y €l tipo
de TRA resulta més adecuado en funcion de las ca-
racteristicas de los gametos congelados. Para ello,
hay que realizar un seminograma citomorfol 6gico
completo siguiendo las directrices de OMS (WHO,
1999). Si la movilidad espermatica esta disminuida
deberd hacerse un estudio de la integridad de mem-
branas de |a cabeza con el método de exclusion de
eosing, y del flagelo mediante la prueba de endésmo-
sis inducida (HOS). De este modo se determina con
mayor precision la vitalidad de los espermatozoides
antes de la congelacion, lo cual servira de referencia
para el momento de la descongelacion. Se pueden
concentrar 10s espermatozoides en caso necesario me-
diante centrifugacion, aunque esto también aumenta
lacantidad de célulasy detritus. La aplicacion de mé-
todos de seleccion espermatica es poco Util para me-
jorar la calidad del espécimen a congelar.

Congelacion

La congelacion de espermatozoides requiere de la
adicion previa de un medio crioprotector (Tabla 2).
Todos |los productos estan basados en glicerol a una
concentracion final entreel 6y el 7,5% (Nijsy
Ombelet, 2001) més otros productos con accion tam-
pon. Las formulaciones clasicas contenian yema de
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Tabla 2
Principal es medios crioprotectores para esper matozoides

glycerol+ TEST-yolk HSPM
yema + citrato

Gliceral (% v/v) 75 6 75

Yema de huevo (% v/v) 10 10 —

Tampdn bipolar — TRIS (3mM) + HEPES

TES (7 mM) (20 mM)

Citrato (% v/v) 0,6 0,6 —

Glicina (% v/v) 0,5 — 0,5

Otros productos glucosa fructosa tyrode

modificado

Antibidticos penicilina penicilina kanamicina
estreptomicina estreptomicina

Proporcion medio:semen 111012 11 11

huevo, aunque Mahadevan y Trounson (1983) propu-
sieron un medio basado en una solucién de Tyrode
modificada, con glicerol y glicina, y tamponada con
HEPES. Sin embargo, es posible que la presencia de
yema de huevo tenga ventajas para la proteccion de
las membranas celulares, especialmente en |os espe-
cimenes seminales de baja calidad y en gametos in-
maduros, como |os que se encuentran en testiculo
(Hallak y cols., 2000). Se ha descrito también que la
adicion de ciertas substancias, como la pentoxifilina,
0 un derivado de la fosfatidilcolina, el factor activa-
dor de las plaguetas (PAF) incrementan la movilidad
espermética tras la congelacion. Esto resulta especial -
mente Util en €l caso de gametos con muy baja movi-
lidad (Alvarez y Storey, 1993).

El proceso de congelacién debe facilitar la entrada
del crioprotector y una deshidratacion celular progre-
siva para inhibir la formacion de cristales intracelula-
res. Esto se consigue enfriando la mezcla a un ritmo
controlado. Entre los diferentes sistemas usados habi-
tualmente, el método manual en vapor de nitrégeno
liquido es el utilizado mas a menudo en los bancos de
semen. Los congeladores bioldgicos programables
consiguen un mejor control de la cinética de la con-
gelacion, aunque no se ha conseguido demostrar que
sean superiores al método manual (Yiny Seibel,
1999). En general, y a pesar de que existen importan-
tes diferencias interindividuales, la criosupervivencia
relativa suele ser parecida en muestras de variada ca-
lidad. Por este motivo, la mejor forma de evaluar el
grado de lesién inducida por la congelacion es reser-
var una pequefia alicuota para la descongelacion. La
concentracién de espermatozoides que han sobrevivi-
do y presentan movilidad puede usarse como indice

de la calidad que encontraremos, y determinara la
€eleccion de la técnica de reproduccion.

Laforma de realizar |a descongelacion debe ser
consistente con el método empleado para la congela-
cion. Cuando la velocidad de enfriamiento ha sido ra-
pida, la descongel acion también se practicara a un rit-
mo de calentamiento rapido. Esto se consigue
colocando los viales o pajuelas en un bafio a 37° C
durante unos minutos.

LIMITESEN FUNCION DE LAS
CARACTERISTICASSEMINALES

Semen

Diversas patologias para las que la CPS esta indi-
cada se acompariian de alteraciones seminales antes
incluso del inicio de cualquier tratamiento (Tabla 1).
Las caracteristicas seminales minimas que se consi-
deran necesarias para que sea factible la CPS han va-
riado considerablemente a la baja desde la introduc-
cion de laICSI. A mediados de |os afios ochenta,
cuando se iniciaron los programas de autoconserva-
cion de semen en nuestra Institucion y en otros cen-
tros, se consideraba que la criosupervivencia debia
Ilegar a un millon de espermatozoides moviles por
mL para para que la CPS fuera rentable. En la actua-
lidad, las Unicas limitaciones absolutas son la azoos-
permia o la ausencia total de movilidad en el momen-
to de plantear la conservacion. Sin embargo, cuando
se encuentran menos de 10.000 gametos moviles por
mL puede cuestionarse la rentabilidad clinica de la
CPS (Hallak y cols., 2000b). Algunos grupos no con-
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sideran que la ausencia de movilidad deba ser un mo-
tivo necesario de exclusion, porque es posible que en
el futuro se perfeccionen todavia més las TRA, y se
desarrollen nuevos métodos para evaluar la funciona-
lidad de los gametos. En la actualidad, las técnicas
disponibles para evaluar de la viabilidad celular (eo-
sina, HOS) son buenos indicadores prondsticos en ca-
sos de astenozoospermia extrema.

El nimero minimo de dosis a congelar depende
habitualmente del volumen seminal y de la disposi-
cion del paciente para realizar varias donaciones.
También se reducird el nUmero de dosis si es necesa-
rio concentrar la muestra. Por otra parte, aunque las
garantias de futura gestacion son mayores a congelar
muchos viales 0 pajuelas, diversas consideraciones
préacticas aconsejan limitar el nUmero maximo.
Nuestro criterio es que un maximo de 15 viales por
paciente son una reserva suficiente en la mayoria de
los casos. Para un paciente oncol6gico con una cali-
dad aceptable, esto supondré la posibilidad de reali-
zar varios ciclos de inseminacion conyugal y de fe-
cundacion in vitro.

Testiculo

L os pacientes azoospérmicos en |os que se plantea
una recuperacion espermética quirlrgica (REQ) cons-
tituyen una entidad claramente diferenciada de |os su-
jetos oncoldgicos. Por las caracteristicas de los game-
tos que se encuentran en la via seminal y en el
testiculo, y teniendo en cuenta que los resultados ob-
tenidos mediante ICSI, puede ser suficiente obtener
uNOS POCOoS espermatozoides para conseguir gestacion
en la mayoria de los casos. Las azoospermias obs-
tructivas no suelen plantear problemas en este senti-
do, y tanto la REQ como la congelacidn son casi

siempre factibles. Los espermatozoides procedentes
del deferente, el epididimo y el testiculo muestran
una criosupervivencia relativa similar (medida con
tinciones ultravitales) aunque la pérdida de la motili-
dad es mas aparente en €l deferentey el epididimo. El
empleo del test HOS identifica mas espermatozoides
vivos que lamotilidad, y no esta claro si los esperma-
tozoides inmoviles pero HOS positivos conservan
buena capacidad fecundante (Bachtell y cols., 1999).
En casos de azoospermia no obstructiva con grave
alteracion tubular, la identificacion de incluso algu-
nos espermatozoides puede ser una labor extremada-
mente dificil y laboriosa. Habitual mente existe una
excelente correlacion entre el patron histol dgico en-
contrado y el nimero de gametos recuperados (Tabla
3). Las lesiones destructivas graves, con aplasia ger-
minal completay esclerosis tubular masiva son los
gue comportan mayor dificultad. El éxito en estos ca-
sos dependeréa de la existencia de pequefios focos en
los que se conserven algunos tubulos con espermato-
génesis residual. La estrategia debera basarse en la
obtencion de una mayor cantidad total de pulpa testi-
cular, extraida en una o varias zonas del testiculo, y
en un prolongado tiempo de busqueda. Si la concen-
tracion de una muestra es de 1000 espermatozoides
por mL, con una movilidad del 10%, sera necesario
emplear una hora aproximadamente para encontrar un
espermatozoide maévil en el momento de realizar la
ICSI, asumiendo un tiempo de 5 minutos por cada
microlitro de material analizado. Si se opta por utili-
zar material criopreservado con estas caracteristicas,
el tiempo necesario podria incrementarse considera-
blemente. Cohen y cols. (1997) describieron un méto-
do de ubicar los espermatozoides obtenidos en estos
casos mediante su encapsulacion en zonas pellcidas
de raton, hamster o humano antes de la congelacion.

Tabla 3
Variables clinicas y espermaticas en recuperacion espermatica quirirgica*

Diagnostico N Espermatozoides Motilidad FSH REQ
Histologico totales [millones] [9%] [U/L] positiva [%]
Normalidad

(Obstruccion) 24 13+11 41+38 46+32 100
Hipoespermatogénesis

Atrofiamixta 11 0,3+0,3 28+16 6,4+ 0,27 100
Bloqueo severo 9 0,05+ 0,03 215+24 106+ 7,8 100
espermatocito primario

Aplasiagerminal 4 0 0 18,2+ 9,5 0

* media+ DE
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De este modo consiguieron recuperar més facilmente
la mayoria de los espermatozoides previamente con-
gelados, con buenas tasas de fecundacion. De todos
modos, no ha habido publicaciones posteriores utili-
zando de este procedimiento, y no parece que esta
técnica sea empleda por otros grupos.

LIMITESPOR LAS CARACTERISTICAS
DEL SUJETO

Situacion clinica

Seguin nuestra experiencia, las enfermedades mas
frecuentes en la indicacion de CPS (tumores testicu-
lares malignos y linfoma de Hodgkin) se acomparian
de una moderada reduccion de la calidad seminal. En
la enfermedad de Hodgkin no existe relacién entre el
estadio clinico y la calidad seminal (Agarwal, 2000).
En los tumores testiculares malignos se puede demo-
rar la CPS hasta después de realizar la orquiectomiay
determinacion del estadio, sin que por ello se resienta
la calidad seminal (Silbert y cols., 1999). El semino-
grama suele estar més severamente afectado en leuce-
mias, que habitualmente cursan con una importante
repercusion sistémica. Los tumores de células de
Leydig también presentan oligoastenozoospermia se-
vera, a causa de la actividad hormonal del propio tu-
mor. Afortunadamente la mayoria de estos tumores
son benignos, por 1o que se suele ver una recupera-
cion seminal después de la cirugia.

Edad

En nifios y adolescentes la CPS comporta especia-
les dificultades. Obviamente, el grado de maduracion
sométicay el estadio puberal alcanzado condicionan
la posibilidad de producir semen por masturbacion, y
de obtener espermatozoides. Pero ademas, la infor-
macion y obtencidn de consentimiento en tales casos
es un tema delicado y poco sistematizado. Existen di-
ficultades para hacer compatible la conveniencia de
preservar la fertilidad en jévenes con la necesidad de
No gjercer una excesiva presion, afin de no crear con-
flictos psicolgicos. El asesoramiento deberia ser ca-
paz de hacer comprender al interesado las implicacio-
nes que se derivan del hecho de congelar semen
(Bahadur y cols., 2001). El papel de los padres debe-
riafacilitar el intercambio de informacion entre el jo-
ven y los facultativos, ayudando a estos en la labor de
transmision y asimilacién. Sin embargo, a menudo
los padres estan mas preocupados por las consecuen-
cias generativas del proceso que €l propio interesado,

y también ellos pueden requerir un cierto esfuerzo de
contencion.

Se ha descrito la aplicacion de electroeyaculacion
como alternativa a la masturbacion en adolescentes
en este tipo de situaciones. De este modo se obtienen
especimenes de baja calidad en general (Howay y
cols., 2001), pero siempre en numero superior ala
biopsia testicular. La biopsia testicular es un procedi-
miento reservado a conservar células germinales no
diferenciadas (espermatogonias) en nifios que no han
iniciado |a pubertad ni la espermatogénesis, con el
proposito de conseguir una maduracion in vitro en fu-
turo, confiando en los previsibles avances de la biolo-
gia. En ningln caso debe considerarse una forma de
criopreservacion rutinaria.

Fallecimiento

A pesar de que la reproduccion post-mortem no
est4 relacionada directamente con el tratamiento de la
esterilidad, la legislacién espafiola dedica alguna
atencién aregular el uso del material reproductivo
masculino en caso de que se produzca el fallecimien-
to del varon después la criopreservacion. El principal
requerimiento para el uso de espermatozoides post-
mortem es la necesidad de contar con el consenti-
miento expreso del hombre, en forma de escritura pu-
blica o testamento (Ley 35/1988, Art. 9). La
receptora de los gametos sera la esposa del fallecido,
aunque puede usarse para fecundacion en otra mujer
distinta si tal extremo se hiciera constar en el consen-
timiento (RD 423/96, Art. 7.2). Esta necesidad cons-
tituye la principal limitacion para el uso del semen
criopreservado. La otra limitacién se refiere ala ne-
cesidad de usar los espermatozoides dentro de los 6
meses siguientes al fallecimiento. Entre los pacientes
que realizan CPS es conveniente plantear explicita-
mente la posibilidad de cumplimentar un documento
de estas caracteristicas. Ciertamente se trata de una
labor delicada, que debe hacerse con suma cautela,
aungue solo en algunos pocos casos se |lega a hacer
efectiva la procreacién mediante estos gametos
(Kelleher et al, 2001).

Puesto que la obtencion de un documento de Ulti-
mas voluntades de acuerdo con la ley requiere una
considerable prevision por parte del potencial usua-
rio, es posible encontrar situaciones en las que se
planteen dudas. En tales casos |la decision de autori-
zar el uso de los gametos debera ser tomada por un
juez. Existe jurisprudencia en nuestro pais en que se
podria aceptar como documento publico a un formu-
lario de consentimiento para realizar técnicas de re-
produccion asistida (Ochoay cols., 2001).
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Mas dificil de aceptar resulta la peticién de crio-
preservacion hecha por la familia (padres, novia, es-
posa) de un hombre en situacién critica o muerte cli-
nica (Finnerty y cols., 2001). En estos casos se afiade
la complejidad de la premura en el tiempo, y la falta
de experiencia de los servicios que atienden a estos
pacientes. Durante los Ultimos 4 afios hemos recibido
consultas o solicitud de informacion en 6 casos, todos
ellos procedentes de servicios urgencias o unidades
de cuidados intensivos. En dos ocasiones se llegé a
solicitar permiso judicial, siempre con resolucion ne-
gativa por falta de la correspondiente autorizacion.

En caso de fallecimiento, |os gametos pueden ser
extraidos varias horas después de la parada cardiaca
manteniendo la capacidad para generar embriones y
gestacion (Check y coals., 1999). El método mas ade-
cuado es la epididimectomia o la orquiectomia, con
posterior tratamiento de la pieza para extraccion testi-
cular convencional.

Otraslimitaciones

L os aspectos econdmicos pueden constituir unali-
mitacion considerable para la conservacién de semen.
Puesto que en la actualidad los costes de manteni-
miento no son asumidos por los servicios de salud
publica de las distintas comunidades, es el propio in-
teresado el que debera asumir los gastos, que pueden
ser de 200 a 340 g anuales.

La actitud de los facultativos responsables de los
pacientes posibles candidatos a CPS (oncélogos, he-
mato6logos) todavia muestra que los protocolos de
manejo no siempre contemplan esta posibilidad. En
una encuesta realizada en EEUU (Zapzalka y cols.,
1999), los propios especialistas en oncologia indica-
ron gue a menudo eran los pacientes quienes inicial-
mente planteaban la posibilidad de autoconservacion
de semen. Pocos médicos conocian las posibilidades
y los resultados de la ICSl.

LIMITESEN LA UTILIZACION DE
ESPERMATOZOIDES

Pérdida de seguimiento

La utilizacion de los especimenes congelados pre-
ventivamente suele ser baja en la mayoria de las se-
ries publicadas. S6lo un 7% de los hombres (9% de
los supervivientes) demandaron la utilizacién de
muestras previamente congeladas tras un periodo me-
dio de 3 afios (Kelleher y cols., 2001). Estos bajos
porcentajes se confirman en otras series (Lass y cols.,

2001), y parecen obedecer a varias razones. Por una
parte, muchos de |os pacientes recuperan parcial o to-
talmente su capacidad espermatogénica. Sin embargo,
es frecuente que |os propios interesados dejen de acu-
dir alos controles propuestos, y se pierda el segui-
miento de su situacion.

Riesgo genético

Las consecuencias genéticas de |os tratamientos
con citostéticos y radioterapia no parecen ser perma-
nentes. Los datos epidemiol dgicos disponibles indi-
can que después de uno o dos afos no existe riesgo
genotoxico significativo. Existe limitada experiencia
en la utilizacion de espermatozoides obtenidos poco
después de la aplicacion de quimioterapia en pacien-
tes que previamente no habian conservado semen. En
una pequefia serie de 10 sujetos, la recuperacion qui-
rurgica de espermatozoides fue posible en el 40% de
ellos, consiguiéndose algunas gestaciones sin eviden-
cia de anomalias (Tournaye, 2000). De todos modos,
siempre que sea posible se intentara realizar la CPS
antes del inicio de cualquier tratamiento, y en todo
caso después de haber transcurrido al menos 6 meses
desde su finalizacion.

Almacenamiento

El riesgo potencial de fallos en el sistema de crio-
conservacion, que pueda ocasionar oscilaciones de la
temperatura en los contenedores, esta directamente
relacionado con el tiempo de almacenamiento
(Carrell, 1996). A este respecto, hay que sefialar que
la mayoria de los bancos de semen utilizan sistemas
rudimentarios de control, que no siempre garantizan
gue los especimenes permanezcan en la fase liquida
del nitrégeno, ni estan provistos de sistemas de con-
trol de nivel ni alarmas. La Unica medida de seguri-
dad que se menciona en la legislacion es un sistema
de proteccién contra robo (Real Decreto 413/1996,
Art. 11.3). Otros riesgos relacionados con el tiempo
de almacenamiento son la contaminacion cruzada de
los especimenes por agentes infecciosos procedentes
de otras muestras, especialmente si se rompen las pa-
juelas que los contienen. A este respecto se aconseja
mantener en cuarentena las muestras hasta conocer
los resultados de la serologia de control. Una posible
alternativa, de la que no se tiene experiencia suficien-
te, seria conservar los espermatozoides en contenedo-
res en fase de vapor.

Tiempo de congelacion

El efecto especifico del tiempo de almacenamien-
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to depende de la temperatura a la que se conservan
las células. Diversos estudios han mostrado que la
temperatura del nitrégeno liquido (-196 °C) es la més
adecuada para minimizar efectos deletéreos sobre la
viabilidad a largo plazo. Todas las reacciones quimi-
cas se paralizan a esta temperatura, por lo que la ma-
quinaria celular queda en estado quiescente de forma
indefinida. Los Unicos fendbmenos conocidos que se
pueden producir a dichas temperaturas son la movili-
dad de protones, sin trascendencia bioldgica, los efec-
tos de la radiacion césmica, y la radiacion local o in-
terna, debida a la presencia de isotopos radiactivos
(C14) presentes en el materia bioldgico, que podrian
lesionar el material genético. Estos efectos se ven re-
ducidos por la influencia de la baja temperatura, por
la accion radioprotectora de los crioconservantes co-
mo el glicerol, y por larelativa inaccesibilidad del
ADN, muy condensado en los espermatozoides. Los
estudios realizados no muestran alteraciones cromo-
sdmicas tras la criopreservacion (Chernos y Martin,
1989). A partir de estos supuestos, se ha calculado
que los espermatozoides podrian conservarse durante
muchos afios sin riesgo apreciable de mutaciones
(Ashwood-Smith, 1977; Schneider, 1986). Los estu-
dios experimentales realizados en semen no muestran
reduccion de la movilidad tras 10 afios de congela-
cion (Sherman, 1972). Algunos autores han observa-
do incluso un incremento en la fecundabilidad del se-
men conservado durante 8 afios, en comparacion con
periodos menores de 2 afios (David, 1982).

La legislacion de algunos paises que han promul-
gado normas sobre esta materia no es homogénea. En
Inglaterra, la “Human Fertilisation and Embryology
Act” limita a cinco afios el periodo de conservacion
para espermatozoides (Schedule 2, Paragraph 2). La
legislacion francesa no menciona plazos para la con-
servacion de semen (Ley 94/654 de 1994, Art. 152.3).
Otros paises, como Dinamarca, Alemania, Suecia o
Noruega tampoco contemplan ninguna limitacion
temporal paralaconservacion de semen.

La legislacion espafiola limita el plazo de conser-
vacion de semen a cinco afios (Ley 35/1988, Art. 11).
Aungue no se mencionan las razones por las que se
establecié esta limitacion, es posible que los asesores
gue elaboraron el texto no tuvieran total certeza acer-
ca de la seguridad de la criopreservacion a largo pla-
z0. Ademas, €l texto legal estd pensado basicamente
para el semen procedentes de donantes anonimos. La
Comision Nacional de Reproduccién Humana
Asistida, en su primer informe (Ministerio de Sanidad
y Consumo, 1998) propuso la eliminacion de cual-
quier limite temporal en la CPS. A pesar de la limita-
cion legal existente, no se planteado ningln conflicto

en los centros que prolongan la conservacion mas alla
deloslimites legales.
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Vasco

En el tratamiento de |la pareja estéril, el empleo
de los recursos terapéuticos de la manera mas ade-
cuada es objeto de continuo debate. La principal difi-
cultad del abordaje de dicho problema es establecer
cual va a ser el objetivo de nuestro andlisis. En una
primera apreciacion pareceria evidente de que de lo
gue se trata es de obtener un recién nacido sano. Sin
embargo, hay determinados objetivos secundarios
que dificultan el andlisis: 1) que el hijo sea un hijo
genético de la pargja, 2) que sea producto de un em-
barazo simple, 3) que se consiga |0 mas rapido posi-
ble, con el menor coste y con el menor riesgo, 4) que
se cure la patologia subyacente, 5) que se consiga
mediante el coito, 6) que sea compatible con los
planteamientos éticos y psicoldgicos de |la pareja.
Finalmente para algunas parejas es importante cono-
cer la causa de su esterilidad y para otras saber que
se ha hecho todo lo posible por conseguir el embara-
zo, a pesar de que las posibilidades fueran muy redu-
cidas.

Por todo ello se entendera que la aplicacion de
unos criterios de racionalizacion difieran notable-
mente en virtud de cuales sean |os objetivos que se
consideren.

Por otra parte debe destacarse que los resultados
en reproduccién asistida son muy dispares entre los
diferentes centros. Asi en la estadistica de la Sociedad
Americana de Medicina Reproductiva algunos centros
tienen tasas de embarazo por ciclo triples que las de
otros (1). Las tasas de embarazo multiple también son
muy diferentes. Por ejemplo en la encuestade laESH-
RE la tasa de embarazo gemelar en algunos paises
fueron el doble que en otros, y la de triples casi 40
VECES superior en unos paises que en otros (2). Del
mismo modo, los costes son muy diferentes entre los

diferentes paises y sistemas (3), e incluso entre los di-
ferentes centros. Por ello muchas veces no es posible
extrapolar adecuadamente |os planteamientos terapéu-
ticos realizados en otros contextos al propio medio
asistencial. Finalmente no ha de olvidarse que los re-
sultados de las TRA se hallan en continua mejoria, por
lo que determinados célculos pueden resultar erréneos
alos pocos afios de su realizacion.

En el presente trabajo, en primer lugar haremos
referencia a una serie de publicaciones o meta-andli-
sis que abordan diferentes aspectos de la racionaliza-
cion terapéutica en medicina reproductiva.
Posteriormente consideraremos una serie de intentos
racionalizadores que hemos desarrollado en nuestro
grupo y que en nuestro medio se han revelado Utiles.

EXPERIENCIAS CONSOLIDADAS

1. Costes bésicos en reproduccion

Como se expone en las Tablas 1y 2, las diferen-
tes pruebas diagnosticas y |os distintos recursos tera-
péuticos tienen sus costes especificos, y los trata-
mientos ademas su especifica tasa de éxito (3-5).
Todo ello debe ser conocido, con especial referencia
a nuestro propio contexto para poder realizar una co-
rrecta utilizacion de | os recursos.

2. Conducta en laesterilidad de origen desconocido

Si bien la tasa de embarazo por ciclo es mas alta
si se hace FIV de entrada que si se hace IAC, desde
el punto de vista de la coste-efectividad es mas ade-
cuado readlizar inicialmente IAC ( Tabla3) (3y 5).
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Tabla1l
Distribucion y costes de los servicios de esterilidad en Gran

Bretafia.(Tomada deref 3y 4)

Servicio % de N° de Coste  Coste
pargjas  vaora por 100
quelo ciones parejas
requieren por (ptas)

pargja

Valoracion por

médico de familia 100 1,0 5.677  567.796

Consulta

por especidista 82 1,0 6.455  519.733

Visitas sucesivas

por especidista 82 1,0 2202  180.587

Andlisisdesemen 87 1,6 2356  204.972

Histerosal pin-

gografia 69 1,0 9566  660.033

Laparoscopia 63 10 93.369 5.882.225

Progesterona

plasmética 60 15 3654  219.225

Otros andlisis

hormonales 49 3,0 11.058 541.880

Biopsia

endometrial 34 12 8.626  293.322

Coste total 9.069.775

Tabla?2

Resultados y costes de las principales terapias reproductivas en
Gran Bretafia (en los tratamientos médicos y las técnicas de repro-
duccion asistida los resultados se expresan por ciclo).

Tabla 3
Resultados del analisis coste - efectividad para esterilidad de
origen desconocido ( Ref 3y 5)

IA- EO FIV (1a4ciclos)
Coste por
pareja (ptas) 413.173 556.245 - 1.192.179
N° embarazost  102,4 51,52 - 124,05
Coste por
embarazo (ptas) 968.103 2.591.339 - 2.306.510

Coste incremental

(ptas) D - 8.639.024

Los costes incluyen los test diagndsticos .

LalA-EO serefiere sempre a4 ciclos

Rangos en el FIV de 1-4 ciclos.

* N°total sobre nimero especifico de ciclos o periodo.

D = dominado

IA- EO : inseminacion artificial con estimulacion ovérica

(Tomada deref 3y 5)
Tipo de Tratamiento Tasamedia Coste esperado
esterilidad deembarazo  delos
(%) tratamientos
(ptas)

Ovulatoria  Bromocriptina 30 4.681

Cabergolina 30 10.246

Citrato de

clomifeno 14 926

Gonadotropinas 14 176.783

Diatermiaovarica

por laparoscopia 40 112.774

FIvV 26 371.916 - 451.042
Tubérica Cirugia 10-46 135.708 - 351.631

FIvV 15-25 451.663
Endometriésis  Cirugia 531 88.631 - 351.631

FIV 15-25 451.663 - 587.371
Masculina IAC+EO 15 122.905

IAD 75 69.826

IAD+EO 20 149.205

ICS 31 546.343
Origen IAC+EO 20 122.905
desconocido  FIV 24 451.663

(EO= estimulacion ovérica)

3. Tratamiento del varon alaluz dela medicina
basada en la evidencia

En los diferentes meta-analisis efectuados no se
ha demostrado la eficacia de ningln tratamiento mé-
dico o quirargico realizado sobre el varén estéril, ex-
cepciodn hecha del tratamiento con gonadotropinas del
hipogonadismo hipogonadotopo ( Tabla4) (6y 7)

4. Cirugiafrentea FIV en la endometriosisy el
factor tubarico

Como se advierte en las Tablas5y 6 laFIV es
mucho mas coste-efectiva que la cirugia en las for-
mas severas(3, 5).

EXPERIENCIAS DESARROLLADASEN
NUESTRA UNIDAD

1. El test FIV pre-1AC

La sistemética de actuacion en la |AC en nuestro
grupo inicialmente consistiaen larealizacion de 6 ci-
clos de IAC en estimulo gonadotropinico y monitori-
zacion endocrinologicay en las pargjas en las que no
se conseguia embarazo eran objeto de FIV. Dicha
metodologia es similar a la realizada por |a mayor
parte de los grupos dedicados a la reproduccion asis-
tida. Sin embargo, en nuestro centro hace tiempo que
advertimos como entre las pacientes que no consegui-
an embarazo tras 6 ciclos de IAC existia una impor-
tante tasa de fracasos de fertilizacion cuando poste-
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Tabla 4
Meta-andlisis del tratamiento de la infertilidad masculina (ref 6)

Procedimiento  NUmero Numero % Consecucion % Consecucion Odds Intervalos  Significacion Numero
de de casos de hijo de hijo ratio de estadistica quees
estudios en enno confianza necesario
tratados tratados tratar para
conseguir
un hijo (NNT)
Tratamiento
del varicocele 6 385 27,1 25,0 1,08 0,42-1,13 no 47,6
Androgenos 8 908 14,8 139 11 0,75-1,61 no 111
Bromocriptina 3 112 5,2 7 0,7 0,15-3,24 no PRCT
Clomifeno 5 423 15,4 12,5 1.26 0,99-1,56 no 345
Kalikreina 7 523 18,3 8,2 2,39 1,43-3,98 S 99
Inhibidores
delaACE 1 54 19,2 28,6 0,61 0,18-2.09 no PRCT
Gonadotropinas 3 223 145 10 1,45 0,78-2,70 no 22
Antibiéticos 4 187 114 6,1 1,87 0,70-4,46 no 19
Tratamiento
inmunol dgico 4 190 DND DND 2,02 0,88-4,61 no 190
Vitamina E 2 104 17,9 51 4,04 1,36-11,96 s 78
NNT: numero de pacientes que es necesario tratar
DND: datos no disponibles
PRCT: peores resultados con tratamiento

Tabla5
Resultados del andlisis coste - efectividad para el factor tubarico ( ref 3,5)
LEVE MODERADO SEVERO
CIRUGIA FIV (1a4 CIRUGIA FIV (1a4 CIRUGIA FIV (1a4
ciclos) ciclos) ciclos)

Coste por 240.382 556.245 210.663 526.526- 426.586 526.526-
pareja (ptas) 1.176.925 1.215.586 1.288.437
Ne 12,88 6,30- 5,46 7,56- 42 5,67-
embarazos* 14,96 19,09 15,23
Coste por 522.318 2.472.200 1.620.606 2.925.875 4.266.123 3.901.079-
embarazo — — — 3.552.341
(ptas) 2.203.151 2.674.184
Coste D- 6.319.101- 2.858.021
incremental 12.628.734 3.096.299 3.280.662
Los costes incluyen los test diagndsticos.
Rangosen el FIV de 1-4 ciclos.
* NO total sobre nimero especifico de ciclos o periodo.
D = dominado
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Tabla 6
Resultados del analisis coste - efectividad para la endometriosis ( ref 3,5)

LEVE MODERADA SEVERA
CIRUGIA FIV (1a4 CIRUGIA FIV (1a4 CIRUGIA FIV (1a4
ciclos) ciclos) ciclos)
Coste por 193.305 556.245 - 456.305 556.245 - 456.305 691.953 -
pareja (ptas) 1.176.925 1.245.042 1.453.864
N° 4,09 3,00-7,12 2,67 2,40 - 6,06 0,67 1,80- 4,84
embarazos*
Coste por 629.359 2.472.200 2.280.999 3.090.250 9.123.996 5.125.344
embarazo — — —
(ptas) 2.203.151 2.739.408 4.050.200
Coste D- D- 2.773.335
incremental 4.330.032 3.099.455 —
3.190.190

Los costes incluyen los test diagnosticos.
Rangosen el FIV de 1-4 ciclos.
* NO total sobre nimero especifico de ciclos o periodo.
D = dominado

riormente eran objeto de FIV (8). El porcentgje de ca-
sos con fertilizacion del 0% fue el 29,6% de todas
aguellas en las cuales se obtuvieron 4 6 mas ovocitos.
Este porcentaje era claramente inferior a 7% de fra-
caso de fertilizaciéon de nuestro programa FIV. A la
vista de ello emprendimos una modificacion radical
en el flujo de las pacientes tedricamente tributarias de
IAC. Unavez sentadalaindicacion delalAC, las pa-
cientes eran objeto de fertilizacién in vitro (“test
FIV™) diagndstico- terapéutica. Los resultados con di-
cho proceder fueron los siguientes: 11,5% de ausen-
ciade fertilizacion (indicandose por lo tanto ICSI pa-
ra posteriores tratamientos) y 16% de embarazo en el
test FIV .El restante 72,5% past puesa lAC.

En el momento de la realizacion del estudio exis-
tia una demora de 12 meses para €l inicio de la lAC.
En este periodo se embarazaron el 8,9% de las que se
hallaban en espera, siendo la tasa de embarazo por ci-
clo el 0,7% por ciclo. Durante la IAC la tasa de em-
barazo por ciclo fue del 11,7%. Finalmente, en la se-
cuencia FIV-IAC se consiguié embarazo en €l 41,4%
de las pacientes, siendo dichatasa provisional, ya que
no todas las pacientes han concluido los 6 ciclos de
IAC.

2. Lainterconversion delosciclosde TRA

2.a Transformacion de un ciclo FIV en IAC en la ba-
ja respondedora (con al menos 2 folicul 0s)

Uno de los problemas no resueltos en la FIV-ICSI

es el de la bgja respondedora. Si bien no existe con-
senso respecto a la definicién de baja respondedora,
la mayoria de los grupos, incluido el nuestro obtienen
unos resultados poco alentadores. Asi determinados
autores recomiendan la cancelacion del ciclo, mien-
tras que otros prefieren continuar, a sabiendas del mal
prondstico .

En nuestro centro hemos optado por transformar
los ciclos FIV en ciclos de IAC cuando el dia de la
administracion de la HCG se observan de 2 a 4 foli-
culos > (de 14 mm). Cuando se visualizaban 4 folicu-
los el estradiol debia ser inferior a 800 pg/ml. Cuando
sblo se apreciaba un foliculo, €l ciclo era cancelado.
Para poder Ilevarse a cabo la transformacién debian
de satisfacerse los requisitos seminales y clinicos de
indicacion delalAC.

Con dicha sistematica obtuvimos una tasa de em-
barazo por ciclo convertido del 14,3% (9) , frente al
17,3% obtenido en nuestra unidad en la IAC, global-
mente en el mismo periodo de tiempo (Tabla 7) . Se
trata de una tasa de embarazo nada desdefiable, en
especial en una paciente baja respondedora, que ade-
mas de esta manera es sometida a un procedimiento
Menos agresivo y menos costoso. Por ello nosotros
recomendamos que |0s grupos que no tengan buenos
resultados con las bajas respondedoras tengan en
consideracion la posibilidad de transformar el ciclo
en una lAC, si se observan de 2 a 4 foliculos >14
mm y se cumplen los requisitos para la realizacién
delalAC.
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Tabla7
Ciclos FIV transformados en |AC ( ref 9)

FIV convertida Poblacion general
enlAC (n=57) delAC (n=1390)
(Enero 1996-Dic.2001)
Edad ( afios) 353+ 30 343+31
Numero de
foliculos 216 mm 27+0,7(d) 42+18
Estradiol € dia
delaHCG (pg/ml) 765+ 352 (a) 959 + 342
Diasde estimulacion 12,8+ 2,4 (a) 104+ 21
Tasa de embarazo
por ciclo (%) 14,0 17,3
Los valores estan expresados como medias ( desvio estandar
a=p<0.05

2.c Transformacion de un ciclo de |AC con hiperres-
puesta en una FIV

LalAC es una técnica “menor” de reproduccion
asistida, pero que ofrece unas tasas de embarazo muy
notables, en especial si se compara con la menor
agresividad del procedimiento y su menor coste. Asi
en diversos estudios se ha puesto de manifiesto que
es mas coste-efectiva que la FIV en la esterilidad de
origen desconocido. En nuestra Unidad |a tasa de em-
barazo por ciclo en IAC durante el afio 2001 fue del
19,2%. Sin embargo la|AC conlleva el problema alin
no resuelto del embarazo maltiple. En los ciclos con
hiperrespuesta, se incrementa sensiblemente la proba-
bilidad de embarazo, pero también la de embarazo
multiple, asi como la del embarazo multiple de alto
grado. Por ello en presencia de desarrollo de un ele-
vado ndmero de foliculos sobre el cual no existe con-
senso- se suele recomendar cancelar el ciclo. En
nuestra Unidad cuando el dia de administracién de la
HCG se advierten en el control folicular 6 6 mas foli-
culos > 14 mm, optamos por transformar el ciclo en
un ciclo de FIV. Hasta comienzos del presente afio
2002 dicha conversién contaba con el riesgo de ovu-
lacion anticipada (ya que estas pacientes no se encon-
traban en supresion hipofisaria, y por nuestra organi-
zacion no podemos realizar punciones foliculares ni
sdbados ni festivos), por lo que se indicaba con cierto
caracter restrictivo. Sin embargo desde que en nues-
tro pais esta disponible el agonista de la GnRH, dicha
indicacion se esta llevando a cabo con mayor liberali-
dad.

En los ultimos afios hemos realizado 71 ciclos de
FIV como transformacion de ciclo de IAC. Latasa de
embarazo fue del 26,8% por ciclo, no produciéndose

ningun embarazo triple o de superior grado.Nos pare-
ce pues que se trata de una alternativa muy razonable
en este subgrupo de pacientes con hiperrespuesta en
lalAC.

3. Empleo de clomifeno o gonadotropinasen la
IAD-1U

Es bien sabido que la estimulacion gonadotropini-
ca comporta superiores tasas de embarazo que €l clo-
mifeno, pero al mismo tiempo un mayor riesgo de
embarazo multiple. Sin embargo la cuantificacién de
la relacion riesgo (de mdltiple)/ beneficio (embarazo)
no habia sido realizada. En un recientemente conclui-
do estudio prospectivo randomizado encontramos una
tasa de embarazo por ciclo del 6,1% en el clomifeno
frente aun 14,4% en la FSH, siendo |as tasas de mul-
tiple 12,5% y 20%, con una tasa de triples de 0% y
7% (Tabla 8) (10).A la vista de nuestros resultados
estimamos que no puede realizarse una recomenda-
cion absoluta al respecto, sino que debera ser la pare-
ja,unavez conocidos dichos datos, quien decida.

4. Realizacion de 1 6 2 inseminaciones por ciclo.

No existe consenso sobre la conveniencia de reali-
zar 1 6 2 inseminaciones por ciclo en lalAC. Labi-
bliografia al respecto es discrepante. En nuestro gru-
po acaba de efectuarse un meta-andlisis sobre el tema
(11), que involucraba a 865 pacientes y 1168 ciclos,
resultando una tasa de embarazo del 11,6% (62/534)
en la poblacion con unainseminacion frente a
15,3% en la de dos inseminaciones (95/619). Las di-
ferencias estuvieron proximas a la significacion esta-
distica (p= 0,08), siendo la odds ratio de 1,38 (IC de
0,97 a 1,97). A pesar de ello, nosotros continuamos
realizando una sola inseminacion por ciclo , ya que
nuestra tasa de embarazo con una sola inseminacion
(19,2% en el afio 2001) es superior ala obtenida en el
meta-analisis con 2 inseminaciones, mientras que la
duplicacion del trabajo por ciclo al laboratorio de
Andrologia nos obligaria a reducir sensiblemente el
numero de ciclos realizados.

CONCLUSIONES

En la bibliografia existen variadas recomendacio-
nes para un empleo mas racional de los recursos diag-
nosticos y terapéuticos en reproduccién humana. Sin
embargo, su traslado de un contexto asistencial a otro
no siempre es posible en virtud de las diferentes ca
racteristicas demogréficas, econdmicas, asistenciales
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Tabla 8
Comparacion de los resultados en la |AD-1U con estimulacion ovarica con clomifeno en protocolo fijo o con FSH ( 10)

Reprod 1997;12:951-58.

5. PhilipsZ , Barraza-Llorens M , Posnett J.: Evaluation
of the relative cost-effectiveness of treatments for infer-
tility in the UK.Hum Reprod 2000; 15: 95- 106

Clomifeno FSH OR 95% ClI

Tasa de embarazo por ciclo 6.1 (16/261) 14.4 (30/209) 2.6 1351

Tasa de embarazo

por ciclo iniciado 6.1 (16/264) 12.6(30/238) 22 1.1-43

Tasa de embaarzo por mujer 31.4 (16/51) 61.2 (30/49) 34 1.4-8.6

Embarazo multiple 12.5 (2/16) 20 (6/30) 17

Trillizos 0 mas 0 2/30

Aborto 31.2 (5/16) 26.7 (8/30)

Sindrome de

hiperestimulacién ovéarica 0.4 (1/261) 1.9 (4/261) 51 0.5-79.8

Ciclos cancelados 1.1 (3/264) 12.2(29/238) 12.1 35-32.9

y de resultados, asi como de los deseos de | as parejas. 6. Matorras R.: El tratamiento del varén alaluz de la
Por ello resulta obligado que cada centro cuente con medicina basada en la evidencia. Rev Iberoam Fertil (
sus propios indicadores de proceso para poder tomar in press) 2002.
las decisiones terapéuticas mas pertinentes 7. Kamischke A, Nieschlag E.: Analysis of medical tre-
atment of male infertility. Hum Reprod 1999; 14 (
p supl 1) : 1- 23.
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Lapracticadelareproduccién asistida en los hospitales publicos esparioles

Romeu A

Servicio de Ginecologia (Reproduccién Humana). Hospital Universitario La Fe. Valencia

En general, el marco en el que se desarrollan tare-
as asistenciales condiciona el desarrollo y el resulta-
do de las mismas; la préctica de la reproduccion asis-
tida, en particular, no podia ser una excepcion. La
consecuencia es que el tratamiento de la esterilidad
mediante la aplicacion de técnicas de reproduccién
asistida en | os hospitales publicos nacionales esta
fuertemente condicionada por la estructura y funcio-
nalidad de los mismos.

Es obvio que es dificil generalizar y que tan ab-
surdo es hablar de “la medicina privada’” en general
como de “la medicina publica” si se pretende entrar
en detalles porque cada centro, privado o publico,
presenta peculiaridades que lo caracterizan. No obs-
tante, contando con informaciones recibidas y, funda-
mentalmente, desde la perspectiva de la experiencia
personal, trataré de analizar €l marco en que nos mo-
vemos quienes dedicamos nuestro trabajo al trata-
miento de la esterilidad mediante técnicas de fecun-
dacién in vitro.

L os hospitales publicos ofrecen algunos aspectos
favorables.

Trabajar en un hospital publico no implica gastos
para el profesional. Efectivamente, el profesional no
tiene que invertir dinero para desarrollar su labor
puesto que todo le viene dado. Otra cuestion es como
le viene dado: en general tarde y en ocasiones mal; €l
profesional participa en la eleccion del equipamiento
pero no en la seleccion del personal. El equipamiento
suele llegar tarde porque los concursos se resuelven,
en general, cuando ya se habia olvidado la peticion;
el persona depende de los avatares de los concursos,
sean éstos traslados o concursos-oposicion.

Pero no deja de ser cierto que el profesional no
tiene que realizar desembolsos para trabajar en un
centro en el que todo se le suministra. Tampoco tiene
gue preocuparse por su remuneracion econdmica por-
gue el mes siguiente seguira cobrando.

Cuando se trabaja en un centro hospitalario publico
nunca faltan pacientes: el profesional no tiene que pre-
ocuparse por la agenda de citas porque siempre esta lle-
na. En el caso que nos ocupa, [lena para varios afios.

Sin embargo, se trata de pacientes que, en general,
acuden al centro porque la asistencia es gratuita. Son,
habitualmente, pacientes desconfiados, disgustados y
hartos de sufrir el sistema. Es dificil encontrar pacien-
tes dispuestos a mantener una buena relacion con el
profesional y establecerla cuesta un esfuerzo extra.

Vistas asi |as cosas, aunque se han sefialado incon-
venientes, el sistema podria llegar a ser bucdlico y ro-
dar perfectamente. Sin embargo no es asi: nadie esta
parece estar satisfecho con la situacion.

El trabajo en reproduccion asistida encaja mal en
el hospital publico y existen para ello determinadas
razones:

— Lareproduccién asistida se haintroducido en los
hospitales publicos con cal zador

Tradicionalmente se ha considerado la reproduc-
cion una funcién de lujo -nadie se muere por no tener
un hijo- y todavia es asi en muchos sectores, incluso
entre los profesionales sanitarios. Cuanto mas entre
los administradores. ¢Estaréa escrito en el viento, co-
mo en la cancion de Dilan que se trata de vivir bien'y
no sélo de vivir?

Aunqgue se trata de situaciones que ya pertenecen a
la historia, en un buen niimero de casos se ofrecio a
los profesionales la implantacion de la reproduccion
asistida a cambio de asumir el aborto. Esta estrategia,
gue conlleva otros problemas, denotaba una falta de
convencimiento o de voluntad politica para el desa-
rrollo de la reproduccion asistida: ésta era un sefiuelo
aolvidar y no un objetivo a alcanzar.

— El régimen laboral no se adapta a las necesidades

Efectivamente, aunque el manejo de la estimula-
cion ovarica se ha hecho mas cémodo con la introduc-
cion de los analogos de la GnRH, con frecuencia, las
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actuaciones tienen que ser programadas en fin de se-
mana o dia festivo, lo que implica que el equipo clini-
co tenga que cancelar el caso o hacer horas extraordi-
narias que no siempre la administracion estéa
dispuesta a pagar.

Estas horas pueden ser trabajadas y no cobradas
pero, desde el punto de vista empresarial esta situa-
Cion es desastrosa porque es obvio que aquello que se
da se da cuando se quiere dar vy, si se hace asi, se
crean situaciones que conculcan la ética.

Por lo que respecta al equipo de embridlogos, con
frecuencia tienen que prolongar la jornada porque su
trabajo, por decirlo de alguna forma, empieza cuando
el del clinico termina: es entonces cuando tienen que
microinyectar, criopreservar, etc. Tampoco es facil
conseguir que estas horas sean remuneradas.

Todavia hay aspectos mas graves. Si un clinico
trabaja en dia festivo puede conseguir, aunque no sera
facil, que se le remunere puesto que el administrador
puede aplicar el concepto de guardia. Sin embargo,
no esta previsto que un biélogo haga guardias y, en
este caso, no se le puede pagar salvo que se llegue a
establecer una situacion especial.

La generosidad de la administracion rara vez llega
a sobreponerse al habitual espiritu de ahorro que
nuestros administradores tienen que hacer convivir en
vecindad con los grandes gastos en cuya importancia
puede no repararse por razones coyunturales.

— Se han difundido errores que no se han corregi-
do con el tiempo

La reproduccion asistida siempre hallevado la eti-
queta de procedimiento caro y esta idea ha sido siem-
pre una Util razén paralimitar su desarrollo.

Este es un aspecto importante del problema por-
que la discusion sobre 1o que es caro 0 no -si es que
hay algo que no lo sea- en medicina puede ser eterna,
segun el enfoque que se le dé.

Sin llegar a ampararme en la conocida frase “la
medicina es cara pero la salud no tiene precio”, puede
Ilegar a afirmarse que pocos actos terapéuticos llegan
aresolver satisfactoriamente el problema en el 40%
de los casos a precio y con larentabilidad que lo ha-
ce (nacidos en esta senescente sociedad) como la re-
produccién asistida.

— Las técnicas de reproduccion asistida han sido
siempre mal vistas

Todos aquéllos que, desde cualquier punto de vis-
ta ideoldgico, han creido estar en posesion de la ver-
dad han emitido sus opiniones, en general condenato-
rias, sobre las técnicas de reproduccion asistida: los
ortodoxos de la derecha han afirmado que se trata de
graves pecados y los ortodoxos de la izquierda han

defendido que se trata de una manipulacion més de la
mujer.

A pesar de todo, no sin esfuerzo de administrados
y administradores, lared de hospitales publicos de es-
te Estado, lentay paulatinamente, ha desarrollado una
labor importante y ha consolidado la aplicacion de
unas técnicas que, en su mayor parte y en todos los
paises, estan en manos privadas. En este pais pode-
mos decir con satisfaccién que gratuitamente 1o mis-
mo se trasplanta un higado, que se atiende un parto,
gue se hace una fecundacién in vitro.

Si pasamos revista a lo que han hecho los centros
publicos, es necesario sefialar:

1. Han consensuado un documento que analiza,
fundamenta y pretende racionalizar la aplicacion de
las técnicas de reproduccion asistida en nuestro pais.
En este documento se delimita las indicaciones, las
contraindicaciones y las prioridades, se limita el nud-
mero de ciclos por paciente y se define las condicio-
nes en que las técnicas de reproduccion asistida de-
ben ser aplicadas en pacientes de riesgo.

2. Han acanzado un volumen de actividad no des-
preciable con resultados aceptables. Esta actividad ha
sido recientemente recogida por el Dr. Matorras en
una encuesta contestada por la totalidad de centros
publicos espafioles que practican la fecundacion in
vitro; conviene por lo tanto sefialar que los datos rela-
tivos a inseminacion artificial no reflejan la totalidad
de los ciclos de inseminacion praticados en Espafia.
El nimero de ciclos de fecundacion in vitro (clasicay
microinyeccion) practicado en Espafia en el afio
2.000, en total y clasificado segun las distintas comu-
nidades auténomas, se recoge en lafigura 1. Si se re-
presenta estos ciclos por millon de habitantes, se ob-
tiene el resultado recogido en lafigura 2.

3. Evidentemente, habiendo consolidado cuanto se
ha citado, han sentado |as bases de un desarrollo sos-
tenible, tanto desde el punto de vista cientifico como
social, si la administracion alcanza a manejarlo con-
venientemente.

Me consta que los profesionales de los centros pu-
blicos estan bien dispuestos a mejorar la eficacia del
sistema. Por otra parte, durante los Ultimos tiempos,
la situacion haido paulatinamente mejorando y se re-
ciben desde la administracion noticias no confirma-
das de que van a ser introducidos algunos cambios
gue supondran nuevas mejoras que, |6gicamente, de-
ben traducirse en un aumento de la satisfaccion de
profesionales y usuarios del sistema publico de salud.

En definitiva, la medicina reproductiva en los cen-
tros publicos espafioles es como esa botella medio
Ilena por lo logrado y medio vacia por las carencias.
En las manos de todos esta llenarla.
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¢Estamos progresando en los diagnosticos clinico y fisiopatolégico de los

defectos de los esper matozoos?

Oehninger S MD

Professor, Departments of Obstetrics & Gynecology and Urology. Director, Division of
Reproductive Endocrinology and Infertility. The Jones Institute for Reproductive Medicine.

Eastern Virginia Medical School. USA

RESUMEN

Las anomalias en los espermatozoos son la causa
identificable més frecuente del fracaso reproductor en
la especie humana. Aungue se han hecho considerables
progresos, se necesita trabajar méas para conseguir ob-
jetividad y la normalizacién de algunos de los métodos
de diagndstico androl 6gicos utilizados en el marco cli-
nico. Se necesita mas informacion para desenmarafiar
lafisiologia de los espermatozoides y |a biologia de la
interaccion entre gametos humanos y para determinar
de forma definitiva qué pruebas son los pronosticado-
res mas exactos del estado funcional de los espermato-
zoides y cdmo se correlacionan con un posible embara
zo después de intervenciones in vivo ein vitro. Los
hombres estériles se pueden tratar con éxito con tera-
pias uroldgicas y medicas determinadas o con tecnolo-
gias de reproduccion asistida (TRA). Entre estas Ulti-
mas, la inyeccion intracitoplasmica de espermatozoides
(I1CE) se ha convertido en un método validado para su-
perar muchas de las deficiencias de |0os espermatozoi-
des. No obstante, es de esperar que se desarrollen mo-
dalidades terapéuticas sencillas y mas rentables a
medida que se adquiera méas conocimiento béasico (ce-
[ular y molecular) y clinico.

INTRODUCCION

Aungue los problemas de diagndstico hacen dificil
determinar con exactitud el grado de contribucion del
varon en la pareja, existen varios estudios que sugie-
ren gue los problemas del varédn representan la causa
simple definida mas frecuente de infertilidad. Los
trastornos relacionados con el varén probablemente

representan hasta un 40-50% de las paregjas sin hijos,
solos o en combinacidn con factores femeninos. (1-7)

Las opciones de tratamiento para la infertilidad
masculina incluyen diversos procedimientos urol 6gi-
cos (quirdrgicos y no quirudrgicos), intervenciones
meédi co-farmacol 6gicas, procedi mientos de reproduc-
cion asistida poco complicados, (tal como la terapia
de inseminacion intrauterina o 11U) y las tecnologias
de reproduccion asistida (TRA) mas avanzadas y
complegjas. Entre estas Ultimas, la fertilizacion in vi-
tro (FIV) y la transferencia embrionaria, potenciada
con la inyeccién intracitoplasmica de espermatozoi-
des (I1CE) en casos moderados y graves, constituyen
formas validadas y eficaces de favorecer la fertiliza-
cion y la concepcion. En estadisticas nacionales de
EE.UU., (8) se describié una incidencia del 40% de
IICE en 61.650 ciclos de FIV realizados en el perio-
do de un afio, una cifra que resalta la importancia de
esta técnica.

No obstante, a pesar de que las terapias actuales
han potenciado las oportunidades para concebir en pa-
rejas que sufren infertilidad masculina, a menudo es-
tas soluciones se sacan arelucir sin que haya un diag-
néstico etioldgico o fisiopatoldgico definido. La
infertilidad masculina, por desgracia, todavia se consi-
dera“idiopética’ en una elevada proporcion de casos.

ANALISISDEL SEMEN

La piedra angular de la evaluacion androldgica en
todos los casos es una anamnesis exhaustiva 'y un re-
conocimiento médico seguido de andlisis repetidos
de semen. Segln las necesidades deberan ponerse en
préctica procedimientos urol 6gicos, endocrinos y/o de
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diagndstico por imagenes. Es fundamental un andlisis
de semen completo siguiendo las directrices de la
Organizacion Mundial de la salud (OMS) (9) al nivel
de atencidén primaria para hacer un diagnéstico inicial
racional y elegir el tratamiento clinico apropiado. La
recogida y andlisis del semen debera realizarse por
procedimientos debidamente normalizados en labora-
torios debidamente cualificados y acreditados (10).

La evaluacion “basica’ de semen debera incluir:
(1) evaluacién de las caracteristicas fisicas del semen
(volumen, licuefaccion, aspecto, consistencia, pH y
aglutinacion); (2) valoracién de la concentracion de
espermatozoides, graduacion de la motilidad y andli-
sis de caracteristicas morfol 6gicas (empleando crite-
rios estrictos) (11); (3) determinacion de la vitalidad
de los espermatozoides (viabilidad), comprobacion de
auto-anticuerpos en |los espermatozoides (utilizando
las pruebas mixtas de reaccion de antiglobulina y/o
pruebas inmunol gicas directas sobre cuentas), presen-
cia de leucospermiay de células esperméticas inmadu-
ras; y (4) estudios bacterioldgicos. La identificacion y
separacion de la fraccion de espermatozoides con mo-
tilidad es también una parte integral de la evaluacién
inicial del semen (12,13).

PRUEBAS FUNCIONALESDE LOS
ESPERMATOZOIDES

Otras clases de ensayos que se consideran habi-
tualmente comprenden: (1) pruebas que examinan in-
directamente funciones defectuosas de |os espermato-
zoides mediante el uso de pruebas bioquimicas (como
la medida de la generacion de especies reactivas a
oxigeno o evidencia de dafio peroxidativo, medida de
actividades enzimaéticas tal como la creatina fosfoqui-
nasay otras); (2) bioensayos de interaccion entre ga-
metos (como la prueba de oocitos de hamster libres
de la zona heterdloga y los ensayos de fijacion de es-
permatozoides homologos-zona pellcida) y puntua-
cion de lareaccion de acrosoma inducida; y (3) andli-
sis del movimiento de los espermatozoides asistido
por ordenador (AMEO) para evaluar las caracteristi-
cas del movimiento de |os espermatozoides (14-26).

Hemos publicado recientemente los resultados de
un metaandlisis que pretendia determinar la exactitud
de las pruebas diagnosticas y el valor prondstico de
varios ensayos de la funcién de los espermatozoides
para el resultado de la FIV (23). Las pruebas exami-
nadas fueron el AMEO, comprobacion de la reaccion
del acrosoma, prueba de penetracion de huevos de
hamster libre de zona o ensayo de penetracion de los
espermatozoides (EPE) y ensayos de fijacién de es-

permatozoides-zona pellcida. La validez de tales en-
sayos se evaluod objetivamente mediante los resulta-
dos obtenidos de 2.906 individuos evaluados en 34
estudios controlados con disefio prospectivo. Los re-
sultados demostraron un elevado poder prondstico de
los ensayos de fijacion espermatozoides-zona pelici-
day de reaccion inducida del acrosoma para €l resul -
tado de la fertilizacion. Por otra parte, los descubri-
mientos realizados indicaron el escaso valor clinico
del EPE como pronosticador de la fertilizacién y una
necesidad real de normalizacion y de mas investiga-
cion de la utilidad clinica potencial de los sistemas de
AMEO (23).

La interaccion entre los espermatozoos y la zona
pel licida es un acontecimiento decisivo que dalugar a
lafertilizacion y constituye un reflgjo de muchas fun-
ciones de los espermatozoides (a saber, conclusion de
la capacitacion, manifestada por la capacidad para fi-
jarse ala zona pellcida 'y experimentar |a reaccion
del acrosoma inducida por ligandos) (24-26). Las dos
pruebas mas frecuentes de fijacion de espermatozoi-
des a la zona pelUcida utilizadas actualmente son el
andlisis de hemizona (AHZ) (14) y un andlisis com-
petitivo de fijacion de la zona intacta (15). El elevado
valor prondstico tanto positivo como negativo y, 1o
que es mas importante, el bajo indice de falsos nega-
tivos (es decir, una solida capacidad para identificar a
pacientes con alto riesgo de fracaso de la fertiliza-
Cion) resalta la capacidad prondstica de estas pruebas.

Los ensayos de reaccion inducida del acrosoma pa-
recen ser igualmente predictivos del resultado de la
fertilizacion y tienen una metodologia més sencilla. El
uso de un ionéforo de calcio para inducir la reaccién
del acrosoma es en este momento la metodologia mas
extensamente utilizada (27,28). No obstante, |a puesta
en préctica de andlisis que utilicen volimenes menores
de zonas pellcidas humanas solubilizadas, ZP3 huma-
no recombinante biol 6gicamente activo o péptidos ZP3
sintéticos activos (0 andlogos) probablemente permiti-
ria el disefio de ensayos mejores y fisiol6gicamente
orientados de reaccion del acrosoma (29-34).

PRUEBAS GENETICASY DE ADN

Es bien sabido actualmente que ciertos trastornos
genéticos estan relacionados con infertilidad masculi-
na, algunos de ellos potencial mente transmisibles a
los hijos (35). Las anomalias cromosdmicas (estruc-
turales y numéricas que implican cromosomas auto-
sémicos y sexuales) se pueden diagnosticar mediante
larealizacion del cariotipo periférico y se deben estu-
diar en varones con oligozoospermia severay azoos-
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permia no obstructiva (36-38). A nivel de genes, €l
fallo reproductivo puede estar relacionado con muta-
ciones de fibrosis quistica (en hombres con azoosper-
mia obstructiva debida a la ausencia congénita de los
vasos deferentes) y con microdelecciones de Y (en
hombres con oligozoospermia severay azoospermia
no obstructiva debido a fallo en la espermatogénesis)
(39-41). Tales anomalias también se pueden detectar
mediante andlisis de sangre periférica empleando me-
todologias PCR (reaccion en cadena de la polimera-
sa) (PCR convencional, nidificada, multiplex, fluo-
rescente o cuantitativa) (35).

También se ha demostrado que |os espermatozoos
de los hombres estériles contienen diversas alteracio-
nes nucleares. Algunos incluyen una estructura anor-
mal de la cromatina, aneuploidia, microdelecciones
cromosomicas y roturas de la cadena de ADN (42-
52). Se han propuesto distintas teorias para explicar
el origen del dafio del ADN en los espermatozoos. El
deterioro se podria producir en el momento, o0 como
resultado, del empaguetamiento de ADN durante la
transicion de histona a complejo protamina durante la
espermiogénesis. La fragmentacion del ADN también
podria ser la consecuencia de un dafio oxidativo di-
recto (el deterioro de ADN inducido por radicales li-
bres se ha relacionado con deplecion de antioxidante,
consumo de tabaco, xenobidtica, exposicion al calor,
contaminacion del semen por leucocitos y presencia
de iones en los medios de cultivo de los espermato-
zoides). Por otra parte, el deterioro del ADN podria
ser consecuencia de una apoptosis.

En la actualidad existen varias pruebas para la de-
teccion de algunas de esas anomalias, entre las que se
incluye la tincion con azul de anilina (51) naranja de
acridina (52), andlisis de la estructura de la cromatina
del espermatozoide (AECE), (47) y evaluacion del
deterioro o fragmentacién del ADN (46,48,50).
Dadas | as aberraciones de novo que se producen en el
momento de la espermatogénesis, algunos hombres
estériles tienen lesiones cromosomicas/genéticas en
Sus espermatozoos que no se encuentran mediante
analisis periféricos. El analisis de espermatozoides
por FISH ha demostrado una elevada incidencia de
alteraciones cromosomicas en |os espermatozoos eya-
culados en hombres con oligo-asteno-teratozoosper-
mia severa en comparacion con hombres fértiles (49).

COMO SE DEBE TRATAR AL HOMBRE
ESTERIL

Los médicos y los cientificos siguen buscando los
umbrales en los pardmetros del semen que se encuen-

tren en las denominadas “ poblaciones fértiles norma-
les” con el fin de poder definir con mayor precision
la fertilidad, la subfertilidad y la infertilidad. En pu-
blicaciones recientes se han vuelto a estudiar debida-
mente estos temas tanto en estudios europeos como
americanos (53, 54).

Si las anomalias en los espermatozoides se obser-
van en el andlisis “basico” de semen 0 si se ha diag-
nosticado a la pareja como aquejada de infertilidad
“no explicada”, 1o que procede a continuacion es el
andlisis de la funcién y bioquimica de los espermato-
zoides. El diagnostico de la subfertilidad o infertili-
dad, basado en las pruebas de deteccion del primer
nivel (evaluacion “basica’ inicial) y “ampliadas’
(funcionales/bioquimicas), enfocara el tratamiento
hacia diversas opciones terapéuticas (55-57).
Anteriormente propusimos que la evaluacion de la
cantidad/calidad de los espermatozoides en el labora-
torio para la reproduccion asistida deberia afrontarse
utilizando dicho esquema de diagndstico secuencial
de pasos multiples (55). Este concepto también ha si-
do propuesto por otros (58).

En este momento es cuando las pruebas de fun-
cion y bioguimicas de los espermatozoides pueden te-
ner una mayor utilidad para dirigir a la pareja a las
TRA. La reproduccién asistida puede estar indicada
como resultado de: (a) fracaso de tratamientos urol 6gi-
cos/médicos, (b) diagnéstico de intertilidad “no expli-
cada’ en la pareja; (c) presencia de anomalias “basi-
cas’ en los espermatozoides de grado moderado-alto; o
(d) anomalias de la funcion de los espermatozoides
diagnosticadas por bioensayos predictivos (tal como
AHZ o laprueba de reaccién del acrosoma inducida).

L as opciones recomendadas actualmente en TRA
incluyen: terapia de inseminacion intrauterina (11U)
de “baja complejidad”, FIV “estandar” seguido de
transferencia embrionariay FIV potenciada con [ICE.
Si la mujer tiene menos de 35 afos, se recomiendan
normalmente 4-6 ciclos de inseminaciones intrauteri-
nas (I1U) con espermatozoides del marido como un
método sencillo de TRA (baja complejidad).

En nuestro programa, se seleccionan los pacientes
para FIV potenciada con IICE segun las siguientes
indicaciones: [1] parametros de mala calidad del es-
perma (esto es, <1,5 x 106 espermatozoos en total
con motilidad progresiva adecuada después de sepa-
racion, teratozoospermia severa con <4% de formas
normales en presencia de una fraccion con motilidad
total en el limite o baja y/o baja capacidad de fija-
cion de espermatozoides-zona pellcida con un indice
de andlisis de hemizona <30%); [2] fracaso de la te-
rapiade I1U en casos que presenten parametros anor-
males del esperma incluida la presencia de anticuer-
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pos antiesperma); [3] fracaso de fertilizaciones pre-
vias en FIV; y [4] presencia de azoospermia obstruc-
tiva 0 no obstructiva, en cuyo caso se combinalall-
CE con la extraccion del esperma de los testiculos o
del epididimo.

En casos de oligo-asteno-teratozoospermia severa
o si el resultado de las pruebas de funcién de esper-
matozoides indica un deterioro importante de la ca-
pacidad fertilizante, las parejas deben ser dirigidas
inmediatamente a || CE. Este método es probable-
mente mas rentable y evitara pérdidas de un tiempo
valioso (en particular en mujeres de mas de 35 afos).
Los resultados de |1CE empleando esperma eyacula-
do, del epididimo (utilizando aspiracion microquirur-
gica de espermatozoides del epididimo o AMEE) y
de los testiculos (utilizando extraccion de espermato-
zoides de los testiculos o EET) realizado en varios
programas en todo el mundo, son excelentes, pareci-
dos alos resultados de la FIV en poblaciones contro-
ladas. Dicho método ha permitido el tratamiento de
hombres con azoospermia no obstructiva con sindro-
me de solo células de Sertoli, interrupcién de la ma-
duracion parcial, hipoespermatogénesis y otros cua-
dros patol gicos.

¢QUE DEFECTOS DE LOS ESPERMATO-
ZOIDESESTAMOS TRATANDO CON
LAIICE?

Hay muchas etapas en las que factores de los es-
permatozoos y de la interaccion de espermatozoides-
oocitos se pueden manifestar como fracaso de laferti-
lizacion. Por desgracia no se dispone facilmente de
pruebas especificas en la clinica para diagnosticar to-
dos |l os defectos potenciales. Las anomalias de la con-
centracion de espermatozoides, motilidad y morfolo-
gia (evaluados mediante criterios estrictos) estan
relacionadas con una fertilizacion escasa en la FIV.
La presencia de anticuerpos antiespermay un bajo in-
dice de recuperacién después de la separacion de la
fraccion de esperma con motilidad también identifica
casos de riesgo para €l fracaso de la fertilizacion. La
presencia de “inmadurez” de |os espermatozoides
(21) y las lesiones como consecuencia de una genera-
cion excesiva de especies reactivas a oxigeno (16,17)
estan documentadas como determinantes de algunos
casos de infertilidad masculina. Lo cierto es que, en
muchos casos, la infertilidad masculina todavia se
considera “idiopatica’. Se necesita por lo tanto avan-
zar mucho para determinar si las diversas presenta-
ciones clinicas de oligo-asteno-teratozoospermia (i)
son consecuencia de lesiones genéticas, toxinas am-

bientales o disfunciones local-paracrinas y (ii) si son
el resultado de aberraciones de los procesos testicula-
res de mitosis, meiosis, espermiogénesis o espermia-
cion, o son por el contrario, de origen postesticular.

Aparte de lafrecuenciay laimportancia de los de-
fectos de interaccion de espermatozoide-zona pelUci-
da (fijacion y reaccién del acrosoma), la evidencia
clinica también apunta a otros pasos potencial mente
alterados. Las anomalias de capacitacion pueden ha-
cer alos espermatozoides incapaces de |legar a ser hi-
peractivados o de tener una interaccion valida con la
zona (59-61). Los defectos posteriores a la zona pel U-
cida incluyen alteraciones de la fusién espermatozoi-
de-oolema, fallo de la activacion del oocito por el es-
permatozoide fertilizante quizas debido a la ausencia
o las disfunciones del factor activador del oocito pu-
tativo, fallo en la descondensacion de la cabeza del
espermatozoide y/o formacién pronuclear anormal
(62,63).

Es obvio que hay un extenso intercambio entre el
espermatozoo y el oocito. Ademas de los efectos que
son consecuencia de la fusién de las membranas y la
liberacion de factores activadores del oocito por €l
espermatozoo, el oocito utiliza moléculas que indu-
cen la descondensacion de la cabeza del espermato-
zoide (factor de crecimiento del pronucleo masculi-
no) y la sustitucién de protaminas por histonas (64).
L os avances en |a obtencion de imagenes fluorescen-
tes por microscopia cofocal de barrido de laser y
otras técnicas nuevas permiten hacer un examen so-
fisticado de alta resolucion de gametos y embriones.
Hay pruebas recientes obtenidas en el marco delall-
CE que demuestran que hay anomalias posteriores a
la fusién de los gametos que estan relacionadas a ve-
ces con casos de fertilizacion frustrada. Tales proble-
mas incluyen, aunque probablemente no se limitan a
ello, el centrosoma del espermatozoide (65) y la mi-
tocondria paterna (66 ,67), el centro organizador del
microtUbulo del oocito y la distribucién mitocondrial
y lainiciacion de la segmentacion del embrion (68-
71).

La IICE puentea las anomalias de los espermato-
zoides relacionadas con una concentracion insuficien-
te de espermatozoides, necesaria para lograr lafertili-
zacion in vitro (oligozoospermia). Es un remedio
cuando existen defectos de motilidad (astenozoosper-
mia debida a deficiencias estructurales o funcionales)
ya que supera las disfunciones relacionadas con el ga-
meto masculino incluida la migracién y la penetra-
cion delazona. LallCE dalugar afertilizaciones con
éxito en varones con mala morfologia (teratozoosper-
mia de diversos tipos); aquellos casos tipicamente re-
lacionados con disfunciones de la membrana del es-
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permatozoide y/o compartimentos del acrosoma que
dan lugar a una interaccion insuficiente con la zona
pellciday/o el oolema. LalICE es de utilidad cuando
existen anticuerpos antiespermatal vez al impedir sus
efectos negativos en la motilidad y las interacciones
membrana-oocito. No sabemos si la |ICE salva los
defectos de capacitacion cuando se utilizan esperma-
tozoos eyaculados. Aun cuando los espermatozoos
del epididimo e incluso testiculares (morfolégica-
mente maduros) fertilicen con éxito en lafertilizacién
asistida por microcirugia, ¢estan tales espermatozoos
suficientemente capacitados? ¢Tiene éxito la |ICE
cuando existen ciertos grados de “inmadurez” de los
compartimentos membrana-citopl asmica-nuclear?

Es tentador hacer conjeturas sobre si la |ICE salva
la mayor parte de las lesiones o disfunciones de los
espermatozoides (y sus respectivas causas celula-
res/moleculares) lo que se traduce en un fallo de la
fertilizacion debido a interacciones inadecuadas con
la zona peltcida (fijacion, induccion de la reaccién
del acrosoma y penetracion), fijacion y fusion con el
oolema e incluso una liberacion insuficiente del fac-
tor activador del oocito putativo. Por el contrario, es
poco probable que la II1CE sea (til en casos en que €l
fracaso de lafertilizacion esté asociado con alteracio-
nes del nacleo del espermatozoide (cromatina o
ADN), en que el espermatozoo no consigue la des-
condensacion de la cabeza o es incapaz de formar el
prontcleo masculino o cuando existen anomalias del
centrosoma.

A nivel del oocito, podemos suponer que la IICE
podria permitir que se produjese la fertilizacion cuando
existen deficiencias aisladas de la zona peltcida. Esto
puede incluir anomalias estructurales (acondiciona-
miento desorganizado o escaso de |os microfilamentos
de la zona o una estructura proteica anormal) o funcio-
nales (funcién deficiente del ligando) de las diversas
glucoproteinas de la zona peltcida. Ademas la |ICE
podria salvar deficiencias aisladas del oolema. Sin em-
bargo, es sabido que las anomalias de la zona pellicida,
en particular las de origen genético, estan asociadas
con anomalias del desarrollo del foliculo/oocito méas
severas (72) y en tales casos la || CE probablemente se-
riainfructuosa. Es dudosa la utilidad de la |ICE en ca-
sos de aneuploidia del oocito o deterioro del ADN, o
cuando existen aberraciones citoplasmicas severas (ya
sean estructurales o funcionales) que den lugar afallos
de los procesos de activacion del oocito, formacion del
pronucleo femenino y divisiones de la segmentacion
inicial (73). Dado que la expresién del genoma mascu-
lino se produce en lafase celular 4 a 8 (74) y puesto
que las disfunciones del oocito también se pueden ex-
presar después de la fertilizacion, la medida de resulta-

dos mas adecuada para determinar el éxito de la |ICE
debera ser el desarrollo del embrién incluida la aptitud
paralaimplantacion.
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