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La endometriosis es una enfermedad con una ata
prevalencia de la que sabemos muy poco, por eso se
suele empezar diciendo que es una enfermedad muy
comun y enigmética. Es cierto que tenemos de distin-
guir dos entidades muy diferentes, ya sean lesiones
endometridsicas absolutamente asintomaticas en mu-
jeres fértiles o bien la propia enfermedad endome-
tridsica. Por otro lado, existen dos contextos muy di-
ferentes, que a veces aparecen imbricados, que son
sus principales sintomas: dolor pélvico e infertilidad.
Y ademés, las dos modalidades terapéuticas que po-
demos ofrecer son asi mismo muy diferentes y pue-
den combinarse, la cirugia solo funcional 0 mas com-
pleja, y los tratamientos médicos en continua
evolucion. Por tanto, es de gran importancia saber
ante qué tipo de paciente nos enfrentamos cuando va-
mos a proceder a su diagnostico y tratamiento, ya
gue la clave del éxito es sin duda la individualiza-
cion.

La medicina basada en la evidencia es una forma
de poder valorar, de forma ponderada y homogénea,
los resultados de diferentes estudios metodol 6gica-
mente muy variables, y extraer de ellos, recomenda-
ciones para la préctica clinica, que deberan ser con-
trastadas con la experiencia clinicay el sentido
comun. La experiencia clinica no es sélo, como algu-
na vez se ha dicho, “cometer el mismo error durante
muchos afios seguidos, pero cada vez con mas segu-
ridad” sino que obviamente permitira dar el peso
oportuno a aguellos hallazgos que, pese a ser estadis-
ticamente significativos, sean clinicamente irrelevan-
tes, y viceversa.

Sobre la endometriosis se han publicado mas de
13.000 articulos recogidos en el Medline a partir de
1966, y la calidad de estos trabgjos es tremendamente
variable. La experiencia de los clinicos con la enfer-
medad también oscila en funcién del entorno en €l

gue trabajan, en quién financia el sistema sanitario en
los diferentes paises, en €l propio interés de los clini-
cos en investigar esta enfermedad en sus pacientes, y
en muchas variables que no podemos controlar. Es,
por tanto, necesario recurrir a guias de practica clini-
ca, recomendaciones de las sociedades cientificas, 0
publicaciones contrastadas para poder consensuar
una forma de trabagjar comun basada en datos que la
sustenten. De forma resumida, estas son las recomen-
daciones de la Sociedad Europea de Reproduccion
Humanay Embriologia.

DIAGNOSTICO

Al margen de los sintomas de la enfermedad, que
tiene un valor predictivo cuestionable al coincidir es-
tos sintomas con otras causas 'y al existir un gran nu-
mero de mujeres con endometriosis asintomaticas, y
del diagndstico clinico sugestivo de padecer la enfer-
medad, el diagnodstico definitivo de la enfermedad
requiere una inspeccion laparoscopica de la pelvis,
salvo que se observen lesiones en la vagina o en al-
guna otra zona (C, nivel 3). El diagndstico anatomo-
patoldgico no es imprescindible si la inspeccion la-
paroscopica es adecuada, pero serialo ideal, asi como
en los casos de endometriosis y de endometriosis pro-
funda, para descartar |os casos excepcionales de can-
cer (GPP). La ecografia vaginal no sirve para diag-
nosticar la endometriosis peritoneal, pero si para
diagnosticar |os endometriomas, asi como la endome-
triosis vesical o del tabique rectovagina (A, revision
sistemética). La RMN tiene un valor limitado frente
a la laparoscopia, aunque es muy util en el estudio
del tabique rectovaginal (A, revisién sistemética). En
sangre, el CA-125 puede estar elevado, pero no tiene
utilidad diagndstica (A, revision sistemética).
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Durante la laparoscopia, habria que documentar
en detalle para cada lesion el tipo, su localizacion y
su extension asi como las adherencias encontradas, y
grabarlo en video/DVD (GPP). Esta laparoscopia
puede realizarse cualquier dia del ciclo, pero nunca
durante los 3 primeros meses en los que realiza o rea-
lizé algun tratamiento hormonal para evitar errores
diagnosticos (GPP). Estos datos serviran para clasifi-
car el estadio de la enfermedad, que se correlaciona
muy pobremente con €l dolor pélvico, pero puede ser
Gtil en cuanto al pronoéstico y tratamiento de su infer-
tilidad (C, nivel 3). Durante la laparoscopia, la endo-
metriosis profunda puede pasar desapercibiday su-
bestimar la severidad de la enfermedad (C, nivel 3).

TRATAMIENTO

El tratamiento empirico del dolor que se cree que
es debido a una endometriosis sin un diagnéstico de-
finitivo —laparoscopia— incluye informacion sobre la
enfermedad, analgesia adecuada, dieta adecuada, y
gestégenos solos o combinados como anticonceptivos
(ACO). No esta claro si los ACO se deben adminis-
trar de forma habitual, de forma continua o en ciclos
de tres meses. Se puede administrar un andlogo de la
GnRH pero es mas caro y se asocia con efectos se-
cundarios mucho mayores incluyendo una reduccion
en la densidad 6sea (GPP).

En el tratamiento del dolor asociado a la endo-
metriosis cuando el diagnéstico ha sido confirmado
podemos empl ear:

a) antiinflamatorios no esteroideos, que pueden
ser eficaces en reducir el dolor asociado a la endome-
triosis (A, nivel 1b), pero pueden causar efectos se-
cundarios importantes como la Ulcera gastricao la al-
teracion de laovulacion si se toman a mitad de ciclo.

b) tratamientos hormonales, ya que el suprimir
la funcion ovérica durante 6 meses reduce el dolor
(A, nivel 1a). Son todos los farmacos igual de efica-
ces —ACO, danazol, gestrinona, acetato de medroxi-
progesterona y agonistas de la GhRH—, dependiendo
su eleccién de los efectos secundarios y €l precio. El
DIU liberador de levonorgestrel puede ser util, pero
aln no existe evidencia suficiente como para reco-
mendar su utilizacion. La duracion del tratamiento
con agonsistas de la GnRH es indiferente, ya que €l
resultado alos 3y alos 6 meses esigual; si se man-
tiene durante 2 afios combinado con un estroprogesta-
geno parece ser eficaz y seguro en cuanto a la dismi-
nucién del dolor y a proteger la densidad 6sea (A,
nivel 1b). Habra que usarlo con cautela en aquellas

mujeres que aln no han alcanzado su maxima densi-
dad Osea.

) tratamientos quir r gicos, que deberian llevar-
se a cabo a mismo tiempo que se realiza el diagndsti-
co, siempre gue exista el consentimiento previo del
paciente (GPP). No parece que el tratamiento hormo-
nal previo alacirugia mejore los resultados.

Frente a la laparoscopia Unicamente diagnds-
tica, la reseccion de las lesiones endometridsicas
—mejor que la coagulacion o fulguracién— junto
con la seccion de los uterosacros por via laparos-
copica (LUNA) reduce el dolor en casos de en-
fermedad minima o moderada. Sin embargo, no
parece que la seccion de los uterosacros sea ne-
cesaria ya que por si sola no tiene aporta nada en
la dismenorrea asociada a endometriosis (A, 1b).
En determinados casos, |a neurectomia presacra
puede ser Util.

En casos de enfermedad severa o profunda, la
reseccion de todas las lesiones de forma comple-
tamejora el dolor. Si se realiza una histerecto-
mia, deberia considerarse la sal pingo-ooforecto-
miabilateral (GPP).

Tras la cirugia, €l administrar danazol o ana-
logos de la GnRH durante 6 meses reduce el do-
lor y su recurrencia entre 12 y 24 meses frente a
placebo, pero el dar ACO no contribuye a la me-
joria (A, 1b).

Si se realiza una ooforectomia en mujeres jo-
venes, el tratamiento hormonal sustitutivo es ob-
viamente recomendable, aunque la pauta ideal es-
t& aln por ser definida. El afadir un gestageno
tras la histerectomia puede no ser necesario, aun-
gue protegeria de las posibles lesiones residuales,
pero a mismo tiempo puede incrementar €l ries-
go de recurrenciay de cancer de mama (D, 4).

Un enfoque muy diferente tiene el tratamiento de
lainfertilidad asociada ala endometriosis.

a) tratamiento de las lesiones endometriodsicas:
esté claro que el suprimir la ovulacion no mejorala
fertilidad en endometriosis minima o leve, y no debe-
ria ofrecerse (A, 1a). Por otro lado, parece que la re-
seccion de las lesiones junto con la adhesiolisis es
mas eficaz que la laparoscopia diagndstica (A, 1a),
aungue estos datos parten de estudios no excesiva-
mente numerosos y con un disefio mejorable, 1o que
podria cambiar las recomendaciones. No existen estu-
dios aleatorizados que respondan a si la reseccion de
las lesiones endometridsicas en casos de enfermedad
moderada o severa mejoran la probabilidad de emba-
razarse. De todas formas, parece existir una correla
cion negativa entre el estadio de la enfermedad y la
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probabilidad de gestacion espontanea tras la cirugia
(B, 3). En el caso concreto de los endometriomas
grandes (>4cm), la quistectomia laparoscépica da
mejores resultados en cuanto a gestacion posterior
gue €l drenaje y coagulacion posterior. Larecurrencia
es mucho mayor si la pseudocapsula se coagula o va-
poriza con laser en vez de extraerse (A ,1b). El trata-
miento médico postquirdrgico con danazol o analo-
gos de la GNRH no mejora las tasas de gestacion (A,
1b).

b) reproduccion asistida en la endometriosis - in-
seminacion artificial. Parece claro que el tratamiento
con inseminacion artificial mejora la fertilidad en la
endometriosis minima o leve, es eficaz combinado
con la estimulacion ovarica, pero la utilidad de lain-
seminacion en estas mujeres sin estimulacion ovarica
no esta tan establecido (A, 1b).

¢) reproduccion asistida en la endometriosis - fe-
cundacion in vitro. LaFIV se considera adecuada en
estas pacientes, especialmente si hay compromiso tu-
barico, pero también si existe un factor masculino
concomitante y/o si los otros tratamientos han fallado
(B, 2b). Las tasas de gestacion en FIV en mujeres con
endometriosis son menores que las que se consiguen
en mujeres con patologia tubérica (A, 1a), aunque en
algunos registros como el americano o el britanico es-
to no es tan evidente.

Si la paciente presenta un endometrioma
>4cm, se puede recomendar cirugia laparoscopi-
ca para confirmar el diagndstico, reducir €l ries-
go de infeccién, mejorar el acceso alos foliculos
en la puncién, pero se debe advertir del riesgo de
gue su reserva ovarica quede reducida después
de la cirugia o incluso que pierda la funcion de
ese ovario (GPP). La decision debe ser indivi-
dualizada en funcién de si la paciente ha tenido
cirugia previay si esta asintomatica, siendo la
tendencia cada vez mayor a no operar endome-
triomas asintométicos en mujeres que van a rea-
lizar unciclo de FIV.

El tratamiento con andlogos de la GnRH en |la
endometriosis moderada-severa previo a FIV
debe ser discutido con la paciente ya que aparen-
temente los resultados mejoran (A, 14).

Al tratarse practicamente de una enfermedad cro-
nica, las terapias alternativas pueden ser Utiles en de-
terminados casos, como por gjemplo la estimulacion
nerviosa el éctrica transcutanea de alta frecuencia
(TENS), la acupuntura, lavitaminaB1 y el magnesio,
gue parece que mejoran la dismenorrea, aunque no se
sabe sin son Utiles en la dismenorrea causada por la
endometriosis (D, 4).

Muchas mujeres también describen mejoria de sus
sintomas con la medicina tradicional China, la refle-
xologia, homeopatia, etc. Aungue no existen estudios
aleatorizados sobre estos temas concretos, no deberi-
an ser descartado en aquellas mujeres que los deman-
dan y que creen que pueden ayudar a mejorar sus sin-
tomas, su calidad de viday cooperar al éxito de los
tratamientos convencionales.

Tabla 1
Jerarquia de la evidencia

Nivel Evidencia

la Revisiones sisteméticas y metaandlisis de estu-
dios aeatorizados y controlados (RCT)

1b a menosun RCT

2a a menos un estudio controlado bien disefiado no
aleatorizado

2b al menos un estudio bien disefiado, no controla-
do, quasi-experimental

3 estudios descriptivos, bien diseflados, no experi-
mentales, como estudios comparativos, de corre
lacién o series de casos

4 Informes y opiniones de comités de expertos y/o
experiencia clinica de autoridades en la materia

Tabla2
Potencia de la evidencia que se corresponde con cada nivel
de recomendacién

Grado Potenciadelaevidencia

A Basada en €l nivel 1 de evidencia

B Basada en €l nivel 2 de evidencia o recomendacio-
nes extrapoladas del nivel 1

C Basada en el nivel 3 de evidencia o recomendacio
nes extrapoladas del nivel 16 2

D Basada en el nivel 4 de evidencia o recomendacio

nes extrapoladas del nivel 1, 2, 6 3

(Good Practice Point) Buena practica basada en los
puntos de vista del grupo que desarrolla las guias de
buena practica

GPP
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INTRODUCCION

La endometriosis es una enfermedad de etiologia
plurifactorial que compromete seriamente la fertili-
dad de las pacientes que la padecen. Numerosos han
sido los tratamientos propuestos y aplicados para re-
solver la esterilidad habitualmente asociada a esta
enfermedad. Sin embargo, cualquiera que sea la op-
cion terapéutica aplicada, méas de la mitad de las pa-
cientes seguiran siendo estériles tras el tratamiento.

Este colectivo de pacientes estériles con una en-
dometriosis residual fue ya clasicamente considerado
como tributario de Técnicas de Reproduccién
Asistida para solucionar su problema reproductivo.
La aplicacion de estas técnicas a este tipo de pacien-
tes cred una importante controversia sobre el hecho
de un hipotético peor resultado en este grupo de pa-
cientes comparandolo con otras patologias tales co-
mo la patologia tubérica, el factor masculino etc. Los
primeros trabajos sugerian que estas pacientes cuan-
do se sometian a | VF tenian peores tasas de fertiliza-
cién, de implantacién y de embarazo (1, 2, 3).
Recientemente, se ha publicado un meta-analisis (4)
de varios articulos sobre este tema que evalla 6.760
ciclosde IVFy viene areforzar la misma hipétesis.

Sin embargo, desde el inicio de las Técnicas de
Reproduccion Asistida, otros grupos publicaron si-
multaneamente estudios que llegaban a la conclusién
contraria. Es decir, las pacientes estériles con endo-
metriosis tienen idénticas posibilidades de embarazo
cuando se someten a IVF que las que tienen pacien-
tes con otras patologias (5).Asimismo, existen am-
plios registros nacional es, especialmente francésy
britanico (6,7), que confirman que la esterilidad aso-
ciada a endometriosis es una buena indicacion para
aplicar Técnicas de Reproduccion Asistida.

Recientemente se ha reabierto el debate sobre la
eficacia comparada de la moderna cirugia endoscopi-
cay las Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA)
para tratar la esterilidad asociada a una endometrio-
sis. Se plantean varios dilemas sobre la conveniencia
de operar los endometriomas antes de ir a un ciclo de
FIV (8-9) y sobre la utilidad de operar o reoperar las
lesiones endometridsicas de pacientes con repetidos
fracasos de FIV (10-13). Si la FIV constituye la Ulti-
ma esperanza de estas pacientes es muy importante
conocer y transmitirles sus reales expectativas de éxi-
to en base alas circunstancias de cada caso (14-16).

MATERIAL Y METODOS

En el Institut Universitari Dexeus, la endometrio-
sis constituye el cuarto factor etioldgico (7,7% de
nuestros ciclos de FIV) paratratar a una paciente con
FIV. Son més frecuentes otras indicaciones como el
factor masculino (30,5%), |a patologia tubéarica
(17,5%) y la esterilidad inexplicada (8,3%).

Hemos analizado para este estudio los resultados
obtenidos en pacientes de nuestro programa de FIV
que fueron tratadas por los siguientes factores de es-
terilidad, tubarico (n=525 ciclos), masculino (n=334
ciclos), sin diagndstico (n=450 ciclos) y endometrio-
sis (n=328 ciclos).

El grupo de pacientes estériles con endometriosis
ha sido considerado como el grupo de estudio y he-
mos comparado |os resultados obtenidos en €l con los
obtenidos en las pacientes que se sometian a I VF por
las otras indicaciones.

Hemos analizado también los resultados relativos
a tasa de embarazo alcanzada en las 1.571 pacientes
diagnosticadas de endometriosis a través de ecografia
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y/o laparoscopia en nuestro Departamento en el pe-
riodo 2001-2005. Estas pacientes fueron seguidas pa-
raidentificar las que tenian deseo gestacional y su
edad estaba entre 25 y 40 afios.

RESULTADOS

Por lo que a la edad se refiere, la mayoria de las
pacientes estaban en grupos de edad similares excep-
to en el grupo de factor tubérico cuya edad media era
mas avanzada. Asimismo encontramos que los nive-
les basales de FSH (dia 3° del ciclo) eran significati-
vamente mas elevados en el grupo de pacientes con
endometriosis. Las tasas de cancelacion tendian a ser
mas altas en el grupo de endometriosis pero sin llegar
aun nivel de significacion estadistica (Tabla 1).

Tabla 1
Resultados de fecundacion in vitro. Caracteristicas demogréficas

Tubérico  Masculino Sin

Endometriosis
diagndstico

Ciclos (n) 525 334 450 328
Edad * 36,07+5 343+4 3H5+5 34,6+5
FSH (mUl/ml)** 794 753 86+3 9316
Tasade cancelacion (%) 9,5 84 91 10,7
Punciones (n) 475 306 409 293
* p<0.001
** 5<0.005

La respuesta a la estimulacion ovarica puso en
evidencia notables diferencias entre el grupo de pa-
cientes con endometriosis y los otros grupos.
Nuestros datos confirman que con idéntico consumo
de gonadotropinas los ciclos del grupo de endome-
triosis alcanzaron niveles mas bajos de estradiol en €l
diade laadministracion de la HCG, se reclutaron me-
nos foliculos y se recuperaron menos ovocitos madu-
ros (M-I1) en lapuncion folicular (Tabla 2).

Tabla 2
Resultados de fecundacion in vitro. Respuesta ala esimulacion

Masculino Sin Endometriosis
diagnéstico
3065+ 1303 2937+ 1165 3096 + 1287 3474 + 1484

Tubérico

Dosisde
Gonadotropinas

Estradiol (pg/ml) *1673+986 1889+ 981 1744+ 920 1537+ 1040
Ovocitos M-II** 92+ 6 1036 89+5  79%5
* p<0.001

** p<0.02

Por o que se refiere a las tasas de fertilizacion y
embarazo, no hemos encontrado ninguna diferencia
entre los grupos, habiéndose mantenido todos ellos en
los porcentajes habituales en nuestro programa (Tabla
3). Es importante tener en consideracion que para va-
lorar la calidad embrionaria hemos incluido no sélo
los habitual es scores morfol 6gicos sino también para-
metros funcionales como la tasa de implantacion, la
tasa de aborto y la supervivencia a los procesos de
congelacion y descongelacion (Tabla 4).

Tabla3
Resultados de fecundacién in vitro. Respuesta a la estimulacién

Tubdrico  Masculino Sin Endometriosis
diagndstico
Tasa Fecundacion (%) 68,4 68,2 719 718
Embriones 68+1 72+09 65+06 61+11
Scoreembrionario  81+1 84t1 84t1 82+t1
Tabla 4

Resultados de fecundacion in vitro. Embarazo.

Tub&ico Masculino Sin Endometriosis
diagnostico
Punciones (n) 475 306 409 293
Embarazo (n) 1¢ 145 165 125
Tasa embarazo/puncion (%) 38,7 474 403 27
Tasa Implantacion (%) 237 25 243 28
Tasa de aborto (%) 16,3 138 176 144

Hemos querido analizar también los resultados de
nuestro programa de cultivo prolongado para evaluar
si las pacientes con endometriosis tenian peores tasa
de blastocyst y tasas de embarazo més bajas con este
tipo de transferencias. Nuestros resultados en el gru-
po de estudio han sido comparables con los obtenidos
en los grupos control, evidencidndose asi que la cali-
dad embrionariay la receptividad endometrial de es-
tas pacientes no esta alterada por la endometriosis
(Tablab).

Considerando el abordaje global que debemos
ofrecer a estas pacientes hemos analizado los embara-
zos obtenidos en el colectivo de 1.571 pacientes diag-
nosticadas de endometriosis en el periodo 2001-2005.
A efectos de la validacion de os resultados hemos in-
cluido solo las pacientes con edades comprendidas
entre 25y 40 afios que tuvieran deseo gestacional.

El tratamiento laparoscopico fue la primera etapa
terapéutica en 483 pacientes (30,7%) y de éstas, 260
deseaban una gestacién (53,6%). En este grupo se ob-
tuvieron 141 embarazos (54,2% de las pacientes que
deseaban gestacion). Es interesante tener en cuenta el
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Tabla5
Criiotransferencias

Tub&ico  Masculino Sin
Endometriosis
diagnostico
Ciclos 119 75 95 51
Supervivencia (%) 69 76 80 0
Embarazos (n) 29 20 23 13
Emblcriotransfer (%) 24 26 24 25

tiempo medio transcurrido hasta obtener la gestacién
que fue de 11,2 meses (1-66 m).

Entre las pacientes que no consiguieron un emba-
razo, 72 pasaron a FIV y llevaron a cabo 92 puncio-
nes foliculares obteniéndose 28 embarazos (30,4%
embarazo/puncion). También acudieron a FIV 110
pacientes diagnosticadas de endometriosis que rehu-
saron la cirugia. Estas pacientes se sometieron a 139
punciones foliculares consiguiendo 41 embarazo
(29,4% embarazo/puncién).

Es interesante conocer el efecto de la edad de la
paciente sobre el rendimiento de las dos opciones te-
rapéuticas. Asi, vemos que el 62,2% las pacientes de
< 34 afios que se operaron consiguieron un embarazo
y lo hicieron en un tiempo medio de 12,5 meses (1-
66). Las pacientes de = 35 afios que fueron interveni-
das consiguieron una tasa de gestacion del 30,8% en
un plazo medio de tiempo de 6,6 meses (1-14 m). En
las pacientes que pasaron a FIV, pudimos observar
gue las pacientes de < 34 afos alcanzaban tasas de
embarazo més altas que las de = 35 afios tanto si ha-
cian FIV como primera opcion (21/64 - 34,4% v.s.
6/30 - 21,4%) como si llegaban directamente a FIV
sin someterse a cirugia previa (28/173 - 38,4% v.s.
13/66 - 19,7%).

DISCUSION

En la actualidad existe suficiente informacion
cientifica para intentar clarificar ideas y conceptos
sobre el posible rendimiento que presentaran las pa-
cientes estériles afectas de endometriosis cuando son
sometidas a técnicas de fecundacion in vitro.

Es evidente que estas pacientes que han sufrido
frecuentes intervenciones quirlrgicas en sus ovarios
para extirparles quistes endometriosicos, ven reduci-
do su pool de foliculos ovéricos aptos para ser reclu-
tados en un ciclo de estimulacién de la ovulacion.

Al igual que sucede en nuestra serie son numero-
sos los articulos que indican que estas pacientes de-
ben ser tratadas con fecundacién in vitro si transcurre

mas de un afo desde la intervencion quirdrgicay no
se ha producido el embarazo (12-14).

Se admite también que aunque no hayan sufrido
ninguna intervencion quirdrgica, las pacientes con
endometriosis tienen una peor reserva ovaricay tien-
den aresponder peor alos protocol os de estimulacién
habituales, es decir existe un cierto consenso para
aceptar que lafisiologia folicular de estas pacientes
esta alterada y sea cual sea el estadio, es probable que
necesiten mayor estimulacion y que produzcan menos
ovocitos (16). Por este motivo, muchos de |0s estu-
dios que presentan peores resultados en el grupo de
endometriosis los atribuyen mas a la reduccién del
numero de ovocitos disponibles que a la disminucion
de las tasas de fertilizacion o a problemas sistémicos
tales como el potencial compromiso autoinmune que
pueden presentar estas pacientes.

Tampoco se confirma en nuestro estudio la exis-
tencia de una menor calidad embrionaria'y una peor
capacidad de implantacion. Muestras de embarazo
clinico evolutivo, de implantacion y de aborto son
normales y totalmente comparables con las obtenidas
en otras indicaciones. Otra variable que se acepta en
la actualidad es la ausencia de relacion existente entre
el estadio de la enfermedad, la posible existencia de
endometriomas y latasa final de embarazo alcanzada
(17-19). Cabe pensar por consiguiente que el poten-
cial de los ovocitos y embriones de estas pacientes
debe ser considerado normal. Finalmente, su normal

Tabla 6
Influencia de la edad e la tasa de embarazo tras
cirugia de la endometriosis
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capacidad de implantacion se pone de relieve cuando
estas pacientes reciben ovocitos donados e implantan
correctamente e igual que pacientes afectas de otras
patologias (20).

Como conclusiéon me gustaria enfatizar que en
nuestra opinioén las pacientes estériles que sufren una
endometriosis que no quedan gestantes tras cirugia,
son tan buenas candidatas para ser sometidas a IVF
como las pacientes con esterilidades de cualquier otro
origen. Por otra parte, aunque tuvieran realmente un
peor pronostico en IVF, ¢dejariamos de aceptarlas en
los programas de | VF cuando ésta es indiscutible-
mente su Ultima posibilidad terapéutica para conse-
guir un embarazo? Creo que nuestro deber es infor-
mar adecuadamente a las pacientes acerca de las
opciones adecuadas y de |as posibilidades de éxito es-
perables en su caso.
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CRIOPRESERVACION DE TEJIDO OVARICO

La supervivencia después del cancer es cada vez
mejor, sin embargo, y a pesar de que se han realizado
grandes esfuerzos en el area de la preservacion de la
fertilidad, aun no se ha encontrado la solucién ideal
para proteger la funcién gonadal de la agresion que
representa la terapia contra el cancer. La incidencia
del cancer infantil estda aumentando, a la vez que au-
menta la esperanza de vida después del cancer. Uno
de cada 650 nifios desarrollara un cancer y actual-
mente, 75-80% de los nifios con cancer sobrevivira
tras 5 afos del diagndstico [1]. En el afio 2010, uno
de cada 250 jovenes entre 20 y 29 afios serd supervi-
viente de un cancer en su infancia [2]. De esta mane-
ra, el nUmero de mujeres jovenes supervivientes al
cancer esta creciendo y por tanto, la demanda de al-
guna solucién encaminada a preservar la fertilidad a
pesar del tratamiento oncoldgico. El efecto sobre los
ovarios consiste en la aparicion de un fallo ovarico
precoz (FOP), consecuencia de la sensibilidad de los
ovarios a los quimioterapicos (especialmente a los
agentes alquilantes) y alas radiaciones ionizantes. La
gonadotoxicidad producida por estos tratamientos es-
ta relacionada directamente con la edad, el agente te-
rapéutico y las dosis administradas y se estima que el
42% de las nifias y mujeres jovenes que recibe qui-
mioterapia y/o radioterapia desarrolla un fallo ovéri-
co precoz antes de los 30 afios [3, 4]. Las distintas
estrategias proteger y conservar la funcién ovéricaen
pacientes oncoldgicas incluyen el uso de andlogos de
la GnRH, la trasposicion quirdrgica de los ovarios, la
criopreservacion de ovocitos maduros e inmaduros,
la criopreservacion de embriones y la criopreserva-
cion de tgjido ovarico [5]. De todas éstas, la criopre-
servacion de embriones es la Unica opcion clinica-

mente establecida con buenos resultados ya que se
consiguen tasas de recién nacidos vivos similares a
las obtenidas con embriones frescos. Sin embargo, la
congelacion de embriones en nifias y adolescentes no
esta indicada, ademas, en mujeres sin pareja seria ne-
cesario el uso de semen de donante, 1o que alin gene-
ra cierta controversia, entre otras razones porque €l
prondstico del cancer sigue siendo incierto para cada
caso. Otro inconveniente, tanto para la congelacion
de ovocitos como para la de embriones, es la necesi-
dad de la estimulacién ovérica, en la que es necesario
el uso de gonadotropinas, que, por otra parte, esta
contraindicado en neoplasias hormonodependientes.
Ademas, hace falta tiempo hasta conseguir una res-
puesta ovérica adecuada, y en muchos casos se debe
priorizar €l inicio de laterapia oncol égica.

La congelacion de tejido ovarico, ofrece la posibi-
lidad de restablecer la funcion ovérica hormonal, o
gue no sucede con la congelacion de ovocitos o em-
briones.

Asi, la congelacion de corteza ovérica, representa
la mejor opcidn posible en nifias, adol escentes, muje-
ressin pargjaen las que no esté indicado el uso de se-
men de donante, en los casos en los que esté con-
traindicada la estimulacion ovéricay en aquellos
casos en 1os que no haya tiempo suficiente para dicha
estimulacion [6].

El tejido cortical ovérico, una vez descongelado,
puede trasplantarse ortotopicamente (en su locus na-
tural) y/o heterot6picamente (en cualquier otralocali-
zacion), pero el trasplante ortotépico ofrece una gran
ventaja, la posibilidad de alcanzar una maternidad na-
tural. En el afio 2002 nuestro grupo inicid un proyec-
to de investigacion para desarrollar la técnica de de-
corticacion ovarica y trasplante ortotopico, dicho
trasplante se llevd a cabo en fresco en 12 mujeres de
entre 37 y 45 afios, con indicacion de histerectomia
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simple por patologia uterina benigna (REF Sanchez
Cuadernillo). Las pacientes fueron sometidas a selec-
cion de corteza ovérica, previa comprobacion del sta-
tus hormonal basal (Estradiol y FSH en suero, entre
€l segundo y €l quinto dias del ciclo) y de la existen-
cia de ovulacién (Progesterona en suero entre los dias
22y 24 del ciclo) y administracion de anovulatorios
en el ciclo previo alacirugia. En el protocolo opera-
torio, se procedio alareseccién de la corteza del ova-
rio izquierdo. Para el procesamiento, se procedio ala
eliminacion de restos de médula, sangre o cualquier
otra impureza, y se cortaron en laminas de 1mm de
espesor aproximadamente. Una muestra se remitio al
|aboratorio de Anatomia Patoldgica para su evalua-
cion. El resto se conservod en el medio de cultivo
Ham.s F10 hasta su trasplante. A continuacion se pro-
cedi6 alareseccién y procesamiento de la corteza del
ovario derecho del mismo modo que en €l ovario iz-
quierdo. Las laminas se sumergieron en solucion
crioprotectoray se procedi6 ala congelacion de las
mismas. A continuacion, se realizé la aplicacion de
lals laminals de la corteza del ovario izquierdo sobre
el lecho medular del ovario derecho. Finamente, se
realizo histerectomia simple, manteniendo el flujo
sanguineo que llega a los ovarios. Siempre que no
exista contraindicacion técnica se criopreservara la
corteza del ovario derecho por su aporte vascular mas
directo que el izquierdo desde los grandes vasos.

El seguimiento post-operatorio se realiz6 men-
sualmente durante un afio y cada dos meses durante
el segundo afio. Asimismo realizamos el seguimiento
a un grupo control de 5 mujeres de las mismas eda-
des, sometidas a histerectomia simple. Los resultados
obtenidos fueron: en once de los doce casos (91,7%)
y en cuatro de los cinco controles (80%) (p=0,642)
pudimos detectar ovulaciones (mediante ecografia
vaginal y niveles de Progesterona = 5ng/ml). Los di-
ferentes patrones de los nivles séricos de FSH quedan
reflejados en la Figura 1. En el patrén 1 (5 casos,
41,7%) se mantienen los niveles basales normales de
FSH de forma comparable a los controles, mientras
que €l tipico patron 2 de incremento de FSH tras la
cirugiay posterior disminucion hasta niveles <20
mlU/mL tras 240 dias (2A) y 150 dias (2B) se obser-
vO en 6 casos (50%); desafortunadamente en 2B (2
casos) se produjo después una elevacion alcanzando
niveles menopalsicos. Solo un caso (patron 3) mostré
una elevacion de FSH desde la cirugia reflejo del ce-
se de lafuncion ovarica

Respecto a la sintomatologia climatérica, incluso
en el caso de elevacion mantenida de FSH los sinto-
mas referidos por las pacientes han sido hasta la fe-
cha escasos y nunca de suficiente entidad como para

decidir someterse al autotrasplante del tejido ovérico
congelado. Tan solo una paciente, de 48 afios, preciso
terapia hormonal sustitutiva pero discontinud su uso
por remision de la sintomatologia y esta no volvié a
presentarse.

Este protocolo se disefié especiamente para mini-
mizar laisquemia. Dos factores principales se han re-
lacionado con la pérdida folicular que se produce en
el trasplante de tejido ovarico tras congelacion/des-
congelacion; los propios procesos asociados a la crio-
preservacion y la isquemia/reperfusion asociada al
trasplante. Parece, sin embargo, que es la isquemia €l
factor principal, ya que la pérdida folicular atribuible
al dafio por la criopreservacion no es estadisticamente
significativasi se compara con la producida en el teji-
do trasplantado en fresco [7].

Respecto a lugar de reimplante nuestra eleccion
es la propia médula ovarica por diferentes razones re-
lacionadas con la disminucion de laisquemia o el da-
filo producido por la misma. El mantenimiento del flu-
jo vascular esta asegurado por la arteria ovarica.
Ademas existen diversas evidencias que apuntan al
trasplante ortotdpico de corteza ovarica como técnica
de eleccion: la decorticacion ovérica, manteniendo in
situ la médula, permite conservar inalterada la red
neuronal simpatica y sensitiva que acompana a los
vasos del hilio ovarico y que tiene un efecto antia-
poptético a nivel folicular. La médula ademas se cree
gue juega un papel en el desarrollo folicular [8, 9] vy
la estreroidogenesis [10]. Con la aplicacion de técni-
cas muy similares han sido publicados nacidos vivos
tras gestacién espontanea tras autotrasplante de frag-
mentos de corteza ovarica descongelada en una mujer
con FOP producido por €l tratamiento de enfermedad
de Hodgkin [11], tras trasplante en fresco de dos ter-
cios de la corteza ovarica entre hermanas gemelas
monociga6ticas una de las cuales habia presentado un
FOP [12] y tras FIV después de autotrasplante de teji-
do congelado también en una paciente con FOP por
quimioterapia [13].

En Resolucion de 1 de febrero de 2005 de la
Conselleria de Sanidad de la Comunidad Valenciana
se concedi6 la acreditacion para la actividad de
Extraccion e Implante de Tejido Ovéarico Autélogo a
Hospital Doctor Peset Aleixandre. De forma simulté-
nea se cred un Banco de Tejido Ovarico en el Centro
de Trasfusion de la Comunidad Valenciana (REF
Sanchez Cuadernillo).

Desde la puesta en marcha de este programa 58
mujeres han sido intervenidas seguin protocolo descri-
to. Se ha practicado Reseccion unilateral de la corteza
ovarica, preferentemente derecha. El procesamiento
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Figural
Nivelesde FSH alo largo del seguimiento de dos afios en pa-
cientes sometidas a auto-trasplantre en fresco de corteza ovarica

del tejido ovarico se lleva acabo en el Centro de
Transfusion de la Comunidad Valenciana.

El tiempo transcurrido desde la obtencion del tejido
hasta el inicio de su manipulacion para el almacena-
miento (tiempo de isquemia) no debe superar las 24 ho-
ras, tiempo durante €l cual las muestras deben permane-
cer en unas condiciones de temperaturaentre 2 y 6°C.

De las 58 mujeres intervenidas, 52% tienen 30
anos o mas en el momento de la cirugia. El motivo
mas frecuente por el que se someten las pacientes al
protocolo de congelacion de corteza ovérica es el
cancer de mama (44%), seguido por la Enfermedad
de Hodgkin (25%). Entre el resto de indicaciones
destacan: el cancer de ovario, sarcomas de diferente
localizacion, cancer de colon, leucemia, patologia
ovérica benignay LES. Cabe destacar que el 50% de
las pacientes ya han recibido algun tipo de tratamien-
to antineopl ésico antes de la cirugia.

Una vez las pacientes se encuentren libres de en-
fermedad, su oncdlogo lo considere oportuno y pre-
senten FOP |as pacientes se someteran a una nueva
cirugia, en la que se realizara un implante de la corte-
za descongelada sobre la médula del ovario que se
dej6 intacto, previa reseccion de su corteza.

CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS

La poblacién que se puede beneficiar con la crio-
preservacion de ovocitos es bastante amplia. Como
ya se ha mencionado, esta técnica es otra alternativa

para preservar lafertilidad en mujeres con cancer que
han de someterse a terapia oncol 6gica, aunque en es-
tos casos su utilizacion se ve restringida por €l tipo de
cancer y porque €l inicio del tratamiento oncoldgico
es casi siempre inminente. La congelacion de ovoci-
tos también puede ser una indicacion, en las mujeres
que por multiples motivos, entre los que podemos ci-
tar edad avanzada, falta de pareja, situacion laboral o
socio-econdmica, deseen preservar la fertilidad para
circunstancias futuras. Por otra parte, la creacion de
bancos de ovocitos serd una valiosa alternativa para
el tratamiento de mujeres con problemas de anovula-
cioén ya que su almacenamiento en bancos, permitira
una mayor rapidez, eficienciay seguridad paralas re-
ceptoras de los programa de ovo-donacién. La dispo-
nibilidad inmediata de ovocitos que hayan cumplido
un tiempo de cuarentena, de manera semejante a lo
que ocurre con los bancos de semen, hara innecesaria
la sincronizacion entre donante y receptora, simplifi-
cando considerablemente el funcionamiento de los
programas de ovo-donacion. Ademés, de esta manera
se lograra reducir en gran medida las cada vez mas
largas listas de espera.

Finalmente la congelacion de ovocitos se puede
plantear como solucién al problema que genera la
congelacién de embriones “sobrantes’ de los progra-
mas de reproduccion asistida. Rutinariamente, en los
centros de Fecundacion in vitro, se produce un nime-
ro considerable de embriones que finalmente no son
transferidos y tienen que almacenarse para su poste-
rior utilizacion. En un alto porcentgje de los casos,
estos embriones no son reclamados por sus progeni-
tores haciendo que €l nimero de embriones “abando-
nados” en los bancos de almacenamiento, sea cada
vez mayor. El destino de estos embriones es variado:
pueden ser donados a otras parejas, donados a inves-
tigacion o descartados. Cualquiera de estas opciones
origina controversia'y obliga a disquisiciones de tipo
ético y por supuesto legal. La congelacion de ovoci-
tos es una excelente alternativa a la congelacion de
embriones, ya que reduce la creacion de los mismosy
por tanto su almacenamiento.

Histéricamente, la congelacion de ovocitos ha si-
do mucho menos eficiente que la de embriones.
Existen varias razones que justifican estas diferen-
cias. En primer lugar, la arquitectura de la célula un
juega un papel primordial. El ovocito esta altamente
especializado para la Unica funcién de generar un
nuevo individuo; por consiguiente, posee numerosas
caracteristicas Unicas. Su gran tamafio (diametro total
es de 150 um), indica que el ovocito es una célula
con un area 'y volumen superiores si comparamaos con
células somaticas o con el gameto masculino. Esta
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caracteristica hace que el intercambio a través de la
membrana que ocurre durante el proceso de congela-
cion sea mucho mas complejo ocasionando serios
problemas que afectan viabilidad post descongela-
cion. Fruto del intenso trabajo en el area de criopre-
servacion de ovocitos se han logrado solucionar dife-
rentes problemas producidos en los ovocitos
congelados, como son el endurecimiento de la zona
pellcida que ocasiond bajas tasas de fecundacion y la
liberacién prematura de los granulos corticales, prin-
cipal responsable de altos indices de poliespermia
[14-16].

En la actualidad, los focos de interés por parte de
la comunidad cientifica con respecto a la congelacion
de ovocitos, son el estudio de la recuperacion de los
husos meidticos tras la descongelacion y por otra par-
te la mejora de las tasas de supervivencia, con proto-
colos més simplificados y medios de congelacion mas
inocuos.

En el ovocito en metafase 11 (MI1) los cromoso-
mas estan circunscritos al huso, y sin la presencia de
la membrana nuclear, 1o que puede considerarse co-
mo un estado relativamente inestable. El huso meidti-
€O, es una estructura del citoesgueleto compuesta por
microtubulos, l0s que presentan una gran capacidad
de responder rapidamente a diferentes cambios fisio-
| 6gicos mediante mecanismos de ensamblaje y des-
ensamblaje de sus fibras [17]. Las alteraciones del
huso meiético, ocasionadas por la exposicion alos
crioprotectores y/o la temperatura, estan bien docu-
mentadas [18-20]. Varios estudios demuestran que el
huso meidtico puede re-polimerizarse correctamente
tras la descongelacion [17, 20-23].

En unarevision de 16 articulos publicados desde
1994 hasta el 2005, en los que se estudia la recupera-
cion de husos mei 6ticos de ovocitos humanos, conge-
lados por diferentes métodos, la cifra de husos morfo-
|6gicamente normales es de 72.7% con 67.1% de
placas metafisicas compactas y sin dispersién cromo-
sdmica. Esta cifras fueron de 87.2% y 83.4% respec-
tivamente para los controles. En los Ultimos afios se
ha prestado especial atencién ala dinamica de la re-
cuperacion de los ovocitos descongelados con rela-
cion al tiempo que pasan en cultivo a 37°C tras la
descongelacion, encontrando una relacion entre estos
dos parametros. Asi, con la observacién inmediata de
los ovocitos descongelados la proporcién de ovocitos
con husos re-polimerizados es tan solo del 5%. Si los
ovocitos permanecen entre 1-2h en cultivo, esta cifra
sube a un 76%, alcanzandose |la maxima recuperacion
(93% de husos morfol 6gicamente normales), a las
tres horas de cultivo[22]. En nuestra experiencia, la

recuperacion de husos normales tras 3 horas de culti-
VO in vitro es de 78,2%, con 89,4% de placas metafi-
sicas compactas y en el ecuador del huso. Estas cifras
fueron de 80,6% y 85,7% para los controles. No obs-
tante, no sabemos si la re-polimerizacion de huso
meiotico va ligada a un correcto funcionamiento del
mismo. En este sentido es imprescindible la realiza
cion de estudios que analicen la constitucion cromo-
sdmica de los embriones generados a partir de ovoci-
tos congelados. Existen pocas publicaciones que
informen sobre este aspecto [24, 25]. En el Instituto
Valenciano de Infertilidad (1V1), en colaboracion con
el Departamento de Ginecologia y Obstetricia de la
Universidad de Perugia (Italia), hemos realizado un
estudio en el que se utiliza la técnica de hibridacién
in situ fluorescente para el analisis cromosémico de
embriones generados a partir de ovocitos criopreser-
vados [24]. La proporcién de embriones anormales
tras la descongelacién y microinyeccién de ovocitos
de donante fue del 28.6%, comparable con el 26%
observado en el grupo control, formado por embrio-
nes procedentes de pacientes incluidas en nuestro
programa de diagndstico preimplantacional por enfer-
medades ligadas al sexo. Estos resultados sugieren
que, en principio, con la criopreservacion de ovocitos
no existe un riesgo de generacion de embriones cro-
mosodmicamente anormales superior al de una pobla-
cion control, no obstante es preciso continuar con es-
ta linea de trabajo, antes de elaborar conclusiones
definitivas.

En cuanto a la mejora de las tasas de superviven-
cia, cabe destacar que se ha venido trabajando inten-
samente en las Ultimas dos décadas, tanto en la mejo-
ra de los métodos de congelacion lenta como en |la
vitrificacion. En el método de congelacion lenta, se
han introducido variantes entre las que podemos
mencionar lainyeccién intra-citoplasmatica de trealo-
sa previo ala congelacion [26, 27], el incremento de
la concentracion de sacarosa en el medio de congela-
cion [28], o la sustitucion de sodio por colina en €l
medio base [29]. De éstas alternativas, las dos Ulti-
mas han sido probadas con éxito, consiguiéndose re-
cién nacidos vivos sanos (Tabla 1).

Por otra parte, la utilizacion de colina en el medio
de congelacidn, en lugar de sodio, tiene por objeto
minimizar el efecto de soluto durante la congelacion-
descongelacion, ya que la membrana del ovocito no
es permeable ala colina, y por tanto, la concentracion
intracelular de electrolitos no se vera incrementada
durante el proceso [30]. También es probable que la
colina no sblo ejerza su poder benéfico modificando
el balance de sodio, si no también por un efecto esta-
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Tablal
Resultados clinicos del método lento, con diferentes modificaciones

*Case Rreport . U= Gestacion Unica; G= Gestacion gemelar

Referencia Método N° Ovo. SV %
Lento Descong.

Porcu et a 2000 0,2M sac. 1502 54,1

Winslow et al 2001 0,2M sac. 324 68,5

Yang et al 2002 0,2M sac 112 70,9
(donante)

Chen et a 2002* 0,3M sac 8 100
Quintans et al 2002 0,1M sac ? 63
_Na,_Coalina
Bataglia et al 2003* 0,3M sac 20 50
Fosas et a 2003 Lento 88 89,

0,3M Sac (donante)
Boldt et al 2003 0,2M sac. 90 74,4
_Na,_Coalina
Azambujaeta 2005 0,1IM sac 276 62.3
_Na,_Coalina
Jain et a 2005 0,3M sac 103 71
_Na,_Coalina
Chen et a 2005* Lento 159 75
0,3M Sac.
Levi Setti et a 2006* Lento 2900 69,9
0,3M Sac.
Borini et a 2006 Lento 927 74,1
0,3M Sac

Fec.% Gestacion  Impl.%  Aborto RNV
N(%) N(%)
57,7 16/92(17,4) ? ? 14
80,8 11/42(26,2) 13,5 1(11) 16
(8U,3G)

86,4 11/24(45,8) 25,3 ? 14
57 s 25,3 - En curso
59 6 25 4 2+1

En curso
89 s 66,6 - En curso
734 47(571) 19,2 - 5
(3U,1G)
59 4/11(36,4) 16,6 ? ?
(3U,1G)

69,2 8(25) ? 3(27,6) Encurso
66 5/9(56) 26,7 - En curso
67 7/21(33) 1 - 4+3

En curso

67,5 18/145(12,4) 5,7 6(33) 13
76 18/185(9,7) 5,2 3142 4+11

ongoing

bilizador directo sobre las membranas celulares, ya
que la colina es un componente de los fosfolipidos de
las mismas [29, 31, 32].

Las publicaciones realizadas en 1998 por Stachecki
y col. [30, 32] ilustraron el efecto de la sustitucion de
sodio por colina con ovocitos de raton. Estos autores,
obtuvieron no solo mejores tasas de supervivencia en
medio de congelacion con sustituto de colina, si no
también mejor fecundacion y desarrollo a blastocisto.
Fue asi como del resto de la comunidad cientifica em-
pezd a interesarse por |os efectos benéficos del uso de
colina en el medio de congelacion (Tabla 1). Asi, en
el 2002 se publica el primer recién nacido vivo en la
especie humana con este tipo de medio de congela-
cion. En los afos siguientes se han publicado otros
estudios que informan acerca de gestaciones conse-
guidas con esta modificacion de la técnica (Tablal).

Por otra parte, la vitrificacién como otra técnica
de criopreservacion de ovocitos, ha venido ganando
cada vez mas adeptos, especialmente durante los Ulti-
mos tres afos. Esta es una técnica de congelacion ul-
tra- répida en la que no ocurre la formacion de crista-
les; en su defecto, el material solidificado toma una

consistencia vidriosa; de ahi el nombre que recibe.
Durante la vitrificacion, el liquido se torna cada vez
mas Vviscoso hasta que las moléculas quedan inmovi-
lizadas, la muestra deja el estado liquido y adquiere
propiedades de solido [33]. La ausencia de cristaliza-
cion, se consigue gracias al uso de altas concen-
traciones de crioprotectores y a las altas velocidades
de enfriamiento [34], para lograr este objetivo, existe
una concentracion critica de crioprotector [35].
Inevitablemente, el uso de crioprotectores a tan eleva-
da concentracion, trae consecuencias bioldgicas, no
solo por toxicidad quimica si no también osmdtica,
por el llamado efecto “chilling” [36]. Este efecto es
proporcional ala concentracion de crioprotector, por
tanto a menos crioprotector, menor dafio celular, aun-
que, resulta evidente que la concentracion de criopro-
tector debe ser la idonea para que ocurra vitrificacion
y no congelacion. Para conseguir este objetivo, exis-
ten varias estrategias como son incrementar la veloci-
dad del proceso, disminuir la concentracion de crio-
protector a niveles compatibles con el fenémeno de la
vitrificacion y disminuir el volumen en el que se vi-
trifican las muestras. El incremento en la velocidad
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del proceso ofrece la ventaja de reducir el estrés os-
motico que causa la alta concentracion de crioprotec-
tor. Utilizando vel ocidades de 15000 a 30000 °C/min,
por g emplo tras inmersion directa en nitrégeno liqui-
do (-196°C), de muestras tratadas con altas concentra-
ciones de crioprotector a 25°C, se logran velocidades
de 221°C/seg 0 26520°C/min [35, 36]. Con respecto a
la desvitrificacion, los experimentos que han dado
mejores resultados, son aquellos en los que se llevan
las muestras de -196°C directamente hasta 37°C con
lo que se alcanzan velocidades de 233°C/seg 0
4460°C/min [37].

Con las pajuelas convencionales de 0,25ml el li-
mite de velocidad de vitrificacion/desvitrificacion es
<2000°C/min, resultando claramente insuficiente
[36]. Ademas, un estudio revel6 que tras la vitrifica
cioén de ovocitos de ratdn en estas pajuelas conven-
cionales, se presentan serias alteraciones en el huso
meiotico [38]. Disminuyendo el volumen de la mues-
tra, utilizando sistemas de soporte de minima capaci-
dad (=1ul), se pueden lograr las velocidades desea-
das. Para este fin, se han disefiado una variedad de
sistemas de soporte. Entre estos encontramos, rejillas
de microscopia electrénica (EM) [39, 40], pipetas pa-
ra decumular (FDP) [41], bucles de nylon (cryoloops)
[42-44], rejillas de nylon [45] y microgotas [46] pa-
juelas plasticas estiradas (OPS y CPS) [37, 38, 47].
Todos ellos se han utilizado con mayor o menor éxito
en diferentes especies de mamifero, incluyendo la hu-
mana. El sistema OPS, del inglés “open pulled
straw”, desarrollado por Vajtay col. [36] consiste en
la utilizacion de pajuelas convencionales estiradas
manualmente tras la aplicacién de calor. Los primeros
experimentos con OPS se realizaron con ovocitos de
bovino, en los que se consiguieron gestaciones [36].
La gran desventgja de este sistema, es €l riesgo po-
tencial de contaminacion del material por contacto di-
recto con nitrégeno liquido [48]. Todos |os demés sis-
temas abiertos como EM, cryoloops, rejillas de nylon
etc. presentan este mismo inconveniente. En el 2001
Chen'y su grupo, publicaron un estudio en el que mo-
dificaron el sistema de carga del OPS, al que llama-
ron CPS, del inglés “closed pulled straw” [47]. El
CPS tiene las mismas caracteristicas del OPS, en
cuanto arapida transmision de los cambios de tempe-
ratura, pero gracias al método de carga de la mues-
tras, éstas quedan aisladas del medio externo. En €l
estudio con ovocitos de raton publicado por Chen
[47], se comparan las tasas de supervivenciay recu-
peracion morfoldgica de husos meidticos al vitrificar
con CPS, OPS, EM y pajuelas convencionales. Este
estudio demostré que el sistema CPS ofrece tasas de
supervivencia del 79% y un 90% de recuperacion de

husos normales, siendo éstos resultados méas ventajo-
sos que los obtenidos con los otros sistemas.
Recientemente Kuwayama et a ha disefiado un nuevo
dispositivo (Cryo-top) en el que el volumen que con-
tiene las muestras se ha reducido alin més (volUmenes
inferiores a 0.1 pl) [49]. La experiencia de este grupo
y otros con el uso del cryotop en humanos ofrece
muy buenos resultados (Tabla 2). De nuevo, el gran
inconveniente de este sistema es que los ovocitos en-
tran en contacto directo con el nitrégeno liquido.
Muy recientemente se ha introducido en el mercado
un sistema llamado Cryo tipTM, cuya principal ven-
taja es que es un sistema cerrado. Este dispositivo,
basado en su antecesor CPS, consiste en un capilar
plastico de un diametro interno de = 200 um, que
permite vitrificar las muestras en un volumen de ~ 1
pl de medio, con la ventagja de esta preparado para se-
Ilar con calor en los dos extremos, de tal manera que
las muestras quedan completamente aisladas del exte-
rior. Los primeros resultados obtenidos en humanos
con este sistema, han sido publicados hace muy po-
cos meses por Kuwayama et al [50]. Segun estos da-
tos el Cryo tip™ aporta una solucion practicay simple
para resolver el problema de la hipotética contamina-
cién por contacto directo con nitrégeno liquido, ofre-
ciendo muy buenos resultados, comparables a los ob-
tenidos con el Cryo-top. El Cryo tip™ se ha
empezado a comercializar muy recientemente en
Europa. A laluz de los datos de que disponemos ac-
tualmente, este sistema parece ser una alternativa
bastante eficaz ya que permite obtener excelentes re-
sultados con un sistema cerrado de vitrificacion. Si
embargo, es necesario reunir mas datos acerca de los
resultados, con el fin de afianzar esta nueva tecnolo-
giaen el campo de la criobiologia 'y lograr asi su in-
corporacién definitivaalaclinica

Finalmente, no cabe duda de que se han consegui-
do importantes mejoras en los resultados obtenidos
con la congelacion de ovocitos. La experiencia acu-
mulada desde que se consiguio la primera gestacion
en 1988, se refleja en los cerca de 200 nacidos vivos
sanos gue se cuentan actualmente en todo el mundo,
lo que indica que con esta técnica es posible la recu-
peracion de ovocitos intactos tanto fisiol6gica como
cromosomicamente. No obstante, es necesario definir
otros alcances de esta técnica, como el rendimiento
por ciclo estimulado, y definir la proporcién de em-
briones cromosdmicamente normal es.

En Resolucion de 2 de Julio de 2004 y conforme a
lo dispuesto en el Real Decreto 120/2003, de 31 de
Enero; la Comision Nacional de Reproduccion
Asistida, concedi6 el informe favorable al “Proyecto
de Experiencia Controlada de Fecundacién de
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Tabla 2
Resultados clinicos de la vitrificacién con diferentes sistemas de carga

Referencia Sistema  N°Ovo SV %
vitrificacion Desvit.
Kuleshova et al 1999* OPS 17 65,0
Yoon et a 2000 regjillas. ME 20 63.3
Yoon et a 2003 rgillas. ME 474 68.6
Katayama et al 2003* Cryo-top 7 100
Ruvalcaba et al 20058 Cryo-top 60 76,6
Chian et al 20058 Cryo-leaf 180 93,9
Kyono et a 2005* § Cryo-top 5 100
Kuwayama et a 2005 Cryo-top 64 91
Chaet al 20058 rgillas. ME 216 80,1
deoro+
slush LN 2
Kim et al 20058 rgillas. ME 233 70,8
Lucenaet a 2005 Cryotop 159 89,9

*Case Rreport . U= Gestacion Unica; G= Gestacion gemelar;  §Comunicaciones presentadas en ASRM 2005

Fec.%  Gestacion  Impl.% Aborto RNV
N(%) N(%)
455 s 100 1
433 3/7 (42,9) 9.3 2+1
En curso
717  6/28(21,4) 6.4 7
(5U,1G)
100 2(100) 29,2 2
82,6 8(80,0) 32,3 50,0 4
74,6 7(46,7) 20,4 En curso
100 s 100 1
89,6 12(41,4) ? 16,6 7+3
En curso
82,7 7(38,9) 13,1 En curso
38,8 7(58,3) 24,5 28,6 4+3
En curso
87 13(57) ? En curso

Ovaocitos Previamente Congelados’ presentado por €l

Instituto Valenciano de Infertilidad. En Resolucion de
6 de Mayo de 2005 de la Conselleria de Sanidad de la
Comunidad Valenciana, y conforme a lo estipulado
en el mencionado Real Decreto, concedio la autoriza-
cion para €l desarrollo de dicho proyecto, cuyo obje-
tivo principal es evaluar la posibilidad de conseguir
embarazos viables con ovocitos congelados. Este pro-
yecto esta definido en el marco de nuestro programa
de donacion de ovocitos. Para su gjecucion, las dona-
ciones de ovocitos se haran en dos fases. Una parte
de los ovocitos de cada donante se adjudicara en
“fresco” a una pareja receptora, estos pacientes for-
maran parte del grupo control. Los ovocitos restantes
de la misma donante, serédn congelados y almacena-
dos en un banco de ovocitos creado paratal fin, du-
rante un periodo minimo de seis meses. Para la crio-
preservacion se utilizara la técnica de congelacion
lentay la vitrificacion. Finalizado este tiempo se re-
petira toda la bateria de andlisis necesarios para com-
probar la sero-negatividad de las donantes. Tras estos
controles, los ovocitos seran descongelados y dona-
dos a otra pareja receptora, estos pacientes formaran
parte del grupo de estudio. En todos los casos las pa-
rejas de las receptoras aportaran semen normozoos-
pérmico. Latécnica de inseminacion empleada sera la
microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoi-
des (ICSI), tanto en ovocitos “frescos’ como en con-
gelados. En el diatres de desarrollo, se realizara la

biopsia de blastomeras, para su analisis posterior me-
diante técnicas de hibridacién in situ fluorescente
(FISH) para los autosomas 13, 16, 21, 22 y los sexua-
les, con el fin de verificar el estado de euploidia de
los embriones a transferir. Se analizaran tanto los em-
briones derivados del grupo control como los del gru-
po de estudio. La transferencia de embriones cromo-
somicamente normales se realizara en el dia cinco de
desarrollo embrionario. A todas las pacientes gestan-
tes se les indicara la conveniencia de realizacién de
amniocentesis en la semana 15 de gestacion. En la ac-
tualidad estamos desarrollando la fase de congelacion
y donacion/ transferencia en fresco.
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El fallo ovarico prematuro es la amenorrea por
déficit de hormonas sexualesy elevacion de los nive-
les séricos de gonadotropina, que se produce antes de
los 40 afios de edad. Puede ser espontanea o inducida
por quimioterapia, radioterapia u ooforectomia bila-
teral.

El fallo ovarico prematuro espontaneo puede ser
debido a causas genéticas, autoinmunes o ideopati-
cas. En estos casos, el ovario continla produciendo
pequenas cantidades de testosterona y androstenedio-
na que son convertidas en estrégenos a nivel periféri-
co. Existen claras diferencias hormonales en los ca-
sos de fallo ovarico prematuro por ooforectomia
bilateral o espontanea (Fig. 1) (1).

Recientemente, el Study of Women Across the
Nation (SWAN) ha sefialado una incidencia de 1,1%
de menopausias naturales antes de los 40 afos (2).
Este porcentaje representaria aproximadamente unos
70.000 casos en Espaiia.

La disminucion de los niveles de estradiol estan
asociados a sofocos, disfuncién sexual, depresion,
migrafia y sequedad vaginal. Sin embargo, al igual
gue estos sintomas son mas agudos en las mujeres
ooforectomizadas, en |os casos de menopausia pre-
matura no quirdrgica serian semejantes a la meno-
pausia natural.

La menopausia prematura esta asociada a la apa-
ricién prematura de osteoporosis y de enfermedad
cardiovascular (3,4). Incluso en casos de ooforecto-
mia bilateral se ha observado un aumento de las de-
presiones con suicidio (5). Sin embargo, las mujeres
con menopausia prematura presentan un menor ries-
go de cancer de mama (6).

Pero larealidad de las consecuencias de no tratar
y de tratar con Terapia Hormonal a las mujeres con
menopausia prematura no se conocen. Los Unicos da-
tos procedentes de ensayos clinicos randomizados, €l

Fgura 1
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Women's Health Initiative (WHI) con estrégenos y
gestagenos (7), y el WHI con estrégenos solos (8),
no pueden ser extrapolados a mujeres que son 20 6
més afios de media mas jovenes.

Existe, por lo tanto, un vacio de informacion que re-
sulta si cabe paraddjico; conocemos las consecuencias
de los beneficios y riesgos de la Terapia Hormonal en
mujeres de edad media de 63 afios (7,8) y no conoce-
Mos estos mismos efectos en las mujeres de 40 afios.

A nadie |le sorprende que, recientemente en un es-
tudio sobre menopausia prematura, Susan L. Hendrix
(9) concluyera con la necesidad de investigar, entre
otras, sobre las siguientes dudas:

¢La menopausia prematura es una enfermedad
gue necesita Tratamiento Sustitutivo?

¢Deberian ser tratadas estas mujeres con estroge-
nos solos o con gestégenos?
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¢Quétipoy qué dosis de Terapia Hormonal ?
¢Por cuanto tiempo: hastalos 48, 51 6 60 afos?
¢Es més segura la Terapia Hormonal en mujeres

con menopausia prematura que en las mujeres con
menopausia natural ?
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REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Ponencia

Estado actual de lainvestigacion en contracepcion masculina

Roberto Lertxundi

Euskalduna Ginecologia. Bilbao

1. PROLOGO

En el hombre actualmente existen dos métodos
anticonceptivos validos: el condén y la vasectomia.
El primero tiene los inconvenientes de interrumpir el
acto sexual, un elevado indice de fallos y alterar las
sensaciones coitales en la pargja. La vasectomiatiene
el inconveniente de no ser facilmente reversible.

El anticonceptivo ideal para el varén deberia
cumplir las siguientes condiciones:

1. Independencia del acto sexual.

2. Aceptable para el hombrey lamujer.

3. No interferir con la libido, potencia ni actividad
sexual del varon.

4. No tener efectos secundarios a corto ni largo
plazo.

5. No tener impacto en |la futura descendencia.

6. Ser igual 0 mas efectivo que los métodos feme-
ninos comparabl es.

2. USO DE METODOSANTICONCEPTIVOS
EN EL MUNDO (OMS 2002)

L Eima
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3. SITUACION ACTUAL DEL : “CONTROL
MASCULINO DE LA FERTILIDAD”

* 1/3 del total de métodos anticonceptivos utiliza-
dos en el mundo, dependen de la cooperacion
masculina.

* 80 millones de hombres en el mundo tienen reali-
zada la vasectomia. Es un nUmero semejante al
total de mujeres que utilizan la pildora u otros
métodos hormonales.

* Aumenta el deseo de los hombres en asumir res-
ponsabilidades en materia de control de la ferti-
lidad, no sdlo por razones socio-econdémicas, Si-
no también por razones de solidaridad e
igualdad. Asi lo confirman los estudios realiza-
dos en 2002 con la participacion de 9.342 hom-
bres en Europa (Escocia, Austria), USA,
Américalatina (Colombia, Brasil) e Indonesia.

La conclusién es que existe una evidente necesi-
dad de métodos reversibles masculinos de control de
lafertilidad.

4. SUSTANCIAS ANTICONCEPTIVAS

En el tiempo actual se han dejado de lado lineas
de investigacion que anteriormente fueron propues-
tas e incluso utilizadas para las primeras fases de en-
sayos clinicos en materia de anticoncepcién masculi-
nas:

- El aceite de Gosipol.

- El t. De Wilfordi.

- Lac. Maleata, etc.

En su momento la OMS formé un grupo de traba-
jo paralainvestigacion de sustancias halladas en
plantas medicinales, exdticas para los occidentales y
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en productos vegetal es con efectos anticonceptivos.
Se identificaron en 170 productos. Pero ninguno de
ellos resultén ser totalmente efectivo y carente de
graves efectos secundarios. Los estudios realizados
no pasaron en ninglin caso de lafasel.

5. ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis depende de las hormonas hi-
pofisarias 0 gonadotropinas LH y FSH. Estas a su vez
precisan de la hormona liberadora de Gonadotropinas
0 GnRH segregada en €l hipotdlamo. Las dos gonado-
tropinas LH y FSH actlan a través de receptores es-
pecificos localizados en €l testiculo, en las células de
Sertoli (FSH) y en las células de Leydig (LH). La
FSH induce la produccion de espermatozoides que
engloba cuatro fases:

1) Proliferacion y diferenciacion de las espermato-
gonias.

2) Desarrollo de espermatocitosy meiosis.

3) Espermiogénesis o0 elongacion de las espermati-
des redondas.

4) Espermiacion o liberacién de los espermatozoi-
des al tabulo testicular.

Este proceso dura entre 64 y 72 dias, 1o que expli-
ca que cualquier anticonceptivo hormonal masculino
precise de una fase de impregnacion de casi 3 meses
antes de conseguir la anticoncepcion.

La LH, en las células de Leydig, produce
Testosterona que también es responsable de la
Espermiogénesis intratesticular pero que ademas tie-
ne otras muchas funciones extratesticulares responsa-
bles de la masculinidad: Actla en laringe, en la ma-
duracién y densidad Gsea, en el crecimiento del vello
corporal y produccion sebacea, en el desarrollo mus-
cular, en el crecimiento y funcién de los genitales ex-
ternosy glandulas accesorias, y en la eritropoyesis.

Si se suprime la formacién de FSH sola se dismi-
nuye la formacion de espermatozoides pero no se
consigue la azoospermia.

Si se suprimen la formacion de FSH y LH si se
consigue la azoospermia pero se producen sintomas
de supresi6n androgénica como son la pérdida de libi-
do, alteracion del fenotipo masculino, pérdida de la
ereccion y alteraciones en la eritropoyesis y €l meta-
bolismo proteico, muscular, mineral y 0seo.

Por todo ello los principios de anticoncepcion hor-
monal masculina se han de basar en la eliminacion de
laLH y la FSH para conseguir la supresion de la es-
permatogénesis y de |la testosterona intratesticular
junto con la administracién de testosterona periférica
para mantener la masculinizacion y androgenicidad.

Se pueden conseguir estos objetivos mediante la
administracion de Testosterona sola o bien con la
combinacion de Testosterona con otras sustancias que
inhiban |a secrecién de gonadotropinas como los pro-
gestagenos o las sustancia inhibidoras (antagonistas)
delaGnRH.

6. EL PAPEL DE LOSANDROGENOS

Testosterona sola

La administracion de testosterona sola no sélo su-
prime la secrecion por la hipéfisisde LH y FSH sino
que, a mismo tiempo, sustituye la testosterona testi-
cular. Por ello ya en los afios 70 se iniciaron estudios
para suprimir la espermatogénesis con testosterona
aungue no fue hasta los afios 90 en que la OMS pre-
sentd un estudio en 4 continentes en €l que a volunta-
rios se les administraron 200 mg de Enantato de
Testosterona (ET) IM 1 vez por semana. Un 65% de
los varones desarrollaron Azoospermiay el resto
Oligozoospermia severa (< de 3 millones de esp./ml).

El porcentaje de embarazos era similar al conse-
guido con la utilizacion de preservativos, pero supe-
rior a ideal. Estos estudios demostraron la eficacia de
la testosterona sola pero persistian los siguientes pro-
blemas. Necesidad de inyecciones semanales; una de-
masiado alta proporcion de varones no llegaban ala
azoospermia; precisaba identificar a los no responde-
dores a tratamiento; y las altas dosis de testosterona
favorecian la aparicion de efectos secundarios.
Ademas |la respuesta era diferente en raza asiética
(91%) frente a raza blanca (60%). Todo ello hace
pensar que sea poco probable que la futura anticon-
cepcion hormonal masculina se base en testosterona
sola.

Se han estudiado una amplia variedad de prepara-
dos inyectables de testosterona de accion prolongada.
El de mayor duracién es el Buciclato de Testosterona
con una accion de 3 a 4 meses pero que no ha prose-
guido estudios debido a dificultades con laférmulay
toxicidad potencial.

El undecanoato de testosterona (UT) es un prome-
tedor agente a suprimir la espermatogénesis hasta ni-
veles comparables a ET pero administrado a interva-
los de 6 semanas que ademas parece se puede
espaciar mas a proseguir €l tratamiento.

L os efectos secundarios de la administracion de
testosterona son leves y reversibles a dejar de utili-
zarla. Incluyen un leve aumento de peso, disminucién
del volumen testicular, presencia de acné y disminu-
cion delas lipoproteinas de alta densidad (HDL).
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7. COMBINACIONES DE TESTOSTERONA
CON PROGESTAGENOS

La capacidad de la progesterona y los progestage-
nos sintéticos de suprimir la accion de las gonadotro-
pinasy la espermatogénesis es conocida desde hace
medio siglo. Los progestégenos solos producen pérdi-
dadelalibido, por ello se han estudiado en combina-
cion con testosterona para intentar conseguir una do-
sis menor de testosterona un mayor porcentaje de
supresién espermatogénica y una aceleracion en el
inicio de dicha accion.

Levonogestrel, desogestrel y etonogestrel son pro-
gestégenos utilizados en la contracepcion femenina que
combinados con preparados de testosterona de accién
prolongada abren nuevas vias en e tratamiento del va-
rén. Se utilizan como implantes subdérmicos que, aun-
gue precisan una minima intervencion para su coloca-
cion y extraccion tienen una accién més prolongada.

El acetato de Noretisterona (NET) es otro anticon-
ceptivo femenino inyectable de accion prolongada que
sorprendentemente ha sido poco estudiado en varones
pese a que se demostré azoospermiaen 5 varones alos
gue se administrén NET con testosterona. En estudios
recientes de NET con UT cada 6 semanas ha mostrado
gran eficacia en la supresion de gonadotropinas.

8. TESTOSTERONA CON ANTAGONISTAS
DE LAGnRH

Las combinaciones de testosterona con analogos
de la GnRH favorecen la reduccion de las dosis de
testosterona aumentando la proporcion de varones
que llegan a la azoospermia. Ofrecen un mas rapido
inicio de la accion anticonceptiva. Tienen el inconve-
niente de precisar inyecciones diarias 0 semanales y
un exagerado coste de las preparaciones que existen
actualmente. Persisten problemas con efectos secun-
darios del tipo de aumento de peso y alteraciones en
el metabolismo lipoproteico. Permiten introducir el
concepto de su utilizacién solo en el momento de la
induccion de la supresion de la espermatogénesis que
se podria mantener solo con testosterona.

9. ULTIMA REVISION COCHRANE (GRI-
MES 2005) SOBRE ANTICONCEPCION
HORMONAL MASCULINA

Conclusion general:

Se presentan aqui los datos mas relevantes de esa
revision, cuya busqueda bibliogréfica incluia estudios

publicados hasta febrero de 2003, habiéndose revisa-
do posteriormente el documento en febrero de 2005.
Hemos encontrado otro estudio mas de ese periodo
(Hair 2001) y uno muy reciente (Anawalt 2005), cu-
yos datos se incluyen en este documento.

Grimes encontraba que solo tres estudios analiza-
ban el embarazo como medida de resultados (WHO
1996; Pollanen 2001; Kamischke 2002).

La medida de resultado mas comuan fue el recuen-
to de espermatozoides expresado como una variable
dicotémica: azoospermia (ausencia de espermatozoi-
des) y oligospermia (variablemente definida como
una concentracion de espermatozoides < 1 millén, <
3 millones, 6 20 millones/ml).

Esta revision se centra exclusivamente en la azo-
ospermia como el resultado de interés principal por
tres razones.

Primero, posiblemente sera necesario lograr azo-
ospermia para una eficacia anticonceptiva adecuada
(Barfield 1797; WHO 1996; Kinniburgh 2001).
Segundo, las definiciones de oligospermia u oligos-
permia severa variaban de un estudio a otro, por esto,
se excluyeron las comparaciones entre los estudios.
Tercero, la mayoria de los estudios calcularon inco-
rrectamente la proporcion de hombres con oligosper-
mia al excluir aguellos con azoospermia del numera-
dor. Ademas los estudios en general no recogian de
manera consistente |os efectos secundarios de los tra-
tamientos, ni del tiempo transcurrido hasta la azoos-
permia.

En los estudios encontrados el nimero de partici-
pantes era bajo, con solo doce varones en el més pe-
quefio y 68 en el més grande. La duracion del segui-
miento era variable, con un rango desde las 24
semanas a los doce meses.

Presentamos a continuacion las tablas con los da-
tos principales de |os estudios aleatorizados que utili-
zaban como medida de efecto la consecucion de azo-
ospermia.

TABLAS. CARACTERISTICASPRINCIPALES
DE LOSESTUDIOS

Estudio Anawalt 1999

Participantes 36 varones en Seattle, Washington,
entre 20-46 afos, con historia'y exploracion fisi-
ca normales, niveles de gonadotropina normales,
tres andlisis de semen normales, y test sanguine-
os normales. Exclusion por enfermedades médi-
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cas, abuso de alcohol, uso de esteroides anaboli-
zantes, o disfuncion reproductiva.

Intervenciones Levonorgestrel oral 125 mcg al dia
comparadas Levonorgestrel oral 250 mcg al dia
mas testosterone enanthate 100 mg intramuscul ar
semanal (en ambos grupos) durante seis meses

Duracion Seis meses

Resultados 89% de oligoespermia en ambos grupos

Estudio Anawalt 2000

Participantes 24 varones en Seattle, Washington,
edad entre 20-49 afios, con historiay exploracion
fisica normales, niveles de gonadotropina norma-
les, tres andlisis de semen normales, y test san-
guineos normales. Exclusién por enfermedades
médicas, abuso de alcohol, uso de esteroides
anabolizantes, o disfuncién reproductiva.

Intervenciones Desogestrel (DSG) 150 mcg orales
diarios més testosterona 50 comparadas mg in-
tramuscular semanal
DSG 150 mcg orales diarios mas testosterona
100 mg intramuscular semanal
DSG 300 mcg oral diario maés testosterona 100
mg intramuscular semanal durante seis meses

Duracion Seis meses

Resultados Azoospermia en los 8 con DSG 150-
Testosterona 100 IM, en los 8 con DSG 50-
Testosterona 100 IM y en 7 de los 8 con DSG
300-

Testosterona 100 IM

Estudio Anawalt 2005

Participantes 41 varones.

Intervenciones Testosterona IM 100 mg semanal
mas 31 ,25m g comparadas Levonorgestrel oral
diario
Testosterona IM 100 mg semanal mas 62,5 mg
Levonorgestrel oral diario

Duracion Seis meses

Resultados Azoospermia similar en ambos (60 y
62%)

Estudio Anderson 2002a

Participantes 28 varones en Edimburgo, Escocia,
entre 21-39 afos con andlisis de semen normal.
Intervenciones Un implante subcutaneo de etono-
gestrel (68 mg) comparadas. Dos implantes sub-

cuténeos de etonogestrel (400 mg)
En ambos grupos mas bolitas de testosterona

(400 mg) subcutanea. Un segundo tratamiento
con bolitas de testosterona a las 12 semanas.
Duracion 24 semanas
Resultados Azoospermia en 64% grupo de 1 im-
plantey 75% de |os de dos.

Estudio Anderson 2002b

Participantes 52 varones entre 19-41 afios con an&
lisis de semen normal (31 de South Africay 21
de Nigeria).

Intervenciones Desogestrel (DSG)150 mg oral dia-
rio comparadas. Desogestrel 300 mcg oral diario

Ambos grupos més bolitas de testosterona (400 mg)
subcutanea. Un segundo tratamiento con bolitas
de testosterona alas 12 semanas.

Duracion 24 semanas en South Africay 48 en
Nigeria.

Resultados En South Africa 22 completaron al me-
nos 22 semanas de tratamiento. Se logré azoos-
permia en 8/10 con 150 ug y en 8/12 de 300 ug.
En Nigeria 4 se retiraron del estudio, en el resto
Se consigui6 azoospermia.

Estudio Bagatell 1993

Participantes 22 varones sanos en Seattle,
Washington, entre 19-42 afios, con historia médi-
cay exploracion fisica normales, andlisis de la-
boratorio normales. Contaje espermatico supe-
rior a 20 millones/mL, y respuesta aceptable a
test intradérmico con Nal-Glu. Exclusion si taba-
quismo o abuso de alcohal.

Intervenciones Nal-Glu (un antagonista de GnRH)
100 mcg/kg/diario

comparadas subcutaneo mas testosterona 200 mg
intramuscularl semanal
Testosterona 200 mg intramuscular semanal de
16 a 20 semanas.

Duracion 16 a 20 semanas

Resultados 7 de los 10 que tomaron Nal-Glu més
progesteronay 6 de los 9 con solo testosterona
resultaron con azoospermia

Estudio Bebb 1996

Participantes 38 varones en Seattle, Washington,
entre 20-42 afios, con historia médica 'y explora-
cion fisica normales, gonadotropinas séricas nor-
males, tres analisis sucesivos de semen normales
y analitica sanguinea normal. Exdusién por en-
fermedad, uso defarmacos, abuso de alcohol, uso
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esteroides anabolizantes, o disfuncién reproduc-
tiva

Intervenciones Levonorgestrel 500 mcg oral diario
mas testosterona 100 mg comparadas in-
tramuscular semanal
Testosterone 100 mg intramuscular semanal

Duracién Seis meses

Resultados Azoospermia en 12 de los 18 (66%) con
LNG + testosteronay en 6 de los 18 (33%)con
solo testosterona

Estudio | Behre 1992

Participantes 24 varones en Munster, Alemania,
edad “joven”, sin historia médica relevantes y
exploracion fisica y analitica sanguinea norma-
les.

Intervenciones Implante de placebo subcutaneo
mas exyloxyphenylpropionato comparadas de
19- nortestosterona (19NT -HPP) 400 mg intra-
muscular

iniciales, y después 200 mg intramusculares cada
tres semanas
19NT -HPP + Implante de Buserelina 3,3 mg
19NT -HPP + Implante de Buserelina 6,6 mg

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia: en 4 de los 8 en placebo
més 19NT -HPP; en 4 de los 16 tratados con
Bureselina

Estudio Behre 1995

Participantes 12 varones en Munster, Alemania, en-
tre 18 y 40 afios, sin historia médica relevantes y
exploracién fisicay analitica sanguinea norma-
les.

Intervenciones Una inyeccion intraumuscular de
buciclato de Testosterona 600 comparadas mg.
Una inyeccion intraumuscular de buciclato de
Testosterona 1200 mg

Duracion 32 semanas

Resultados Azoospermia: en ninguno de los de 600
mg Yy en tres de los 8 con 1200 mg

Estudio Gonzalo 2002

Participantes 68 varones en Los Angeles,
Califomia, entre 18-50 afios, sin historia médica
relevante, exploracion fisica y analitica sangui-
nea normales y 3 analisis sucesivos de semen
normales.

Intervenciones Parches transdermicos de testostero-
na (10 mg/d)

Comparadas Implantes de levonorgestrel (160
mcg/d) mas parches de testosterona (10 mg/d).
Levonorgestrel 125 mcg oral diario mas parches
de testosterona (10 mg/d)

Implantes de levonorgestrel (160 mcg/d) mas
testosterona 100 mg intramuscul ar

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia: en 24, 35, 33y 93% res-
pectivamente.

Estudio Hair 2001

Participantes 23 varones caucasicos, entre 20 y 43
anos, media de 34 afos. excluidos por bajo con-
taje de esperma o colesterol alto.

Intervenciones Desogestrel oral 300 ug diarios y
testosterona transdérmica comparadas 5mg dia-
rios
Desogestrel oral 150 ug diarios y testosterona
transdérmica 5mg diarios
Desogestrel oral 75 ug diarios y testosterona
transdérmica 5mg diarios

Duracion 24 semanas

Resultados 17 terminaron la fase de supresion.
Azoospermia: ninguno en el grupo de DSG 75; 3
delos 6 en DSG 250; 4 delos 7 en DSG 300.

Estudio Handelsman 1996

Participantes 20 varones en Sydney, Australia, entre
21-50 afios, sin enfermedad crénica, que no to-
maban medicacion, y funcién testicular normal.
Exclusién por disfuncion gonadal, abuso de dro-
gas o test médicos de cribado anormales.

Intervenciones Implantes de Testosterona 400 mg

comparadas |mplantes de Testosterona 800 mg

Duracion 12 meses

Resultados Azoospermia: en ninguno de los que
usaba 400 mg y en 4 delos 10 con 800 mg

Estudio Handelsman 2000

Participantes 26 varones en Sydney, Australia, entre
18-45 anos, con buena salud, test médicos de cri-
bado normales, funcion testicular normal, y dos
andlisis de semen normales. Exclusion por con-
diciones médicas o trastornos psiquiatricos, abu-
so de drogas, uso de medicacion, contraindica-
ciones para cirugia menor o para los productos
en estudio.

Intervenciones Tres implantes de Testosterona (to-
tal 600 mg) comparadas. Implantes de
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Testosterona (600 mg) més implante de estradiol
(10 mg)
Implantes de Testosterona (600 mg) méas implan-
te de estradiol (20 mg)

Duracion 12 meses

Resultados Azoospermia: en 9% (solo n, 43% (T+
10 mg Estradiol) y 25% (T+ 20mg estradiol).

Estudio Kamischke 2000

Participantes 28 varones en Munster, Alemania, en-
tre 18-45 afios, sin historia médica relevante,ex-
ploracion fisica y analitica sanguinea normales y
andlisis de semen normales, que no usaban otra
medicacion

Intervenciones Testosterona 1000 mg intramuscul ar
cada seis semanas méas comparadas levonorges-
trel 250 mcg oral diario
Testosterone 1000 mg intramuscular cada seis
semanas mas placebo oral diario

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia: en 8/14 en grupo T+
LNGy 7/14 en grupo T+placebo

Estudio Kamischke 2002

Participantes 42 varones en Munster, Alemania, en-
tre 18-45 afios, sin historia médica relevante,ex-
ploracion fisicay analitica sanguinea normales y
analisis de semen normales.

Intervenciones Testosterona 1000 mg intramuscul ar
alas semanas 2, 6, 12, y comparadas 18 mas no-
retisterona
200 mg intramuscular a las semanas 0, 6, 12, y
18
Testosterone 1000 mg intramuscular mas plus
noretisterona 400 mg intramuscular (ambas ad-
ministradas alas semanas 0, 6, 12,y 18)

Testosterona 1000 mg intramuscular a las semanas
0,6, 12, y 18 mas noretisterona 10 mg oral diario.

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia: en 13/14, 11/12 y 12/14,
respectivamente.

Estudio Kinniburgh 2001

Participantes 16 varones caucasicos en Edimburgo,
Escocia, entre 21-39 afios, sin historia médica re-
levante, exploracion fisica 'y analitica sanguinea
normalesy andlisis de semen normales.

Intervenciones Finasteride 5 mg oral diario més de-

sogestrel 150 mcg oral diario comparadas
mas plus
testosterona 400 mg subcutanea cada 12 semanas
Desogestrel 150 mcg oral diario mas testosterona
400 mg subcutéanea cada 12 semanas.

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia: en 5 de los 7 con finaste-
ridey en 6 delos 8 sin finasteride.

Estudio Martin 2000

Participantes 30 varones en Edimburgo, Escocia,
entre 23-42 afios, sin historia médica relevante,
exploracion fisicay analitica sanguinea normales
y andlisis de semen normales.

Intervenciones Desogestrel 75 ug oral diario
Comparadas Desogestrel 150 ug oral diario
Desogestrel 300 ug oral diario
Mas implantes de testosterona 300 mg subcuta-
nea (todos los grupos)

Duracion 8 semanas

Resultados Azoospermia: en 3 de los 100 con 330

ug

Estudio Matsumoto 1990

Participantes 51varones (edad media 29 afios) en
Seattle, Washington, sin historia médica relevan-
te, exploracion fisica y analitica sanguinea nor-
malesy andlisis de semen normales.

Intervenciones Testosterona 25 mg I ntramuscul ar
semanal

Comparadas Testosterone 50 mg Intramuscular se-
manal
Testosterone 100 mg Intramuscular semanal
Testosterone 300 mg Intramuscular semanal
Injeccién de Placebo semanal.

Duracion 6 meses

Resultados Azoospermia: en 50- 70% en testostero-
na adosis altas.

Estudio Pollanen 2001

Participantes 43 varones en Turku, Finlandia, entre
21-45 afos, sin historia médica relevante, explo-
racion fisica normal, andlisis de semen normales,
dispuestos a confiar en el una alternativa si con-
seguia un contaje espermatico <3 million/mL
achieved, pareja femenina normal en edad repro-
ductiva, y dispuestos a participar en el segui-
miento.

Exclusiones por uso de hormonas esteroideas en los
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tres meses anteriores, pareja embarazada, u obe-
SO.

Intervenciones Un implante subdérmico de levo-
norgestrel (75 mg)

comparadas Dos implantes de levonorgestrel
Cuatro implantes de levonorgestrel
Levonorgestrel 30 mcg oral diario
Grupo con solo 5 apha-dihydrotestosterone (10
Q) transdérmico
En todos los grupos les daban 5 alpha-dihydro-
testosterone (10 g) transdérmico

Duracion 12 meses

Resultados 27 varones completaron |la fase de su-
presion y ninguno llegb a azoospermia.

Estudio Wu 1999

Participantes 24 varones caucésicos en Manchester,
UK, sanos con andlisis de semen normal.

Intervenciones Desogestrel 300 mcg oral diario mas
testosterona 100 mg comparadas intramuscul ar
semanal
Desogestrel 300 mcg oral diario mas testosterona
50 mg intramuscular semanal
Desogestrel 150 mcg oral diario mas testosterona
100 mg intramuscular semanal

Duracion 24 semanas

Resultados Azoospermia en 18 de 23, siendo €l mas
efectivo 300 DSG + 50 T (8de 8).

10. INVESTIGACION ACTUAL:

1) Sobre |a espermatogénesis
2) Sobre el epididimo
3) Autoinmunidad

En relacién con la primera (espermatogénesis) |o
mas prometedor es la combinacién de testosterona
con progestagenos. Como se ha indicado, el gestage-
no permite reducir la dosis de testosterona (y minimi-
zar los efectos secundarios) e iniciar antes la anticon-
cepcion. Falta por determinar con mayor rigor la
dosis minima efectiva de testosterona y los efectos
secundarios amedio y largo plazo.

Es esperanzadora |la colaboracién entre los labora-
torios Organon y Schering con la perspectiva de pre-
sentar un anticonceptivo hormonal masculino para €l
afio 2009. Probablemente consistira en un implante
subdérmico de Etonogestrel con Undecanato de tes-
tosterona. Hasta el momento ésta es la combinacion
con mayor efectividad y tiempo de actuacion.

Population Council ha publicado los primeros es-
tudios dirigidos por C.Yan Cheng sobre el uso del di-

clobencil-indazol-carbohydracida (AF 2364) como
método anticonceptivo con administracion oral ara-
tas adultas induciendo la interrupcién de la esperma-
togénesis a nivel de espermétidas inmaduras. Se ha
comprobado asi mismo, su reversibilidad. En la ac-
tualidad se plantea la hipotesis de si los resultados
obtenidos en los testicul os de ratas pueden extenderse
a los humanos como un método de contracepcion
masculina.

La actuacion sobre €l epididimo, con €l objetivo de
impedir la maduracion esperméticay la reaccion acro-
sdmica es otro de los planteamientos que en estos mo-
mentos se esta proponiendo por diversos grupos de in-
vestigadores, estando todos los estudios en fase 1.

Finalmente, lo ultimo de lo dltimo, en investiga
cion para el “control de lafertilidad masculina” se re-
fiere ala“vacuna’ contraceptiva para el hombre que,
estan en fase estrictamente experimental y que se
apoya en un principio de respuesta autoinmune dirigi-
da destacando dos lineas bésicas:

* El receptor proteina G aHEG
* El epididimo como regulador de la espermatogé-
nesis via control del transcriptosoma epididimal.

11. ;CONFIARAN LASMUJERESEN LOS
HOMBRES? LASPERSPECTIVASACTUALES

Esta duda en la actualidad ha sido superada por
los hechos. Es un prejuicio anticuado, como lo de-
muestran cuantos estudios se publican.

De ahi que la industria farmacéutica haya entrado
afondo en el campo de la contracepcion masculina,
mas alla del conddn o la vasectomia.

La compafia alemana Schering y la holandesa
Organon han unido sus esfuerzos para conseguir “la
pildora masculina” - lo que se ha venido calificando
como “¢l pildoro”.

En la actualidad se trabaja en la combinacién de
un implante y de una inyeccion.

Se esta a la espera de la inmediata finalizacion de
los ensayos en fase Il y se plantea el comienzo de la
fase Ill para este mismo afo.

Seglin la Sra. Ursula Habericht directora del grupo
de investigacion de ginecologia y Andrologia de
Schering “ si los ensayos tienen éxito, el producto
puede llegar al mercado para 2009”.

La Sra. Habericht cree que los posibles efectos se-
cundarios no son peores que los que producen los an-
ticonceptivos hormonal es femeninos, opina, asimis-
mo, que este producto puede servir como la apertura
de un nuevo campo para otras aproximaciones a la
anticoncepcién masculina.
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REVISTA IBEROAMERICANA DE

FERTILIDAD

Ponencia

Biologia de la reproduccion para ginecologos

Dra. R. NUfiez Calonge
Clinica Tambre. Madrid

1. INTRODUCCION

La Reproduccién Asistida requiere un equipo mul-
tidisciplinario, donde los miembros trabajen en estre-
cha colaboracion. Hasta hace pocos afios, las técnicas
de reproduccion asistida dependian exclusivamente de
los ginecdlogos, pero los avances en la biologia de la
reproduccion han determinado que la posicion del bio-
logo dentro del equipo adquiera més preponderancia.
Las decisiones que afectan directamente a la pareja
deben ser tomadas de forma conjunta, y ambas visio-
nes, ladel ginecdlogo y ladel bidlogo son importantes
para el éxito en los resultados.

En este tema se detallan los aspectos més impor-
tantes que, desde el punto de vista sobre todo practi-
co, el médico debe conocer dentro de un laboratorio
de Reproduccién Asistida. Aungue por regla general
se da mas importancia al Laboratorio de
Embriologia, en reproduccién se manejan tanto es-
permatozoides como ovocitos y en consecuencia,
embriones. Por tanto, los dos pilares basicos en el
campo de la biologia de la Reproduccién son el
Laboratorio de Andrologiay el Laboratorio de
Embriologia, con lo que es necesario que el gineco-
logo conozca el funcionamiento de ambos.

2. ANALISISDE SEMEN EN REPRODUC-
CION ASISTIDA

2.1.-Principales deter minaciones en el eyaculado
gue nos ayudan a seleccionar la Técnica de
Reproduccion Asistida.

2.1.1.- Madurez nuclear

La condensacion de la cromatina durante la esper-
miogénesisy su decondensacion en el momento de la

fertilizacion son esenciales para el éxito de la fecun-
dacion. La condensacion y estabilizacion normal de
la cromatina permite el transporte del genoma mas-
culino, decondensandose después la cromatina cuan-
do el espermatozoide penetra en el ovocito, para in-
teraccionar con el ADN del mismo y formar el
genoma. El propoésito de la condensacion es reducir
la masa de cromatinay facilitar al nlcleo la degrada-
cion enzimatica.

Durante la maduracion epididimaria, el esperma-
tozoide humano, como el de otros mamiferos, sufre
una serie de cambios bioquimicos y estructurales que
son pre-requisitos para una optima capacidad fecun-
dante. Entre los cambios madurativos, la formacion
de puentes disulfuro entre las protaminas nucleares
origina un incremento de la estabilidad de la cabeza
espermatica. Este incremento es concomitante con un
descenso en los grupos tiol libres en el nucleo
(Bedford y col. 73). Después de la eyaculacion, €l
zinc procedente del fluido prostatico entra en la cro-
matinay se une alos grupos tiol libres, estabilizando
asi la estructura cuaternaria 'y asegurando el equili-
brio entre los puentes disulfuro y los grupos tiol li-
bres. Cuando existe un almacenamiento prolongado
del plasma seminal puede tener lugar hiperestabili-
dad de la cromatina espermética. Por otra parte, en
los espermatozoides humanos, el tiempo de transito a
través del epididimo varia entre individuos. Asi, los
espermatozoides del eyaculado tienen diferentes gra-
dos de estabilidad nuclear. El andlisis de la propor-
cion de espermatozoides con nuicleos inmaduros en
el eyaculado puede servir como prueba de madurez
nuclear y por lo tanto de capacidad fertilizadora.

2.1.2.- Morfologia espermatica

El papel de la morfologia espermaética en €l estu-
dio del factor masculino, ha sido desde hace tiempo
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motivo de controversia. Algunos investigadores
consideran que la morfologia es €l principal parametro
en € andlisis de semen ala hora de predecir el poten-
cial fertilizador (Oehringuer y col, 95), mientras que
otros autores no encuentran ninguna correlacion
(Sercchioli y cal, 95).

Sin embargo, las evidencias en largas series de
FIV, sugieren que la morfologia de acuerdo al criterio
estricto proporciona una informacion pronostica im-
portante sobre la tasa de fecundacion (Grow y col,
94). Ademés, se ha encontrado una correlacion positi-
va entre morfologia espermatica por criterio estricto y
otros tests de funcion como la condensacion de la
cromatina (Claaessens y col, 92), lo que aumenta la
legitimidad de la morfologia espermatica como test
de funcion.

Existen varios trabajos que demuestran que no
existe una relacion entre la morfologia espermética y
los resultados de ICSI (tasa de fecundacion, division,
calidad embrionaria'y gestacion) (Nagy y col, 98).
Incluso se han publicado embarazos con espermato-
zoides globozoospérmicos (Trokoudes y col, 95). En
otros trabajos se habla de una disminucion de la tasa
de embarazo e implantacion cuando existe un 100%
de teratozoospermia (Tasdemir, 97) o la posibilidad
de que los espermatozoides anémalos pueden mani-
festar un efecto negativo en el desarrollo embrionario
e implantacion) (Svalander y col, 98).

En cualquier caso, aunque el ICSI obvie el praoble-
ma de teratozoospermia existente con otras técnicas
de Reproduccion Asistida, no debemos descartar la
posible influencia negativa que implica esta anomalia
alahora de conseguir una gestacion.

2.1.3- Supervivencia espermatica

Si hemos visto que la movilidad espermética es
uno de los principales parametros implicados en la
capacidad fertilizadora, la duracién de la movilidad a
lo largo del tiempo, podemos pensar que se trata de
una caracteristica mas, ligada a este factor. Uno de
los principales grupos de Reproduccion que estudid
la supervivencia espermética ligada a la fertilidad fue
el Michelle Plachot. En 1987 publicé un articulo en el
cual se realizo este test sistematicamente en todas las
parejas de FIV con patologia masculina, encontran-
dose una correlacion con los resultados de fertilidad.

Nuestro grupo, realizé un trabajo (Nufiez y col,
96) en el cual se analizaba la supervivencia esperméa-
tica a las 24 horas de incubacion de todas las mues-
tras de semen procesadas para Inseminacion Artificial
Intrauterina. Seleccionamos al azar 45 ciclos de inse-
minacion en los que se obtuvo embarazo y se com-

probo si los espermatozoides mantenian la movilidad
durante 24 horas. Estos resultados se compararon con
los obtenidos en los mismos ciclos en [os que no hu-
bo embarazo, en los cuales no existia ninguna patol o-
gia femenina conocida. Los resultados demostraron
que en el 82,2% de los ciclos con embarazo se obtie-
ne supervivencia a las 24 horas, frente al 17,7% que
fue negativa. Sin embargo, en los ciclos sin embara-
zo, €l 50% tuvo supervivencia frente al otro 50% en
gue no hubo. De aqui que consideraramos el test de
supervivencia espermatica como indice prondstico
negativo de embarazo en los casos en los que fuera
negativo.

Al afio siguiente, en 1997, Cocciay cols. publica-
ron un trabajo en el que correlacionaron la tasa de fe-
cundacion en FIV con el test de supervivencia esper-
matica, hallando asi mismo una correlacion positiva:
el 90% de los ciclos con fallo de fecundacion poseian
un test negativo (87% de sensibilidad y especificidad
del 65%).

2.1.4.- Movilidad espermatica en medios de cultivo:
capacitacion “in vitro”

Con el fin de que los espermatozoides sean fun-
cionales, deben separarse |o mas pronto posible del
plasma seminal. La exposicion prolongada de los
mismos con los fluidos seminales hace que descienda
considerablemente la movilidad y viabilidad
(Mortimer, 84). Hay que tener en cuenta que nos refe-
rimos al comportamiento del espermatozoide “in vi-
tro”, de manera que la accion del plasma seminal di-
fiere delaque se le confiere en el entorno fisiol égico.

El lavado del eyaculado para eliminar el plas-
ma seminal réapiday efectivamente es pues esen-
cial, tanto en tests de laboratorios para comprobar la
capacidad fertilizadora de los espermatozoides, como
en Inseminacioén Intrauterinay Fecundacion In Vitro)
(Mortimer y col, 90)

Con frecuencia se utiliza el término de “esperma-
tozoides capacitados’ al referirnos a espermatozoides
lavados e incubados con medio de cultivo, esto es,
imitando las condiciones de capacitacion “in vivo”.
Seria mas correcto referirnos a seleccién espermética
0 recuperacion de espermatozoides moviles (R.E.M.),
ya que la capacitacién esperméatica es un complejo
proceso en el cual tienen lugar una serie de modifica-
ciones en el espermatozoide, no siempre discernibles.
Las condiciones empleadas “in vitro” tratan de emu-
lar las fisiologicas con la retirada del plasma seminal
y resuspension de espermatozoides en medios que
permitan la supervivenciay capacitacion, pero, real-
mente, no podemos asegurar que la poblacion de es-
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permatozoides sel eccionada se encuentre capacitada y
sea capaz de fertilizar un ovocito.

Tras una hora de incubacion de las muestras resus-
pendidas en medio de cultivo a 37°C, los limites nor-
males de recuperacién espermatica no son claros. Se
pueden encontrar eyaculados normales con unas ci-
fras de recuperacion muy bajas y viceversa. En
Inseminacion Artificial Intrauterinag, el nimero mini-
Mo mas 0 menos estandarizado que se requiere es de
5-6 millones de espermatozoides méviles (con movi-
lidad tipo a+b) por ml. Por debajo de estas cifras, €l
porcentaje de gestacion baja considerablemente

Con respecto a medio de cultivo utilizado para la
incubacion, cualquiera que sirva para capacitar los
espermatozoides y se utilice en Fecundacion in vitro,
es bueno. Los medios utilizados actualmente incluyen
BWW, Ham's F-10, Menezo B2 y, mas recientemen-
te, IVF (Medi-Cult, , Vitrolife, COOK). Con respecto
al estudio de la hiperactivacion, ya que todos estos
medios incluyen bicarbonato, calcio y glucosa, los re-
querimientos basicos, pueden ser igualmente validos.
Sin embargo, existen trabajos que refieren que la pre-
sencia de HEPES en el medio reduce la incidencia de
hiperactivacion (Anderson y col 89) y otros mencio-
nan que el uso de Ham’s F10 puede ser dafino para
los espermatozoides, ya que contiene mayor concen-
tracion de hierro, el cual promueve en mayor canti-
dad la presencia de radicales libres que otros medios
(GOémez y Aitken, 96).

La temperatura es otro factor importante a tener
en cuenta en la valoracion de la movilidad esperméti-
ca. La mayoria de los trabajos refieren la utilizacion
de los 37°C como temperatura Optima para la inter-
pretacion de los parametros cinéticos, y todos ellos
coinciden en que peguefias variaciones de temperatu-
ra, inciden en cambios de movilidad.

L os espermatozoides procesados “in vitro” en
condiciones de capacitacion pueden, no obstante, evi-
denciar signos de su estado fisiol6gico. Los cambios
en lamovilidad espermaticay la adquisicion de la ca-
pacidad para sufrir la reaccion acrosémica son aspec-
tos criticos de la capacitacion. Se ha verificado que la
hiperactivacion es un suceso no sincronizado en la
poblacién espermética. Este hecho, probablemente
haya contribuido al retraso en su reconocimiento en
el semen humano (Burkman y col,90). Esta asincro-
nia puede deberse a la variabilidad existente entre
eyaculados con respecto a pico de hiperactivacion o
a la heterogeneidad en la duracién de la misma. Para
ilustrar el problema, es obvio que unavez que lare-
accion acrosémica se ha completado, el espermato-
zoide permanece reaccionado y no vuelve al estado
original. Sin embargo, €l periodo de movilidad hipe-

ractivada viene precedido y seguido por una fase de
movimiento flagelar moderado: el momento de obser-
vacion es pues, critico.

La conclusion que podriamos derivar de todo ello
es que el eyaculado que se va a utilizar para insemi-
nacion intrauterina es necesario procesarlo inmediata-
mente después de la licuacion del mismo, y es conve-
niente que no permanezca en €l incubador més de dos
horas, para prevenir la capacitacion prematuray por
tanto no llegue afecundar €l ovocito.

3. EL OVOCITO EN REPRODUCCION
ASISTIDA

3.1.- Aspectostedricos

3.1.1.- Estudio de la meiosis

Antes de poder hablar del ovocito desde el punto
de vista del laboratorio de Embriologia, es necesario
conocer algunos aspectos fisiol dgicos basicos del
mismo. La meiosis o division reduccional es uno de
los més importantes.

La meiosis se denomina reduccion celular, porque
se reduce el nimero de cromosomas en el gameto a
un nimero haploide (23 cromosomas). Cuando un
ovocito maduro con un nimero haploide de cromoso-
mas Se une con un espermatozoide maduro, con un
namero haploide, se convierte en un cigoto diploide
con 46 cromosomas.

La meiosis también crea nuevas combinaciones
mezclando los cromosomas parentales. Durante la
meiosis |, los cromosomas homaol ogos intercambian
material genético entre ellos, por lo que los gametos
heredan cromosomas que son derivados de ellos, pero
no idénticos, al par de cromosomas homélogos de los
padres.

La meiosis es un proceso que proporciona el me-
canismo para mantener un n°® constante de cromoso-
mas de generacion en generacion, y permite la diver-
sidad genética con la mezcla de cromosomas paternos
y los genes.

La meiosis tiene dos estados: meiosis | y meiosis
II. Durante la meiosis | los cromosomas homologos
se separan, y durante la meiosis I, las crométidas se
separan. El resultado son cuatro células (cuatro esper-
matidas, cada una con un n° haploide de cromoso-
mas).

La meiosis en la mujer origina un Unico gameto
viable que contiene todo €l citoplasmay varios cuer-
pos polares pequefios. Asi, la mayoria de los compo-
nentes citoplasmaticos del ovocito se conservan para
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utilizarse en los primeros estadios de |a embriogéne-
sis futura. Tedricamente, deben formarse tres corpus-
culos polares como resultado de las divisiones mei6-
ticas del ovocito: uno durante la meiosis | y dos
durante lameiosis I1. No obstante, en realidad, €l pri-
mer corpusculo polar raramente se divide durante la
meiosis 1.

Lameiosis | tiene una profase completa, la cua se
divide en 5 subestados: leptotena, zigotena, paguite-
na, diplotena y diacinesis. En diplotena esta marcado
por la apariencia morfoldgica de vesicula germinal.
En Metafase | se forma el huso, y los cromosomas se
alinean en el plano ecuatorial. Este estado esta marca-
do por la ausencia de la vesicula germinal antes de la
extrusion del primer corpusculo polar.

Lameiosis Il solo tiene una breve profase y no
hay replicacion de ADN, y no se intercambia material
genético. En la Telofase |1 tiene lugar la division ce-
[ular. En la mujer, el ovocito activado (presumible-
mente fertilizado) continua reteniendo la gran parte
del citoplasmay un segundo cuerpo polar hereda una
pequefia cantidad.

3.1.2.- Maduracién ovocitaria

Los ovocitos de mamiferos completan su creci-
miento cuando los foliculos alcanzan la fase antral.
En ese momento, |os oocitos que estaban detenidos
en diplotene de la profase |, experimentan un proceso
de maduracion que les permite transformarse en ovo-
citos secundarios, estadio en el que son ovulados y
fecundados. El proceso del ovocito desde el estadio
de dictiotena (profase de la Meiosis |) a Metafase I,
se denomina maduracion mei6tica. Desde un punto
de vista celular, esta maduracion se caracteriza por la
disolucion de la membrana nuclear (ruptura de la ve-
sicula germinal), condensacién de la cromatina en
distintos bivalentes, separacion de cromosomas ho-
mologos y emision del primer corplsculo polar.

Desde el punto de vista molecular, podemos dis-
tinguir la maduracion nuclear y la citoplasmica. La
maduracién nuclear comprende toda una serie de pro-
cesos moleculares que permiten la salida de la profa-
se |l y laprogresion hacia el estadio de Ml y la deten-
cion de nuevo en este estadio a la espera de la
fecundacion.

La maduracion citoplasmica se refiere a los proce-
S0S 0 mecanismos moleculares que suelen acompafiar
ala maduracion nuclear y preparan a ovocito parala
activacion, la formacion de los prontcleos y el poste-
rior desarrollo embrionario. Los ovocitos que son ca-
paces de realizar la maduracion nuclear no son capa-
ces de desarrollarse hasta el estadio de blastocisto, lo

gue es indicativo de una maduracion citoplasmética
deficiente. La capacidad de desarrollo hasta el estadio
de blastocisto es un indicador importante de la finali-
zacion de la maduracion citoplasmica.

Ambos tipos de maduracion son altamente suscep-
tibles a aporte hormonal y a las condiciones de culti-
vo in vitro (pH, temperatura, oxigeno), que pueden
causar alteraciones en la morfologia del ovocito, al-
gunas de ellas visibles al microscopio (Boiso y col,
2001).

3.2.- Aspectos practicos

3.2.1.- Madurez ovocitariain vitro

Tradicionalmente, la evaluacién de la maduracion
ovocitaria en el laboratorio se ha basado en la expan-
sién del complejo cumulus/corona que rodea al ovo-
cito tras la puncion. De esta forma, 10s ovocitos se
clasifican rgpidamente en maduros (correspondientes
aMll), si poseen una cimula expandido y una corona
radiada clara. Un complejo cimulo/corona menos ex-
pandido denota un estadio intermedio de madurez
(estadio MI de maduracion), y la ausencia de cimulo
expandido se asocia general mente con inmadurez
(que se correlaciona con los ovocitos en Pl).

Aunque este tipo de andlisis con frecuencia se
aproxima al verdadero estatus molecular del ovocito,
es frecuentemente impreciso y puede conducir a erro-
res en el laboratorio a manejar los gametos.

Ademas, la maduracién nuclear del ovocito y la
maduracioén del cimulo no siempre van aparejadas.
Cuando tiene lugar esta disparidad, los ovocitos in-
maduros pueden ser inseminados prematuramente y
puede fallar la fecundacion. Ademas del fallo de fe-
cundacién pueden ocurrir otros factores del etéreos
colaterales combinando espermatozoides y ovocitos
en momentos inadecuados.

Debido a estos inconvenientes, |as técnicas han si-
do desarrolladas para permitir mas seguridad en la
comprobacion del estado meidtico del ovocito. Una
aproximacion sistemética, que puede ser utilizada pa-
ra emplear un score de maduracion, tiene en cuenta el
tamario del foliculo, expansion de la masa del cumu-
lo, tamafio y expansién de las células de la corona,
cohesion de las células de la granulosa ala membrana
y formay color del ovocito en si mismo, si es visible
dentro de la masa de células que |o rodean.

3.2.1.1.- Ovocitos Metafase 11

Los ovocitos metafase |1 son ovocitos maduros o
preovulatorios, vagas descripciones que fallan al es-
pecificar el estatus mei6tico exacto del ovocito.
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Momentos después de su formacion, el primer
corpusculo polar permanece conectado al ovocito por
el huso meidtico, formando un puente citoplasmético.
L os cromosomas dentro del primer corpusculo polar
pueden permanecer agrupados juntos, o sufrir una se-
gunda division meotica, o estar dentro del citoplasma;
generalmente, el nicleo no esta formado. El primer
corpusculo polar contiene granulos corticales debido
a su extrusion antes de la penetracién de un esperma-
tozoide y liberacion de los granulos corticales. En el
ovocito estan presentes de una a tres capas de granu-
los corticales en la periferia.

Bajo el microscopio, el ovocito se caracteriza por
su forma esférica con un ooplasma claro y con granu-
laridad homogénea. Esta generalmente asociado con
un cumulo expandido y una coronaradiada clara. Las
células de la granulosa dispuestas a lo largo del ovo-
cito estan estrechamente agregadas y poseen caracte-
risticas de madurez. Sin embargo, més de la mitad de
los ovocitos humanos presentan al menos una anoma-
liamorfol6gica (Ebner y col, 2003).

Una vez denudado €l ovacito, se observa el primer
corpusculo polar y ausencia de vesicula germinal
(Figural).

Los ovocitos metafase |1 deben ser inseminados o
inyectados entre 3y 5 horas después de su recogida.

Figural
Ovocito metafase |1 con aspecto normal

3.2.1.2.- Ovocitos Metafase |

El ovocito Metafase | se considera proximo a la
madurez o en un estadio intermedio. El ovocito ha
completado la profase de la Meiosis |. La vesicula
germinal y sus nucleolos han desparecido. Durante
este estado, se forma el huso y se recombinan los cro-
mosomas paternos y maternos alineandose al azar ha-
cialos polos. Mas tarde, en la telofase, 1os cromoso-

mas se acortan independientemente o al ovocito o a
primer corpusculo polar.

Un ovocito Metafase | requiere de 1 a 24 horas en
cultivo antes de alcanzar la madurez total. Aquellos
gue requieren mas de 15 horas se consideran tardios,
mientras que |o hacen antes de 15 horas, tempranos.

Bajo el microscopio, el ovocito Metafase | se ca-
racteriza por la ausencia de corpusculo polar y de ve-
sicula germinal. Un MI temprano es redondeado con
un ooplasma homogéneo en granularidad y de color
claro. Los Ml tardios pueden tener alguna granulari-
dad central. Las células de la granulosa con aspecto
maduro, luteinizado y cimulo dispersos, estan asocia-
dos con M| tardios.

Ya que la extrusion del primer corpusculo polar
puede ocurrir en cualquier momento después de lare-
cogida, es necesario examinar €l ovocito a intervalos
regulares para determinar el momento correcto de la
inseminacion. Si el semen se coloca con los ovocitos
antes de que se haya completado la maduracion nu-
clear y citoplasmatica, generalmente fallan la descon-
densacion dentro del ooplasma, o tiene lugar fertiliza-
cién anémala. Si la inseminacién se retrasa
demasiado, puede tener lugar un envejecimiento in
vitro, con similares consecuencias. Méas del 80% de
los ovocitos M1 progresan a M.

Deben inseminarse o microinyectarse de 1 a5 ho-
ras después de la extrusion del primer corpusculo po-
lar.

3.2.1.3.-Ovocitos Profase |

Los ovocitos profase | se conocen como inmadu-
ros o VG. Poseen una cantidad de ADN tetraploide
debido ala presencia de 46 cromosomas dobles.

El ovocito comienza a madurar en respuesta a las
gonadotropinas y a la reduccién de los factores inhi-
bidores de la maduracion folicular. La vesicula ger-
minal, que ha persistido a lo largo de las fases tem-
pranas de crecimiento, comienza su progresion a su
ruptura, y el ovocito se agranda.

La mayoria de los ovocitos Pl recogidos para FIV
se han estimulado para reasumir lameiosis y estan el
los estadios finales de la profase de la primera meio-
sis, habiendo alcanzado préacticamente su tamafio. Si
un espermatozoide penetra este ovocito inmaduro,
también fallard la activacién, ya que el ovocito no es-
t& mei6ticamente maduro y sus cromosomas sufriran
una condensacion prematura.

La ruptura de la vesicula germinal puede suceder
€n unos Minutos, o requerir varias horas después de la
puncion. La longitud del tiempo necesario parece de-
pender de cdmo los sucesos de maduracion han pro-
gresado dentro del foliculo antes de la puncion.
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Lavesicula germinal o nucleo del ovocito humano
es esférica y contiene un nucleolo grande, refractil y
exocéntrico. Un examen més en detalle puede revelar
un secundo nucleolo més pequefio. La vesicula ger-
minal estalocalizada en €l centro del ooplasma de los
ovocitos Pl jovenes y en aquellos gque tienen una pa-
rada madurativa en el desarrollo. En los ovocitos sa-
nos, la VG migra hacia una posicion mas cortical. La
disolucion de la vesicula germinal marca la primera
indicacion microscopica de que se ha reasumido la
meiosis. Como en los ovocitos maduros, la defensa
frente a la polispermia esté establecida por los granu-
los corticales en |la periferia del ovocito. En los ovo-
citos inmaduros, estos granulos estan esparcidos y de
forma discontinua.

Bajo el microscopio, los ovocitos Pl se caracteri-
zan por su VG y los nucleolos refréctiles. Tienen for-
ma irregular, el citoplasma oscuro y granular. Las cé-
lulas del camulo son generalmente compactas y con
varias capas. Células libres de la granulosa dentro de
la membrana son generalmente pequefias y compac-
tas. Los ovocitos Pl con caracteristicas de madurez
del cumulus (apariencia expandida y corona radiada)
generalmente no rompen laVG.

Los ovaocitos Pl deben inseminarse o inyectarse
entre 26 y 29 horas después de la puncion.

3.2.2.- Inyeccion intracitoplasmatica de esper mato-
zoides (ICS)

En la preparacion de los ovocitos para la microin-
yeccion, las células del cumulo y la corona que rode-
an a ovocito deben de ser eliminadas, ya que solo los
ovocitos denudados pueden ser manejados con éxito
con la pipeta de holding. La denudacion se realiza de
forma estandarizada, combinando métodos enzimati-
cos y procedimientos mecanicos. Esto permite que el
ovocito sea correctamente identificado antes de la mi-
croinyeccion y por tanto antes de la fecundacion.

Por otra parte, €l ICSI, es un método relativamen-
te invasivo que requiere preparacion y experiencia en
la persona que lo realiza. El procedimiento de la mi-
croinyeccion en si mismo podria, en teoria, dafar las
estructuras citoplasméticas del ovocito, y como resul -
tado afectar al desarrollo embrionario (Dumoulin y
col, 2001). Asi, una de las formas de “medir” la expe-
riencia del biélogo que realiza la microinyeccion, es
comprobar |la tasa de ovocitos degenerados que se
producen tras el ICSI.

Por otra parte, la aspiracion del citoplasma duran-
te el ICSI también puede producir una disrupcién del
huso meiético. Un defecto en el huso puede producir
una no-disyuncién durante la segunda meiosis 0 se-

gregacion irregular de los cromosomas (Dumoulin y
col, 2001). En suma, la aspiracion de grandes volUime-
nes de citoplasma puede implicar €l riesgo de disloca
cion accidental de grandes cantidades de proteinas o
mitocondrias (Van Blerkon y col, 2001). Estos efectos
deletéreos en las estructuras de los cromosomas y la
polaridad del ovocito podrian, teéricamente, persistir
en |os estados posteriores del desarrollo embrionario.

3.2.3.- Seleccion ovocitaria en Reproduccion Asistida:
Anomalias ovocitariasen el Laboratorio de FIV

3.2.3.1.- Ovocitos gigantes

L os ovocitos con un tamafio méas grande de |o nor-
mal (> 200 micras), llamados gigantes, son produci-
dos por la falta de citocinesis durante la division mi-
tética, o por fusién de dos ovogonias v,
consecuentemente estén asociados a una dotacion di-
ploide de material genético. En ambos casos, 10s zi-
gotos resultantes tendran un juego triploide de cro-
mosomas después de la replicacion de ADN, y serén
capaces de divisién normal e incluso de formacién de
blastocistos. Sin embargo, es altamente recomendable
excluirlos del laboratorio de FIV aunque tengan 2
pronucleos aparentemente normal es.

Esta anomalia puede estar asociada a la estimula-
cion ovarica. (Balakier y col, 2002).

3.2.3.2.-Primer corpusculo polar

La gran mayoria de los ovocitos tienen un tamafio
regular y, como resultado de la estimulacién hormo-
nal, la maduracién nuclear acabara en el momento de
la puncion, lo cual esté asociado con la extrusion del
primer corpusculo polar en el espacio perivitelino.
Aunqgue algunos corpusculos polares permanecen in-
tactos en humanos hasta 20 horas después de la ovu-
lacion, los primeros corpuscul os polares de los mami-
feros euterios tienen generalmente una vida més corta
(Boiso y col, 2002). Teniendo en consideracion esta
dependencia del tiempo, se puede postular que la
morfologia del primer corplsculo polar proporciona
informacion adecuada del 1a edad post-ovulatoria del
ovocito Ebner y col, 2006).

Por otra parte, los ovocitos con un primer corpisculo
polar intacto y bien formado, se ha comprobado que tie-
nen mejor fecundacion y calidad embrionaria. En conse-
cuencia, también se obtienen mayores tasas de implanta-
cion y gestacion, probablemente debido al incremento
delaformacion de blastocistos (Ebner y col, 2002).

3.2.3.3.-Huso meidtico

Un cierto porcentaje de ovocitos muestran un pri-
mer corpusculo polar y sin embargo no han acabado
la maduracion nuclear. De hecho, se ha encontrado
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gue ovocitos con primer corpusculo pero sin un huso
birrefringente pudiera estar en telofase | o prometafa-
sel (De Santisy col, 2005).

Recientemente, la introduccién del microscopio
de luz polarizada favorece la publicacion de numero-
sos estudios que coinciden en el prondstico negativo
si el huso no es detectable o con una desviacion de
mas de 90° desde la localizacion del primer corplscu-
lo polar (Rienzi y col, 2003). Alto grado de no alinea-
cién entre el huso meiético y el primer corpusculo
polar predice un riesgo aumentado de anomalias de
fecundacion. Sin embargo, cuando tiene lugar la fe-
cundacion normal, el potencial de division de estos
embriones no esta afectado. Estos descubrimientos
facilitan la seleccion de ovocitos para ICSI en situa-
ciones en que debe evitarse la creacion de embriones
supernumerarios.

3.2.3.4.- Textura del citoplasma

La presion intracelular y la fluidez del citoplasma
solo pueden ser estimadas cuando la pipeta de mi-
croinyeccion penetra en el oolema. Otro indicador de
la viscosidad del ooplasma es la adhesion a la pipeta
de microinyeccién. No obstante, estas observaciones
son estrictamente empiricas y no pueden ser medidas
adecuadamente. (Ebner y col, 2006).

La calidad de los zigotos derivados de ovocitos
viscosos asi como la de los embriones y blastocistos,
no obstante, esta seriamente disminuida. (Ebner y col
2003).

Se han descrito otras anomalias en la texturay
densidad del citoplasma, como puede ser la granulari-
dad, que puede ser homogénea, afectando a todo el
gameto, o localizada centralmente. Esta Ultima se ha
correlacionado negativamente con la tasa de gesta-
cioén dependiendo del grado de granularidad central
(Kahraman y col, 2000). (Figura 2).

Figura 2
Ovaocito con inclusiones citoplasmaticas

3.2.3.5.- Inclusiones

Las vacuolas asi como las agregaciones de reticu-
lo endoplasmético liso se encuentran entre las carac-
teristicas citoplasmaticas que mas impiden la capaci-
dad de desarrollo de los ovocitos. (Ebner y col 2005)
(Figura 3).

Figura3
Ovocito vacuolado

3.2.3.6.- Otras anomalias

De acuerdo con la literatura, €l riesgo de producir
ovocitos con anomalias en el citoplasma aumenta con
los niveles de estradiol el diade lainyeccion de hCG.
Esto podria deberse a hecho de que se ha producido
un reclutamiento folicular en lainduccién en unos fo-
liculos que in vivo hubieran quedado atrésicos.
(Otsuki y col, 2004).

Un fenébmeno similar ocurre en pacientes expues-
tos a altas dosis de gonadotropinas: granularidad del
espacio perivitelino, dimorfismo y menores tasas de
gestacion (Hassan-Ali, y col 98).

Cualquier desviacién de la microinyeccion normal
(dificultad para romper la membrana, etc), podria in-
dicar un cambio en la estructura tridimensional del
ovocito que puede ocasionar problemas cuando tie-
nen lugar el hatching (Ebner y col, 2002).

Algunas veces los ovocitos tienen una forma re-
dondeada, pero el problema de dimorfismo es debido
ala zona pellcida. Si tanto la zona peltcida como el
ovocito estan implicados en la distorsién, los embrio-
nes muy probablemente tengan una incompetencia de
desarrollo (Figura 4). El descenso en el nimero de
uniones estrechas intercelulares podria causar €l re-
traso en la formacion del blastocele y la total expan-
sion del blastocisto antes del dia 6 (Ebner y col
2004).

En resumen: las anomalias ovocitarias y sus im-
plicaciones pueden tener distintos origenesy conse-
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Figura4
Ovocito con zona pellcida andmala

cuencias. Las originadas en la maduracion temprana
pueden estar asociadas a fallos de fecundacion y
aneuploidias, mientras que aquellos que tienen lugar
en las Ultimas etapas de la maduracion pueden expre-
sar fallo de desarrollo a pesar de la fecundacion nor-
mal. La fusion de ovogonias, granulacion oscura cen-
tral y fallo en la formacién del huso central puede
ocurrir en la maduracion temprana (riesgo de aneu-
ploidia ) mientras que la vacuolizacion y formacion
de agregados de reticulo ocurrirdn més tarde (proble-
mas de divisién embrionaria) (Van Blerkom and
Henry, 92).

En cualquier caso, laimportancia de la morfologia
ovocitaria no debe ser subestimada.

4.- EL ZIGOTO EN REPRODUCCION
ASISTIDA

4.1.- Aspectostedricos

4.1.1.- Fisiologia de la fecundacion

La fecundacion es un momento altamente signifi-
cativo en la concepcion. Imposible determinarlo in
vivo, su fallo pudiera ser la principal causa de inferti-
lidad humana. Los espermatozoides ascienden por el
tracto reproductivo femenino uniéndose al epitelio
del oviducto, y liberandose en grupos listos para la
fecundacion. Los espermatozoides unidos a la zona
pelUcida tienen que sufrir la reaccion acrosomica,
uniéndose la membrana acrosomal externa con lain-
terna. Este cambio es inducido cuando el espermato-
zoide se une ala ZP3 y posteriormente ala ZP2 en la
zona pellcida.

La union del espermatozoide a ovocito determina
su activacion, estimulando la complexion de la meio-
sis |l y la extrusion del primer corpusculo polar. Las
rotaciones del huso meiético durante la anafase y te-
lofase hacen gue se expelan la mitad de los cromoso-
mas meioticos en el segundo corpusculo polar, que-
dando €l resto en el ooplasma.

Los ovocitos durante el proceso de fecundacion
muestran otros movimientos que podrian ofrecer un
marcador potencial de calidad embrionaria. El 0o-
plasma rota en el sentido de las agujas del reloj entre
que ha completado la maduracion y la entrada del es-
permatozoide. Por razones desconocidas, €l ge polar
también sufre rotacion, quizas controlado por el aster
del espermatozoide, o cual podriallevar el gje del
ovocito en linea con la cabeza del espermatozoide fe-
cundante en algunos ovocitos (Edwards and Beard,
97). Desafortunadamente, esto solo puede medirse in
Vitro con mucha dificultad.

Después de la fecundacién se forman dos pronu-
cleos: inicialmente uno mayor, el masculino, y otro
menor, el femenino, localizado cerca del corpusculo
polar, el cual marcara el segmento animal del ovoci-
to. Los pronucleos aumentan de tamafio y se juntan
(aposicion) formandose nucleolos dentro de cada
uno de ellos. Inicialmente pequefios, y en similar na-
mero en ambos pronucleos, 10s nucleolos aumentan
de tamafio y se distribuyen al azar dentro del nucleo-
plasma pronuclear. Entonces empiezan a moverse pa-
ra juntarse en los prontcleos durante la aposicion pa-
ra colocarse polarizados, adyacentes a las membranas
pronucleolares. Los nuceolos son los lugares activos
de la sintesis de RNAr. La union de los mismos pro-
mueve un incremento en la sintesis de proteinas.
(Payne et al, 97). Hacia el fin del estado de una célula
(zigoto), los pronicleos se decondensan para produ-
cirse lasingamiay la primera division celular. Esta
primera division tiene lugar sobre las 24 horas post
fecundacion, una vez que €l centriolo esperméatico ha
organizado el huso mitético (Figura5),

La asincronia en la formacion y polarizacion de
los nucleolos puede perjudicar severamente el desa-
rrollo posterior del embrién (Van Blerko, 90)

La entrada del espermatozoide en el ovocito impli-
ca rapidos cambios bioquimicos en el gameto masculi-
no hasta transformarse en pronucleo: el empaqueta-
miento de la cromatina se reorganiza y las protaminas
son sustituidas por histonas.

Inicialmente, el desarrollo del zigoto y primeras
divisiones embrionarias son regulados por genes ma-
ternos y proteinas heredadas del ovocito. Los efectos
maternos comienzan a ser menos evidentes conforme
avanza el desarrollo embrionario.
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Laforma, tamafio y topografia de las mitocondrias
cambian después de la entrada del espermatozoide.
Algunas se concentran en el ooplasma, cerca del aster
espermatico en las regiones peri-pronucl eares.

Inmediatamente antes del crecimiento de los pro-
nucleos, los organulos del citoplasma se contraen
desde el cortex hacia el centro del ovocito, formando-
se el efecto “halo” (Payney col, 97). Este fenémeno,
gue es una manifestacion de la contraccion de las mi-
tocondrias y otras estructuras citoplasmaticas como €l
reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi y que es
mediada por los microtubulos, ha sido documentada
en mamiferos incluidos los humanos (Bavister y
Squirrell, 2000) y es tenido en cuenta en la evalua-
¢ion de los mismos como un efecto positivo.

Figurab
Zigoto con los nucleol os de |os pronucleos alineados

4.1.2.- Anomalias de la fecundacion

A veces se puede formar un nimero inusual de
pronucleos después de la fecundacion: uno, tres o
mas de tres. Si no se observan prontcleos ni corpls-
culo polar tras la fecundacion pudiera ocurrir que la
huso meiético ha pasado fuera del ovocito, como
ocurre en pacientes con mola hidiatiforme recurrentes
(Edwards and Brody, 95).

Cuando el ovocito solo tiene un pronucleo des-
pués de la fecundacion, puede ser por distintas cau-
sas. Puede ser por activacion partenogenética (25-
30% de los casos), sobre todo después de | CSI
(Munné and Cohen, 98). Otra causa puede ser la for-
macion retrasada de uno de los prontcleos o la fusion
de dos pronucleos (Nagy, 94). Errores meidticos en la
segregacién cromosomica podria tener las mismas
consecuencias.

Mas de dos pronucleos implican polispermia por
penetracién de més de un espermatozoide, o reten-
cion del segundo corpusculo polar en el ovocito. La
fecundacion implicando dos espermatozoides (disper-
mia), produce ovocitos con tres prondcleos y dos cor-
pusculos polares. Esta anomalia es relativamente fre-

cuente en Fecundacion in Vitro convencional y puede
originar dos asters espermaticos y husos tripolares en
la singamia, conduciendo a anomalias segregaciona-
les complejas. La mayoria de los casos se paran des-
pués de divisiones irregulares y fragmentacion. Otras
veces se desarrollan como mosaicos, y unos pocos
como puros triploides (Munnéy Cohen, 98).

Ladiginia se origina cuando el segundo corpuscu-
lo polar es retenido en el ovocito. Esto origina tres
pronucleos, dos de ellos maternos. Esta condicién
(diginia monospérmica) afecta al 4% o menos de los
ovocitos fecundados, sobre todo en ICSI. La mayoria
se desarrollan como triploides uniformes, indicando
gue la singamia implica tres prontcleos con un solo
huso bipolar.

4.2.- Aspectos précticos: evaluacion de los zigotos
en el laboratorio

Hasta el momento se han utilizado muchas estrate-
gias para la seleccion del embrién con mayores posi-
bilidades de implantacion para transferir. Una de ellas
es |la seleccion de embriones en prontcleos. El traba-
jo original de Scout and Smith en 1998 hadado origen
a varios estudios sobre el valor pronéstico del patron
de zigotos, teniendo en cuenta: cuerpos precursores
nucleolares, halo citoplasmético y orientacion y ta-
mafio de los pronucleos. Recientemente, Senn 'y col
(2006) han realizado un trabajo en el que utilizan un
patrén acumulado donde tienen en cuenta la suma de
los siguientes patrones: proximidad de los prondcle-
0s, orientacion de los prondcleos con respecto a los
corpusculos polares, centrado de los prontcleos, halo
citoplasmético, nimero de cuerpos precursores nucle-
olares y polarizacién de los mismos. En este estudio
concluyen que este patron puede utilizarse como Uni-
ca herramienta prondstica para determinar la posibili-
dad de implantacion de zigotos tanto en fresco como
descongelados.

Sin embargo, en este mismo afio, James y col, en
un trabajo similar, no encuentran correlacion entre el
patrén pronuclear y latasa de embarazo.

Quizéas hay mas unanimidad en el criterio de divi-
sién temprana, como indice prondstico positivo de los
zigotos, como lo demuestra un estudio realizado por
Fancsovitsy col (2005), en el que correlacionan la di-
vision temprana con el éxito en la seleccién embrio-
naria.

La division temprana a las 25-27 horas post inse-
minacion, se ha manifestado en numerosos estudios
como un indice muy efectivo de seleccién embriona-
ria (Fenwick y col, 2002). Larazon por laque ladivi-
sién temprana origina embriones mas viables y alcan-
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zamayores tasas de gestacion es desconocida, pero se
postula que los zigotos que se producen son deriva-
dos de ovocitos con una adecuada sincronizacion en-
tre maduracion nuclear y citoplasmética (Lundin y
col, 2001).

5.- EVALUACION DE LOSEMBRIONESEN
EL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA

5.1.- Aspectos tedricos

Las blastdmeras de los embriones de dos células
son relativamente indiferenciadas. Los embriones de
4 células son producto de la divisién meridional, en
un embrion de dos células, de una de las dos blasto-
meras y transversal de la otra. Tres divisiones 2,5 di-
as después de la fecundacion producen embriones de
8 células. Aunque la mayoria de las blastomeras tie-
nen una morfologia normal, otras producen fragmen-
tos, adyacentes al lugar de la citocinesis. Grandes
fragmentos son indicativos de apoptosis 0 muerte ce-
[ular.

La polaridad celular, opuesta a la polaridad em-
brionaria, Ilega a ser importante en embriones de 8
células. Las uniones gap se forman en las membranas
de estos embriones y en estadios mas avanzados de
division. Pablaciones morfol 6gicamente distintas de
células internas (precursores de la masa celular inter-
na) y células externas (precursores del trofoblasto) se
segregan en el embrion de 16 células, cuando tiene
lugar la compactacion. Se forma entonces lamorulay
las lineas celulares comienzan a tener su propia acti-
vidad génica. La masa celular interna se localiza ex-
céntricamente en el embridn y contiene numerosas
células troncales ya pertenecientes a varios tejidos.
La masa celular externa de mérulas y blastocistos
producen el trofoblasto, el primer tejido diferenciado
para unirse al epitelio endometrial en laimplantacion.

5.2.- Aspectos practicos

La comprobacion de la morfologia embrionaria,
aunque es imperfecto, actualmente el método mas po-
pular de seleccion embrionaria paralatransferencia.

L os parametros morfol 6gicos que pueden utilizar-
se para evaluar la calidad de un embrién son:

5.2.1.- Zona pellcida

La zona pellcida es una cubierta extracelular que
consiste en unas pocas glicoproteinas altamente mo-
dificadas que rodean al embrion de los mamiferos en-
tre el estadio de zigoto y el blastocisto. El grosor de

la zona pellcida se ha medido en gran nimero de es-
tudios: la mayoria apuntan a unas 10 micras
(Betteridge, 95). No obstante, el grosor de la zona
desciende durante el desarrollo embrionario debido a
la expansion del blastocele y esta caracteristica puede
ser de ayuda como marcador de la calidad embriona-
ria

5.2.2.- Espacio perivitelino

La expansion anémala del espacio perivitelino
puede ser consecuencia de la hidratacion de la en-
vuelta de granulos corticales del embrion, como ha
sido propuesto por Dandekar an Talbot (92). Lare-
duccion en el tamafio del espacio perivitelino es un
marcador de lareduccion de la calidad embrionaria, y
esta relacionado con la menor compactacion cuando
llega al estadio de morula.

5.2.3.- Fragmentacion

La presencia de gran cantidad de células o frag-
mentos que extruyen del embrion, se considera como
mala calidad embrionaria'y es uno de los més impor-
tantes criterios empiricos de seleccién embrionaria
(Antczak and Van Blerkom, 99). Ocurre con relativa-
mente frecuencia (41%) entre el estado de 1y 8 célu-
las. En los embriones humanos, la fragmentacion
puede ser clasificada en cinco patrones distintos
(Alikani et al, 99), y la transferencia de embriones
con mayor fragmentacion produce menos tasa de im-
plantacion que |os embriones sin fragmentos o en me-
nor grado (Alikani, y col, 99). La clasificacién esta
expresada como el porcentaje del volumen del em-
brion ocupado por fragmentos. El porcentaje de frag-
mentacion esta correlacionado con el mosaicismo,
pero no con la aneuploidia (Munne y Cohen, 98,
2006).

Una de las principales razones propuestas para la
baja tasa de implantacién de estos embriones es que
los fragmentos situados cerca de un posible gje de di-
vison, podrian gjercer un efecto negativo sobre la po-
laridad del embridn, limitando la posibilidad de im-
plantacion.

No hay a penas trabajos publicados sobre el naci-
miento de nifios con embriones grandemente frag-
mentados, pero los que hay (> 50% de fragmenta-
cion) evidencian resultados perinatales peores que
con embriones normales (Ebner y col, 2001).

Ya que la fragmentacion citoplasmatica es una de
las sefiales de apoptosis o muerte celular programada
(Hardy and Spanos, 2002), la fragmentacion, por €llo,
podria ser un marcador no invasivo de la apoptosis en
el embridn, lo cual, cuando ocurre en exceso (espe-
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cialmente en la masa celular interna), podria ser de-
sastroso para la capacidad de implantacion del em-
brién. La formacion de blastocistos esta seriamente
comprometida cuando |a fragmentacion es mayor del
15%. (Alikani, 99).

Por otra parte, ciertos embriones con fragmenta-
¢ion no demasiado acusada, pueden “mejorar” y reab-
sorber los fragmentos después de cultivo in Vitro, por
lisis 0 por reabsorcion (Van Blerkom y col, 2001).

5.2.4.- Desarrollo del embrién

El estado de division del embrion es otra forma de
clasificacion de los mismos. En general, se ha demos-
trado que la velocidad de divisién de los embriones
esta asociada a la capacidad de formacién de blasto-
cistos y su potencial implantatorio (Bavister, 2000).
Embriones en dia +2 con 4 blastomeras y en dia +3
con 8 blastémeras, tienen mayor capacidad que con 2
0 4 respectivamente. También se ha demostrado que
tienen mayor capacidad de implantacion los embrio-
nes con blastomeras iguales y en nimero par (Ebner,
2003).

5.2.5.- Presencia de blastémeras multinucleadas

La presencia de mdltiples nucleos en | as blastome-
ras no es infrecuente, y es una sefia importante de re-
ducida viabilidad.

Dos tercios de las blastdbmeras multinucleadas im-
plican defectos de division en las células mononucle-
adas parentales, tales como defectos de migracion
cromosoémica, nuclear fragmentacion, fallo de divi-
sion o errores en el empaquetamiento nuclear
(Pickering, 95). La multinucleacién en los primeros
estadios, pero no en los de 8 células y después, com-
promete la implantacion y la diploidia (Sandalinas,
2001). La separacion desordenada de los cromosomas
en anafase y telofase origina embriones mosaico
(Kligman, 96), aunque la progenie de las blastémeras
multinucleadas no es siempre andmal a (Staessen, 98).

5.2.6.- Embriones con blastémeras irregulares

Las blastomeras irregulares podrian ser una mani-
festacion de una distribucion desigual de material ge-
nético. Se ha publicado que un nimero significativo
de blastémeras afectadas de aberraciones cromosdmi-
cas corresponden a embriones con blastémeras irregu-
lares (29,4%), comparadas con embriones normales
(8,5%) (Hardarson y col, 2001). Como consecuencia,
este tipo de embriones tienen un reducido potencial de
implantacion.

En base a todos estos criterios de seleccion, el

embrion éptimo para transferir seria: con 4 célu-
las, blastébmeras no multinucleadas, regularesy
menos del 20% de fragmentos en dia 2, y 8 células,
blastémeras no multinucleadas, regulares y menos
del 20% de fragmentos en dia 3 (Figura 6).

Figura 6
Embrion de 8 células, grado 1 en dia +3

5.2.7.- Formacion de blastocistos in Vitro.

La produccion de blastocistos se considera como
una sefial para la eficiencia de los cultivos in Vitro.
Sin embargo, se pueden producir blastocistos a pesar
de condiciones ambientales deficientes (McEvoy ,
2001).

El momento de formacion de blastocistos puede
ser un buen indicador de calidad embrionaria, ya que
los embriones que cavitan temprano tienen mayor ca-
lidad que los que lo hacen tardiamente (Van Soom,
97). Se han encontrado diferencias en la expresion
génica de embriones entre dia 7 y 8 (Wrenzycki,
2003).

Los blastocistos expandidos en el dia 5 originan
mayores tasas de gestacion que los que lo hacen en
dia 6 (Shoukir, 98).

La calidad de los blastocistos se mide en funcion
de: tamafio de la masa celular interna, areas de necro-
sis, compactacion de la masa celular interna, expan-
sion del blastocele, desarrollo del trofoectodermo y
estado de la zona pélucida (Gardner, 2000). Los em-
briones 6ptimos implican compactacion en el dia 4,
cavitacion entre los dias 5y 6 y hatching en €l dia 7.
(Figura7)

5.2.8.- Relacion entre calidad embrionaria y anoma-
lias cromosomicas.

En un reciente articulo publicado por Munnéy col
(2006), se hace una revision de la relacion entre mala
calidad embrionaria, desarrollo embrionario porcen-
taje de anomalias cromosémicas. En este trabajo se
comenta que las anomalias cromosomicas producidas
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Figura7
Blastocisto cavitado, grado 1 en dia +5

en embriones de reproduccion asistida es mas del
50%, independientemente de la edad materna.
Mientras que las aneuploidias aumentan con la edad
materna, anomalias post-meiéticas, tales como mo-
saicismo, embriones cadticos, poliploidiay haploidia,
tienen una incidencia similar en todos los grupos de
edad (alrededor del 33%). Las anomalias post-meioti-
cas aumentan con el dimorfismo. Uno de los mas co-
munes encontrados en los embriones es la multinu-
cleacion, fragmentacion y células desiguales entre
otros. Todos los dimorfismos estén asociados con un
incremento en las anomalias post-meiéticas y un des-
censo en el potencial de implantacion.

Estudios cromosomicos en blastocistos indican
gue el mosaicismo es la anomalia mas comun, pero
gue desciende conforme la calidad del blastocisto es
mayor. Sin embargo, a pesar de la calidad del blasto-
cisto, més del 40% de los mosaicismos pueden ser
embriones normales con anomalias cromosoémicas,
gue no implantan o sufren abortos tempranos. Ya que
la aneuploidia no esta relacionada con el estadio de
division, embriones dismérficos y trisdmicos pueden
alcanzar el estado de blastocisto.

5.2.9.- Breves consideraciones sobre la criopreser-
vacién embrionaria.

En todos los programas de Reproduccion Asistida
en los que se realiza Fecundacion in Vitro, es necesa-
riala congelacion embrionaria. Sin embargo, son mu-
chos los centros que se quejan de las bajas tasas de
supervivencia embrionaria post descongelacion y/o
baja tasa de gestacion.

El éxito de un programa de criopreservacion em-
brionaria se basa Unicamente en dos aspectos esencia-
les: congelacion de embriones de buena calidad (con
menos del 20% de fragmentacion) y un buen progra-
ma de congel acion embrionaria.

La congelacion de embriones de buena calidad a

veces es motivo de controversia entre ginecologos y
bidlogos. El ginecélogo quiere a veces, ofrecer em-
briones congelados a la pareja, atoda costa. Y la con-
secuencia es que en la descongelacion, si no han sido
embriones idéneos, no sobreviviran, con lo que €l la-
boratorio sera entonces, a ojo de los clinicos, €l res-
ponsable de tal circunstancia.

Ademés de la baja fragmentacién, un embrion ap-
to para la congelacion tiene que estar exento de va-
cuolas, en condiciones idoneas de division, y con au-
sencia de blastdmeras multinucleadas. Solo asi se
podra garantizar una Optima supervivencia, que, en
términos generales, oscilaentre el 75y el 80% de los
embriones.

Por otra parte, la congelacion embrionaria per se,
se basa en |a adecuacién progresiva de los embriones
hasta el medio de congelacion, carga de las pajuelas,
y posteriormente introduccion de las mismas en un
criocongelador con una rampa de congelacion progra-
mada. Este proceso, en si mismo sencillo, puede ave-
ces fallar (y es lo que con més frecuencia nos hemos
encontrado), al realizar de forma inadecuada el “ see-
ding”. Este tiene que realizarse, de forma manual, a
los -7°C, de forma rapida, para permitir que la subida
esponténea de temperatura que sufren los embriones
por €l calor que se libera, se contrarreste con la que
realizamos nosotros en el |aboratorio.

CONCLUSIONES

Como ya se ha comentado anteriormente en lain-
troduccion, la base para el éxito en Reproduccion
Asistida es que haya un equipo multidisciplinario con
colaboracién mutua. En este sentido, es vital larela-
cion entre clinicos y laboratorio. Ambos puntos de
vista no tienen por qué estar enfrentados, sino ser
complementarios. Tampoco cabe la idea de quien es
mas importante en cuanto a los resultados de gesta-
cion.

Con frecuencia, en muchos centros se culpa a la-
boratorio cuando se produce una bajada de resulta-
dos, y sin embargo los bidlogos se quejan de que los
éxitos nunca son achacados al mismo. Quizas esto
viene como consecuencia de que cualquier alteracion
negativa en el laboratorio (medios de cultivo, apara-
taje, medio ambiente, etc), tiene una afectacion méas
drastica en la tasa de fecundacién y desarrollo em-
brionario. Pero no debemos de olvidar que ninguno
puede trabajar sin la presencia del otro. Y el aumento
del conocimiento de las técnicas del laboratorio por
el ginecdlogo, asi como de los protocolos de induc-
cion y técnicas que realizan los clinicos por los bidlo-
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10.

11.

12.

gos, redundard en un mayor éxito para todos, y por
supuesto, para las pacientes.
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